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20 geldst. Als Hirudine kommen beispielsweise die in den auf Seite 1 zitierten Literaturstellen beschrisbenen
Verbindungen in Betracht, insbesondere die in EP-A 171 024, EP-A 158 986, EP-A 209 061 und DE 38 05
540.6 beschriebenen Verbindungen, wie z.B.
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Leu-Thr-Tyr-Thr- Asp- Cys-Thr-Glu-Ser-Gly-Gln-Asn-Leu-Cys-
20 '

Leu-Cys-Glu-Gly-Ser-Asn-Val-Cys-Gly-Gln-Gly-Asn-Lys-Cys-

0 30 40
Ile-Leu-Gly-Ser-Asp-Gly-Glu-Lys-Asn-Gln- Cys-Val-Thr-Gly-

50 _
ss Glu-Gly-Thr-Pro-Lys-Pro-Gln-Ser-His-Asn-Asp-Gly-Asp-Phe-
60
(L Glu-Glu-Ile-Pro-Glu-Glu-Tyr-Leu-Gln.
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Diese Hirudine kdnnen nach dem Fachmann allgemein bekannten Methoden der Peptidchemie, siehe z.B.

Houben-Weyl, Methoden der organischen Chemie, Band 15/2, bevorzugt miitels Festphasensynthese wie

z.B. von B. Merifield, J.Am.Chem.Soc. 85, 2149 (1963) oder R.C. Sheppard, Int. J. Peptide Protein Res. 21,

118 (1983) beschrieben oder durch §quwalente bekannte Methoden hergestellt werden. Alternativ sind die
45 genannten Hirudine auch durch dem Fachmann bekannte gentechnische Mathoden zugéinglich.

Weiterhin kommen folgende mittels gentechnologischer Methoden veréinderte Hirudine in Betracht.
Vorteilhaft solche, waobei z.B. zwei der drei natlirlich in der Sequenz vorkommenden Lysine durch eine
natlirliche Aminosiure, bevorzugt Asg, Asn, ersetzt wurden. Femer, auch solche Hirudine, die durch
gezielte N- (bevorzugt Lys) bzw. C-terminale (bevorzugt Met) Verléngerung veréndert wurden. Bei einer N-

s0 terminalen Verldngerung sind die im Verlauf der Sequenz vorkommenden Lysine durch eme andere
natlirliche Aminos#ure, bevorzugt Asn, Arg, ersetzt.

Als Triger werden I8sliche Tréger, insbesondere Polysaochande, wie z.B. Dextrane (MW 20000-75000
df), -bevorzugt Dextrane (MW 70000 di)- Laevane, Heparine (MW 6000-20000 dt) oder "low molecular
weight" Heparine (MW <6000 dt), Polyethylenglykole (MW 1500-15000 dt) oder Gelatinepartiathydrolysate

56 beispielsweise mit Diisocyanaten vernetzt Gelatinepartialhydrolysate (Polygeline, ®Haemaccel), oder unl&s-
liche Tréger, wie z.B. Sepharosen, beispielsweise CH-Sepharose 4B® (Fa. Pharmacia), Agarosen, Celluloss, .
Hydroxymethacrylate, die alle nach bekannten Verfahren aktiviert wurden, verwendst, insbesondere jedoch '-'
Dextrane, Heparine und low molecular weight Heparine.
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-the physiologically acceptable salt thereof and a carrier. Exanples of
suitable hirudins are the conpounds described in the references cited on
page 1, especially the conpounds P88 B, Ep- A 171, 024, EP-A 158, 986,
"35 EP- A 209, 061 and DE 3, 805, 540. 6, such as, for exanple, - 2-0 1
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85, 2149 (beSbhtungrvoR Herzkiginer (8. dus Kumststot), kinetfinhpr Gefiifen: KathadeRe won ldkompatigen
(1983) or megizisigehioy SPidien oHeromh Fitem. Hambrangy s Yielarieliea |wje z.B.riteragker) def gebiuehl- can
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ski |l ed i rPot e Basimmungiéii b iiachnpisson Pigirien dulomeroons) sidufietifish Proplamndss das
modi fi ed & untersuchende Blut vorbehandelt werden muB. Dies kann Probleme flr die AusSagekraft soicher Tests
15 mit sich bringen. Testr8hrchen, die mit Hirudin beschichtet sind, er6ffnen dem Praktiker neue M&glichkei-
ten. . :
Ferner finden Hirudine und Hirudin-Derivate Anwendung in Implantaten, die u.a. auch flir die verzbgerte
_ Freisetzung des Wirkstoffs verwendet werden, z.B. osmotische Minipumpen, biologisch abbaubare Mikro-
\U kapseln, Rods, Liposomenpréparate. '

