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pharmaceuti cal - conposi ti ons The present invention relates to novel

bi ol ogl cally active pol ypept Epe® 142860 ?1om hi rudin, and to processes for
a

the™ aration thereof, to-pharmaceutic conpositions containing these
conpB bumdl to their use, in particular for inhibiting blood coagul ati on.
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v(Welche spezifischen Cysteinreste sich miteinander durch Disulfid-Briicken paaren, bleibt noch zu
45 ermitteln; fir die Syntheseplannung ist diese Strukturdetail von geringer Bedeutung.) Die Struktur zeichnet
sich aus durch eine charakteristische Anhaufung von hydrophoben Aminosauren gegen das Aminoende
und von polaren Aminoséuren gegen das Carboxylende des Peptids sowie, als ein besonderes Merkmal,
durch die stark saure Sulfatmonoestergruppe am phenollschen Hydroxyl des Tyrosin-Restes in Stellung 63
entsprechend der Teilformel
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Uber die biologische Funktion des Sulfatrestes in Protemen al'lgemeinen und in diesem Wirkstoff speznell
gab es pisiang keine kiaren Vorstellungen. Folgende Hypothesen wurden diskutiert:

{1) eine Bedeutung fir die biologische Aktivitat des Proteins;

(2) eine Beteiligung an regulatorischen Zellprozessen {analog, wie es fur die reverslble

" 65 Phosphoryherung bekannt ist);
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Die Desulfatohirudine sind bis auf die Abwesenheit der Sulfatestergruppe am Tyr®? durch alle Gbrigen
Strukturmerkmale des. Hirudins charakterisiert, wobei beim Desuifatohirudin der Formel |, welches das
eigentliche Desulfatohirudin im engeren Sinne des Wortes darstelit, die ungekirzte Aminosauresequenz
vorliegt, wihrend im analogen, wirkungsmiBig gleichwertigen Hexacontatripeptid, bezeichnet als

30 Desulfatohirudin der Formel li, zusétzlich noch die beiden C-terminalen Aminosauren Leu und Gin fehien.
Uberraschenderweise sind diese Verbindungen jedoch Hirudin in biologischer Hinsicht, insbesondere in
ihrer antikoagulativen Wirkung qualitativ und quantitativ zumindest ebenbirtig. B
Diese Feststellung ist in bezug ‘auf die. Mdglichkeiten einer konventionellen biotechnologischen
Synthese dieses Peptids von groRer Bedeutung: wihrend die Anwesenheit der ungewdhnlichen
35 ° Hydroxysulfonyigruppe bei Hirudin dessen direkte Biosynthese praktisch ausschlie8t, sind durch ihr Fehlen
"bei - Desulfatohirudin wesentlich giinstigere 'strukturelle Voraussetzungen fiir eine erfolgreiche
biotechnische Synthese vorhanden. Bei Gleichheit der biologischen Wirksamkeit ist somit Desulfatohirudin
aufgrund der wesentlich besseren Zugénglichkeit auf biotechnologischem Wege dem Hirudin in technisch-
Skonomischer Hinsicht klar Gberlegen. - ) : : .
<0 ErfindungsgemaB sind die Desulfatohirudine der Formel | und Il in an sich bekannter Weise erhaltlich.
So kann man - sie beispielsweise herstellen, indem man in Hexacontapentapeptid Hirudin der oben
" angegebenen Formel (A) die als Schwefelsdure-monoester vorhandene phenolische Hydroxylgruppe des
Tyrosin-Restes in Stellung 63 freisetzt. )
' Die Freisetzung dieser Gruppe entsprechend dem Schema

HO—S0,—O—Pept—sHO—Pept *

{worin Pept.den restlichen Teil von Hirudin darstelit) kann in an sich bekannter Weise, 2.B. durch Hydrolyse,
erfolgen, wobei sowohl chemische als auch biologische Methoden zu diesem Zweck anwendbar sind.