20 Die erfindungsgeméBer Hirudin-Derivate zeigen, daB sich Hirudine mit hochmolekularen Trédgermateria-
lien umsetzen lassen, wobei Uberraschenderweise die Hirudinaktivitdt erhalten bleibt. Das pharmakokineti-
sche Verhalten des Hirudins #ndert sich vorteilhaft. Injiziert man Hirudin und Dextran-Hirudin in einem
vergleichenden Experiment Ratten und miBt mittels eines Thrombinhemmtestes die Plasmakonzentration,
so sit nach einer Stunde mit der ca. 10-fach geringeren Menge an Dextran-Hirudin eine Thrombinhemmung

26 meBbar. Ein weiterer Vorieil liegt iberraschend in der Verlingerung der Halbwerizeit. Sie betrigt ilir
Dextran-Hirudin 6 bis 7 Stunden, wihrend sie flir Hirudin 1 bis 2 Stunden (Markwardt et al. Pharmazie 43
(1988) 202) betréigt. '

Die nachfolgenden Bsispiele, in denen das in der deutschen Patentanmeldung 38 05 5406 beschriebe-

ne Isohirudin ('Leu-Thr-Hirudin") verwendet wird, sollen die Erfindung erldutern, jedoch ohne auf diese

so einzuschrénken. Es ist dem Fachmann geléufig, daB alle bekannten Hirudine &quivalent zu dem eingesetz-

ten Hirudin mit sinem Triger umgesetzt werden knnen und auch die auf Seite 2 beschriebenen Hirudine.
Dabei kénnen sich die Bedingungen flr einzelne Reaktionen &indern.

Beisplel 1 Herstellung von Hirudin
35
Die Synthese von Hirudin erfolgt beispiclsweise in Hefezellen, die Hirudin gem#f der deuischen
Patentanmeldung P 38 05 540.6 (HOE 88/F 043) ausschleusen. Hiurudin wird anschlieBend Uber HP20-
\J S#ulenchromatographie (deutsche Patentanmeldung P 37 38 541.0; HOE 87/F 337) angereichert. Nach
Dialyse und anschlieBender Affinititschromatographie Uber Thrombin-Sepharose® (Walsmann, P.: Pharma-
40 zie 36 (1981) 860-861) erfolgt die endguitige Reinigung Uber "reversed phase™ HPLC.
Die Synthese kann aber auch mittels anderer bekannter gentechnischer oder peptidchemischer Metho-
den erfolgen.

Belspiel 2 Applikation von Hirudin und anschlieBender Thrombin-Hemmtest

Woeibliche und ménnliche Wistar-Ratton mit sinem K&rpergewicht von ca. 300 g werden mit Ethyluret-
han (1,5 g/kg i.p.) betiubt. Den Ratten werden 1000 AT-U/kg von einem Hirudin-Derivat bzw. authentischem
'Leu-Thr-Hirudin', welches in physiologischer Kochsalzlésung geldst war, i.v. appliziert. Zur Blutentnahme
wird den Tieren ein Katheder in die Karotis implantiert. Zur Bestimmung der Anti-Thrombinakfivitit wird den

s0 Tieren Blut entnommen und mit Citrat behandelt. 0,1 ml des so behandeltsn Blutes werden mit 0,2 ml|
Tris/HCI-Puffer (0,1 moll; pH 7,4) gemischt und bei 37°C vorinkubiert. Nach Zusatz von 0,1 ml einer
Thrombinldsung (10 NIH-U/ml) wird die Gerinnungszeit mittels eines Koagulomsters nach Schnitger und
Gross bestimmt. Parallel zu dem Experiment wird eine Eichkurve mit Referenzplasma angelegt, aus der die
jeweilige Plasma-Hirudin- bzw. '

§5 Plasma-Hirudin-Derivat-Konzentration abgelesen wird.
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whi ch Co'a?ﬂbhﬁﬁﬁn ddsen. Bezogen auf die molare Basis entspricht die gemessene Aktivitit der von
\/. Hirudin. Das so geremlgte Dextran-Hirudin wird gem#B Beispiel 2 Wistar-Ratten i.v. appliziert. Nach 1
20 Stunde wird eine entdeckbare Konzentration im Plasma der Ratten gefunden. Dies kann im Vergleichsexpe-
riment nur mit der ca. 10fach hheren Dosis von Hirudin beschrieben werden. Verfolgt man die Hirudinkon-
- zentration des Plasmas weiter, so findet man eine Halbwertszeit der Eliminierung der Substanz von 6-7
Stunden. Dies ist eine deutliche Verléingerung gegenliber Hirudinen (1-3 Stunden).
Die verwendeten Versuchstiere zeigen keine Beeintrichtigung in ihrem Befinden.

<
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Beispiel 4 Sopharose®-Hirudin

8 mg Hirudin werden in 2 ml 0,1 M NaHCO; und 0,5 M NaCl bei pH = 8,0 gelst. 400 mg aktivierte

CH-Sepharose 4 B® (Pharmacia) werden nach Herstellervorschriften gequollen. Dann wird die Proteinl&-

30 sung zu dem Tréger gegeben und 1,5 Stunden bei 23° stehengelassen. Danach wird abgesaugt und das

Immobilisat zur Inaktivierung restlicher Bindungsgruppen 1 Stunde lang in 0,1 M TRIS, pH = 8,0,
stehengelassen. AnschlieBend wird der Tréiger nach Herstellungsvorschrift gewaschen.

Die Protein-Kopplungsausbeute betrigt 5 %. Die biologische Aktivitdt wird in Nitro nach Beispiel 2

bestimmt. Aus dem behandelten Plasma wird das Sepharose®-Hirudin isoliert, mit einer 1 bis 1,5 M NaCl-

35 Losung gewaschen und erneut im Hemmtext eingesetzt. Die gemessene Aktivitdt liegt innerhalb der

Fehlergrenze der 1. Messung.

U Patentanspriiche
Patentanspriiche filr folgende Vertragsstaaten : AT, BE, CH, DE, FR, GB, IT, LI, LU, NL, SE

1. Hirudin-Derivate, gebildet aus Hirudin oder dessen physiologisch annehmbaren Salz und einem Tréger
mit Ausnahme von CNBr-aktivierter Sepharose CL-4B und hydroxymethyliertem Polystyrol-Harz, da-
durch gekennzeichnet, da8 Hirudin an den Tréiger chemisch gebunden ist.

45 2. Hirudin-Derivat gem&8 Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, da8 der Tréger ein Polysaccharid ist.

3. Hirudin-Derivat gemiBs Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daB der Tréger ein Dextran oder
ein Heparin ist.

50 4. Hirudin-Derivat gem#B einem oder mehreren der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daB der
Tréger "low molecular weight™ Heparin ist.

6. Hirudin-Derivat gem#B Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB der Tréger ein Polyethylenglykol
(MW 1500 bis 15000 dt) oder ein Gelatinepartialhydrolysat ist.

8. Hirudin-Derivat gem&8 einem oder mehreren der AnsprUche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, daB das
Hirudin die Sequenz
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] Hirudin. Das so gereinigte Dextran-Hirudin wird gem3B Beispiel 2 Wistar-Ratten i.v. appliziert. Nach 1
" 20 Stunde wird eine entdeckbare Konzentration im Plasma der Ratten gefunden. Dies kann im Vergleichsexpe-
riment nur mit der ca. 10fach h8heren Dosis von Hirudin beschrieben werden. Verfolgt man die Hirudinkon-
zentration des Plasmas weiter, so findet man eine Halbwertszeit der Eliminisrung der Substanz von 6-7
Stunden. Dies ist eine deutliche Verlingerung gegeniiber Hirudinen (1-3 Stunden).
Die verwendeten Versuchstiere zeigen keine Beeintrichtigung in ihrem Befinden.
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Belsplel 4 Sepharose®-Hirudin_

8 mg Hirudin werden in 2 ml 0,1 M NaHCOs und 0,5 M NaCl bei pH = 8,0 gelést. 400 mg aktivierte
CH-Sepharose 4 B® (Pharmacia) werden nach Herstellervorschriften gequolien. Dann wird die Proteinls-
30 sung zu dem Tréger gegeben und 1,5 Stunden bei 23* stehengelassen. Danach wird abgesaugt und das
Immobilisat zur Inaktivierung restlicher Bindungsgruppen 1 Stunde lang in 0,1 M TRIS, pH = 8,0,
stehengelassen. AnschlieBend wird der Tréiger nach Herstellungsvorschrift gewaschen.
Die Protein-Kopplungsausbeute betrtigt 5 %. Die biologische Aktivitdt wird in Nitro nach Beispisl 2
bestimmt. Aus dem behandelten Plasma wird das Sepharose®-Hirudin isoliert, mit einer 1 bis 1,5 M NaCl-
35 Losung gewaschen und erneut im Hemmiext eingesetzt. Die gemessene Aktivitit liegt innerhalb der
Fehlergrenze der 1. Messung.

) Patentanspriiche -
Patentanspriiche fur folgende Vertragsstaaten : AT, BE, CH, DE, FR, GB, IT, LI LU, NL, SE
40
1. leudm-Denvate, gebildet aus Hirudin oder dessen physiologisch annehmbaren Salz und einem Tréger
. mit Ausnahme von CNBr-aktivierter Sepharose CL-4B und hydroxymethyliertem Polystyrol-Harz, da-
durch gekennzeichnet, da8 Hirudin an den Triger chemisch gebunden ist.

45 - 2. . Hirudin-Derivat gem#8 Anspruch 1, dadurch gékennzeichnet, daB der Tréger ein Polysaccharid ist.

3. Hirudin-Derivat gem#8 Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzelchnet daB der Tréger ein Dextran oder
ein Heparin ist.

50 4. Hirudin-Derivat gem&4B einem oder mehreren der Ansprliche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daB der
Tréger "low molecular weight” Heparin ist.

6. leudm-Denvat gemiB Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, da8 der Tréger_sin Polyethylenglykol

(MW 1500 bis 15000 dt) oder ein Gelatinepartialhydrolysat ist. . )

55 '

6. Hirudin-Derivat gem&8 einem oder mehreren der Ansprliche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, daB das
Hirudin die Sequenz
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deseri bed in German Pat ent Application 20 3, 805,5406 is used, are
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Preparation of hirudin Hirudin is synthesized®Ofor exanple, in yeast cells

whi ch secrete hirudig, a8ndPREPIESiBlaGo N80, Pat ent \L.cation 30 P

3, 805, 540. 6 ( HOE 88/@”8%6&%%?3 %%?‘bﬁ%%ﬁ%ﬁﬁ?ﬁ@h&h- by HP20
col um &hr omat ogr aphy (German Patent Application P 3,738,541.0; HOE 87/F
337). Dialysis and subsequent affinity chromatography on thronbin-Sepharose
(Wal smann, P.: Pharnmazie 36 (1981) 888—861) are foll owed 35 by fi nal
pL{i/fication by reversed phase HPLC.

20 Glu-Glu-lle-Pro-Glu-Glu-Tyr-Leu-Gln besitzt.

7. Hirudin-Derivat gem38 Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, daB in dem Hirudin Lys 26 und Lys 35
25 oder Lys 35 und Lys 46 oder Lys 26 und Lys 46 jewsils durch eine natlirliche Aminosure ersetzt sind.

8. Hirudin-Derivat gem#8 Anspruch 6 oder 7, dadurch gekennzeichnet, da8 in dem Hirudin Lys 26 durch
Asn und Lys 35 oder Lys 46 durch Arg ersetzt sind. '

80 9. Hirudin-Derivat gem&B Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, daB das Hirudin N-terminal nun verlingert
ist und Lys 26, Lys 35 und Lys 46 durch andere natiirliche AminosZuren ersetzt sind.

10. Hirudin-Derivat gem#B einem oder mehreren der Ansprt]éhe 1 bis 9, dadurch gekennzsichnet, daB das
Hirudin C-terminal um eine natlirliche Aminos#ure verldngert ist.

11. Verfahren zur Herstellung eines Hirudin-Derivates gem#B einem oder mehreren der Anspriiche 1 bis
. 10, dadurch gekennzeichnet, daB Hirudin mit einem aktivierten Triger bei einer Temperatur von 0°C
I\, bis 25 ° C umgesetzt wird.

40 12. Verwendung von Hirudin-Derivaten, gebildet aus Hirudin oder dessen physiologisch annehmbaren Salz
und einem Tréger, wobei Hirudin an dem Tréiger chemisch gebunden ist, als Thrombin-Inhibitor.

Patentanspriiche fiir folgende Vertragsstaaten : ES, GR

4 1. Verfahren zur Herstellung eines Hirudin-Derivats, gebildet aus Hirudin oder dessen physiologisch
annehmbaren Salz und einem Tréiger mit Ausnahme von CNBr-akiivierter Sepharose CL-4B und
hydroxymethyliertem Polystyrol-Harz, dadurch gekennzeichnet, da8 Hirudin mit einem aktivierten Tri-
ger bei einer Temperatur von 0°C bis 25°C umgesetzt wird, wobei Hirudin an den Triger chemisch
gebunden wird. : '

50

2. Verfahren gem#B Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB der Tréger ein Polysaccharid ist.

3. Verfahren gem&8 Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, das der Tréger ein Dextran oder ein
Heparin ist.
55
4. Verfahren gem#B einem oder mehreren der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daB, der
Trager "low molecular weight” Heparin ist.
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hi rudin and subsequent thronbin |$ﬁlpl§ﬂ§ﬁ{ﬁphssay 5 Fenal
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particul ar pl asma h| rudin or plasna oudl n derivative concentration is
read off. Exanple 3 Dextran-hirudin The 'coupling’ of 'Leu-Thr-hirudin'

onto dextran ( MV kee®ysiG U-Gcly-sfef-écsr\e\fabgys-}(ﬂy-rﬁinkﬁw -Asn-BysiGys- J. et al.
25 Met h. Enzynmol 34 (1974) 77. For this purpose, the xtran is activated
by a tPeatment with met “periodate at [err] and subsequéMt!|y .dial yzed and

freeze-dried. 2 gllefl.e@cely\tsaﬁﬂlssﬁe t@lﬂl—E\?@A%heélndC%-QﬁaYﬂr'G1y285 of 0.1
nmol /| sodi um phosphat e buffer

\ 20 GIu-GIy-Thr-Pro-Lys-Pro-GIn-Ser-His—Asn-Asp-GIy—Asp-Phe-

60
Glu-Glu-lle-Pro-Glu-Glu-Tyr-Leu-GIn besitzt.

25

s0 7. Verfahren gem&B Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, daB in dem Hirudin Lys 26 und Lys 35 oder
Lys 35 und Lys 46 oder Lys 26 und Lys 46 jewsils durch eine natlirliche Aminos3ure ersetzt sind.

8. Verfahren gem#B Anspruch 8 oder 7, dadurch gekennzeichnet, daB in dem Hirudin Lys 26 durch Asn
und Lys 35 oder Lys 46 durch Arg ersetzt sind.
35
8. Verfahren gem&B Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, daB das Hirudin N-terminal um eine nattirliche
Aminoséure verléingert ist und Lys 26, Lys 35 und Lys 46 durch eine andere natlirliche Aminos3ure
W, ersetzt sind.

40 10. Verfahren gemdB einem oder mehreren der Anspriiche 1 bis 9, dadurch gekennzeichnet, daB das
Hirudin C-terminal um eine natlirliche Aminosure verléingert ist.

11. Verwendung von Hirudin-Derivaten, gebildet aus Hirudin oder dessen physiologisch annehmbaren Salz
und einem Tréger, wobei Hirudin an dem Triger chemisch gebunden ist, als Thrombin-Inhibitor.
45 :
Claims
Claims for the following Contracting States : AT, BE, CH, DE, FR, GB, IT, LI, LU, NL, SE

1. A hirudin derivative formed of hirudin or the physiologically acceptable salt thereof and a carrier with
50 the exception of CNBr-activated Sepharose CL-4B and hydroxymethylated polystyrene resin, wherein
hirudin is chemically linked to the carrier.
2. A hirudin derivative as claimed in claim 1, wherein the carrier is a polysaccharide.

65 3. A hirudin derivative as claimed in claim 1 or 2, wherein the carrier is a dextran or a heparin.

4. A hirudin derivative as claimed in one or more of claims 1 to 3, wherein the carrier is low molecular
weight heparin.
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30 tenperature, the solution is cooled to [err], 20 f hirudin are
added, and the m xture is incubat e%i#erér] for 14 hoiurnﬁuﬂmwu ﬂmr
removed and |yphilized. After the 5P &I ar buf fer el 1
fenoved by gel filtration ([err]Sephadex G 25, 1 cmx {100 cm) the 35
solution isg, aligmuﬂin|d‘éﬁ)3ii\)9'a§%gimexr?r?cl5iﬁaﬁ%9§n g'BCc!éFrigr iQ%Elﬁéﬁgtﬂj ene gTyaﬁ él\'ll\gaﬁol# E,aSt
one of the thIrS;QQJJItY&'a%ﬁtinad%ﬂialtr?&oI%{el vate extran. To'reduce the Schi S
base which has forned, 75 ng of NaBH4 are added to the 75 m of incubated
sol ution, &ndA Krudin téRatv@bd didiried ih SneSok more®flciains | & 4, Whéréi thé Rirddinhed RS sedishce
subse- quently dialyzed against water at [err] for 24 hours (nenbrane:
Ser%por D al ysis Lubing; dianmeter 10 mm from Serva ngr?nbi ochem ca GrbH
Hei del berg) . Thén algel fil- tration on Sephadex G 25 d a lyphilization.
The 10  dextr geuhThedTyr-Thr-psprCiyedThoyGluedes-Glj-GlhrAsbi-heuSSyRar ose
affinity chromatography in accordance w4 h Exanple 1. The dextran-hirudin
activity?is deternmined using the nethod of Giesbach et al. (Thronb. Res.
37 (1985) 347- M}Cyihﬁiueﬁﬂ-xi-Bsrﬁa&SluVeﬂ:Eﬁvsoﬁl‘Yh§1Pnﬁi1b'i-38!!51-Y8rFUﬁ"pf_

t he thronbin-catal yzed cl eavage of chronozyne [err]. The measured activity
on a nolar basis corresponds to that of hirudin. The dextran-hirudin
purifieq inthis way is admnistered i.v. to Wstar rats as in Exanple 2. A
det ect abf e concentrati@gpis found in the plasma of the 20 ratgafter 1

hour. This can be described in the com _parison experinment only with an
ag;roxi mat el y il‘g.et-llﬁggGly-Ser-Asp-Gly-Gllr.):-Lys-Asn- in-Cys-Val-Thr-Gly-

U >0
20 Glu-Gly-Thr-Pro-Lys-Pro-Gln-Ser-His-Asn-Asp-Gly-Asp-Phe-
. 60 .
Glu-Glu-Ile-Pro-Glu-Glu-Tyr-Leu-Gln.
25
7. A hirudin derivative as claimed in claim 6, wherein Lys 26 and Lys 35 or Lys 35 and Lys 48 or Lys 26
and Lys 46 in the hirudin are in each case replaced by a natural amino acid.
s0 8. A hirudin derivative as claimed in claim 6 or 7, whersin there is replacement in the hirudin of Lys 26 by
Asn and Lys 35 or Lys 46 by Arg. :
9. A hirudin derivative as claimed in claim 6, wherein the hirudin now has an N-terminal extension, and
Lys 26, Lys 35 and Lys 46 are replaced by other natural amino acids.
35
10. A hirudin derivative as claimed in one or more of claims 1 to 9, wherein the hirudin has a C-terminal
extension by one natural amino acid.
o/

11. A process for the preparation of a hirudin derivative as claimed in one or more of claims 1 to 10, which
40 comprises hirudin being reacted with an activated carrier at a temperature of 0°C to 25°C.

12. The use of hirudin derivatives formed of hirudin or the physiologically acceptable salt thereof and a
carrier, hirudin being chemically linked to the carrier, as thrombin inhibitor.

45 Claims for the following Contracting States : ES, GR

1. A process for the preparation of a hirudin derivative formed of hirudin or the physiologically acceptable
salt thereof and a carrier with the exception of CNBr-activated Sepharose CL-4B and hydrox-
ymethylated polystyrene resin, which comprises hirudin being reacted with an activated carrier at a

§0 temperature of 0°C to 25 °C, hirudin being chemically linked to the carrier.

2. The process as claimed in claim 1, wherein the carrier is a polysaccharide.

3. The process as i:laimed in claim 1 or 2, wherein the carrier is a dextran or a heparin.
55
4. The process as claimed in one or more of claims 1 to 8, wherein the carrier is low molecular weight
heparin.
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then aglded to the carrier and left to stand at [err] for 1.5 hours. The
i mebilisate is then filtered off for 1 hour to inactjyate renaini ng
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Wi th the manyatTHEeTyS -Thii-Asp-oyss ThEChu-Sexi -G lyc@in-den-lewt R85 %
The biological ac- tivity is determ innitro as in Exanple 2. The 5

Sephar®@se -hirudin is isolated fromthe treated plasnma, washed with a lto

1.5 M NaCl smmqmm-@awmmmwmr&LMI&ﬁ%MB

nmeasured activity is within the limt of error of the 1st neasurenent. *
C L M S * - 8 - _ 0345616
" 30 40
Ile-Leu-Gly-Ser-Asp-Gly-Glu-Lys-Asn-Gln-Cys-Val-Thr-Gly-
: 50 '
~ 20 Glu-Gly-Thr-Pro-Lys-Pro-Gln-Ser-His-Asn-Asp-Gly-Asp-Phe-
60

Glu-Glu-Ile-Pro-Glu-Glu-Tyr-Leu-Gln.

7. The process as claimed in claim 8, wherein Lys 26 and Lys 35 or LYs 35 and Lys 46 or Lys 26 and Lys
46 in the hirudin are in each case replaced by a natural amino acid.

30 8. The process as claimed in claim 6 or 7, wherein there is replacement in the hirudin of Lys 26 by Asn
: and Lys 35 or Lys 46 by Arg.

8. The process as claimed in claim 6, wherein the hirudin has an N-terminal extension by one natural
amino acid, and Lys 26, Lys 35 and Lys 46 are replaced by another natural amino acid.
85 :
10. The process as claimed in one or more of claims 1 {0 9, wherein the hirudin has a C-terminal extension
by one natural amino acid.

11. The use of hirudin derivatives formed of hirudin or the physiologically acceptable salt thereof and a
40 carrier, hirudin being chemically linked to the carrier, as thrombin inhibitor.

Revendications
Revendications pour les Etats contractants sulvants : AT, BE, CH, DE FR, GB, IT, L, LU, NL, SE

45 1. Dérivés d'hirudine, constitués d'hirudine ou d'un de ses sels physiologiquement acceptables, et d'un
support, & I'sxception du Sepharose CL-4B activé au CNBr et d'une résine polystyréne hydroxyméthy-
e, caractérisés en ce que l'hirudine est li€ée chimiquement au support.

2. Dérivé d'hirudine selon la revendication 1, caractérisé en ce que le support est un polysaccharide.
50

3. Dérivé d'hirudine selon la revendication 1 ou 2, caractérisé en ce que le support est un dextran ou une
héparine.

4. Dérivé d'hirudine selon une ou plusieurs des revendications 1 & 3, caractérisé en ce que le support est
55 une héparine "2 faible masse moléculaire™.

5. Dérivé d'hirudine selon la revendication 1, caractérisé en ce que le support est un polyéthyléneglycol
{PM: 1 500 & 15 000 Da) ou un hydrolysat partiel de gélatine.

8
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FR, G&B, IT, LI, LU NL and SE 1. @éﬁ‘{ u(ﬁi %éderi vative _- , val"u"lmm,
or the physiologically acceptable 598R%f and a 5 carrf

with the exception of CNBr-activated Sepharose CL-4B and

hydr oxynet gy | mshi@daRrbins %M&neﬂh% Ju?ﬁdsﬂurs%@ FeSandictiohd ' Hiay, 'cé'a%?igtﬂa]lf% L] V%Mr%%d

to the carrlejbmpamasé&, &g udi n lvative as clainmed in \ erelrn 10
the carrier is a polysaccharide. 3. A hirudin derivative as clained in

claim1l1 or 2, wher n t‘he carrier is a dextran or a gsparin._4. A hirudin

der*_\élatla/e as cl ai rred I'n one or nore of cl%rrs 1',%0 wherein the carrier

i s ow ol ecul ar 13 eu-Thr-TYWETIHMASPSDPS-Thr-Glu-Se 4.ve as

claimed in claim1, wherei me ca‘rarl er is a pol yet%qﬁwne ngcW(MNlSOO

to 15,000 dt) or a gelatin partial hydr@Oysate. 6. s A\Aﬂl rudi ntﬂerlhvatldve
erein e hirudin

ﬁstt ﬁ;r{ggqhgnggeoi LEE\/S { é?v-Ser-Asn-va?éTB S- &ily %ln -Gly-AsgnyLys-Cys-

Leu- Thr - Tyr-Thr - Asp- Cys- By - G u- Ser-d y- d n- Asn- Leu- QIS- 2%0

Leu- Cys-d u-d y-Ser-Asn-Val - Cys-d y-d n-d y- Asn- Lys- Cy

40 Il e-Leu-Qdy-ser- il%beG@W@eﬁ-é;sp-%Gﬂﬁy@y&shﬁﬁlnmsﬂa}hﬂﬁ@ly-

d u-Q@y-Thr-Pro-Lys- Pro-Qd n-Ser-Hi s- Asn- Asp- %6/ Asp- Phe- 60 30

Qu-dulle-Pro-du-d u- Tyr-Leu-d n.

Glu-Gly-Thr-Pro-Lys-Pro-Gin-Ser-His-Asn-Asp-Gly-Asp-Phe-

30

, 60
o 20
Glu-Glu-lle-Pro-Glu-Glu-Tyr-Leu-Gln
7. Dérivé d'hirudine selon la revendication 8, caractérisé en ce que, dans I'hirudine, les restes Lys 26 et
25 Lys 35 ou Lys 35 et Lys 46 ou Lys 26 et Lys 46 sont remplacés chacun par un aminoacide naturel.
8. Dérivé d'hirudine selon la revendication 8 ou 7, caractérisé en ce que, dans I'hirudine, le reste Lys 26
est remplacé par Asn et le reste Lys 35 ou Lys 46 est remplacé par Arg.
3 9. Dérivé d'hirudine selon la revendication 6, caractérisé en ce que I'hirudine est prolongée & I'extrémité
N-terminale, et les restes Lys 26, Lys 35 et Lys 48 sont remplacés par d'autres aminoacides naturels.
10. Dérivé d'hirudine selon une ou plusieurs des revendications 1 & 9, caractérisé en ce que I'hirudine est
prolongée 2 l'extrémité C-terminale par un aminoacide naturel.
35
11. Procédé pour la préparation d'un dérivé d'hirudine selon une ou plusieurs des revendications 1 & 10,
_ caractérisé en ce que I'on fait réagir I'hirudine avec un support activé, & une température de 0 & 25°C.
K/‘
12. Utilisation de dérivés d'hirudine constitués d'hirudine ou d'un de ses sels physiologiquement accepta-
40 bles et d'un support, I'hirudine étant liée chimiquement au support, en tant qu'inhibiteur de la
thrombine.

Revendications pour les Etats contractants suivants : ES, GR
45 1. Procédé pour la préparation d'un dérivé d'hirudine constitué d'hirudine ou d'un de ses sels physiologi-
quement acceptables et d'un support, & I'exception du Sepharose CL-4B activé au CNBr et d'une
résine polystyréne hydroxyméthylée, caractérisé en ce que I'on fait réagir I'hirudine avec un support
activé, & une température de 0 & 25°C, ce par quoi I'hirudine est liée chimiquement au support.
50 2. Procédé selon la revendication 1, caractérisé en ce que Ie support est un polysaccharide.

3. procédé selon la revendication 1 ou 2, caractérisé en ce que le support est un dextran ou une héparine.

4. Procédé selon une ou plusieurs des revendications 1 & 3, caractérisé en ce que le support est une
55 héparine "4 faible masse moléculaire™. :

6. Procédé selon la revendication 1, caractérlsés en ce que le support est un polyéthyléneglycol (PM: 1
500 2 15 000 Da) ou un hydrolysat partiel de gélatine.
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7. Anhirudin derivative as claimed in claim6, wher
and Lys 35 or Lys 35 and Lys 46 %ﬁ%%ﬁG and Lys 4 ﬂ“l“luﬂll“““nﬂlmﬂle I n
each case replaced by a natural : i radi A derivatsi vé as
claimed in claim6 or 7, 5 wher ei n there |s repl acenent in the

hirudin gf Flra(oadézsfélothMpl&QQrs ld¥§ revenditdtionsySa 4 Caldtisdd In cdque l'hﬁ]dl?lb %&L&oﬂe la .

derivative @guehdedtl Med In claime6 wherein the hirudin now has a term nal

ext ensi on, and Lys 26, Lys 35 and Lys 46 are replaced by other natural 10

am no aci ds 10. ﬂi rudin derivative as clai ned one or nore of clains
tkﬂ, % V\,herel n the hirudin has a Cterninal extent?on by one natural am no
ci

A pr Oq_%iﬁTﬁFlrryFJT‘!‘nrm%y%tTﬁﬂG‘Pu Serls iR AdRlie(-CY 8-
atlve as ‘claimed in one or nore of clainms 1 to 10, which conprises hirudin

being reacted with an activated carri20 at a terrperature of[err] to [err].
12. The use of hirudin derjivagives forprd of, hiirudj n or e
physi dfogi cal | y g’@é‘\égf/atﬂg'é"éiél'%ef‘ﬁé”é@?HEN&'é‘VZGF"'elY‘AS%é\Y?FJPI hi rudi n
being chemically linkeggo the carrier, as thrombin inhighytor.
lle-Leu-Gly-Ser-Asp-Gly-Glu-Lys-Asn-Gin-Cys-Val-Thr-Gly-
15 50
Glu-Gly-Thr-Pro-Lys-Pro-Gin-Ser-His-Asn-Asp-Gly-Asp-Phe-
60
20 " Glu-Glu-lle-Pro-Glu-Glu-Tyr-Leu-Gin

7. Procédé selon la revendication 6, caractérisé en ce que, dans I'hirudine, les restes Lys 26 et Lys 35 ou
25 Lys 35 et Lys 46 ou Lys 26 et Lys 46 sont remplacés chacun par un aminoacide naturel.

8. Procédé selon la revendication 8 ou 7, caractérisé en ce que, dans l'hirudine, le reste Lys 26 est
remplacé par Asn et le reste Lys 35 ou Lys 48 est remplacé par Arg.

30 9. Procédé selon la revendication 6, caractérisé en ce que I'hirudine est prolongée 3 I'extrémité N-
terminale par un aminoacide naturel, et les restes Lys 26, Lys 35 et Lys 46 sont remplacés par d'autres
aminoacides naturels.

10. Procédé selon une ou plusieurs des revendications 1 & 9, caractérisé en ce que I'hirudine est
35 prolongée 2 l'extrémité C-terminale par un aminoacide naturel.

_ 11. Utilisation de dérivés d'hirudine constitués d'hirudine ou d'un de ses sels physiologiquement accepta-
i bles et d'un support, I'hirudine étant liée chimiquement au support, en tant qu'inhibiteur de la
thrombine.

45

50

55
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