50 Bei einer chemischen Freisetzung wird vorzugsweise. unter den aligemeinen Bedingungen der

sdurekatalysierten Hydrolyse-gearbeitet, wie unter des Einwirkung einer verdinnten, 2.B. einer etwa 2- bis

etwa 4N wiRrigen Salzsdureldsung, vorteilhaft in Trifluoressigsdure als Reaktionsmedium, oder mit

wasserhaltiger Trifluoressigsdure allein als Reaktions- und Losungsmittel. . Um die Gefahr der

' hydrolytischen Spaltung von Peptidbindungen auf einem Minimum zu halten, ist es empfehlenswert, unter

55 milden Reaktionsbedingungen, z.B. bei Temperaturen, welche Zimmertemperatur nicht Gbersteigen, zu

arbeiten und den Fortschritt der Hydrolyse analytisch, z.B. durch Dinnschichtchromatographie, zu

verfolgen. : -

ngehmlich erfoigt jedoch die Hydrolyse auf biologischem Wege, insbesondere durch die

. Anwendung von spezifischen Enzymen, Arylsulfatasen, weliche die phenolischen Sulfatestergruppen zu

60 freien phenolischen Gruppen unter milden Bedingungen spaiten. Die biologische Freisetzung der

sulfatierten Hydroxylgruppe kann mit Hilfe eines geeigneten Enzympraparats mit angereichertem Wirkstoff

oder einas icolierten Enzyms erfoigen, oder abér man kann eine geeignetes Enzymsystem in situ einsetzen,

d.h. wie es in einem lebenden oder abgetdteten biologischen Material, 2.B. einem wachsenden oder

ruhenden Mikroorganismus, einer Zellkultur, einem Zellhomogenat oder einem Jutolysat, unmittelbar

65 vorliegt. Einer der groten Vorteile der bioligischen Hydrolyse ist ihre hohe Selektivitdt, die nur die

45
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hirudi ihsulfe w@(ﬁn der Formel Il besitzt die gleichen biologischen Eigenschaften wie das Desulfatohirudin der
Formel I.
Die erfindungsgemaBen Desulfatohirudine kénnen nicht nur in freier Form, sondern auch in Form ihrer
Salze vorliegen. Da sie in mehreren Aminoséureresten freie Aminogruppen bzw. Amidinogruppen
35 enthaiten, kbnnen die erfindungsgemaBen Verbindungen in Form von S3ureadditionssalzen vorliegen. Als
Saureadditionssalze kommen insbesondere physiologisch vertragliche Salze mit dblichen, therapeutisch
anwendbaren S3auren in Betracht; als anorganische Siuren sind die Halogenwasserstoffsauren (wie die
Chlorwasserstoffsdure), aber auch Schwefelsdure und Phosphor- bzw. Pyrophosphorsaure zu nennen; als
organische Sduren sind in erster Linie Arensuifonsduren {wie die Benzol- oder p-Toluoisulfonsdure oder
40 Niederalkansulfonsduren, wie Methansulfonsdure) sowie Carbonsauren, wie Essigsdure, Milchsaure.
Palmitin- und Stearinsdure, Apefelsaure. Weinsaure, Ascorbinsdure und Citronensaure, geeignet. Da die
Desulfatohirudine aber auch in mehreren Aminosadureresten freie Carboxylgruppe enthalten, die dem
- ganzen Peptid sauren Charakter verleihen, kbnnen sie auch als Salz vorliegen, z.B. Natrium-, Kalium-,
— Calcium- oder Magnesiumsalz, oder auch als Ammoniumsalz, abgeleitet von Ammoniak oder einer -
45  physiologisch vertrdglichen, organischen, stickstoffhaltigen Base. Da sie aber zuglelch freie
Carboxylgruppen und freie Ammo (und Amidino)-Gruppen enthalten, konnen sie auch als inneres Salz
vorliegen.

Jeg nach Arbeitsweise erhilt man die erfmdungsgemilsen Verbindungen in freier Form oder in Form
von Saureadditionssalzen, inneren Salzen oder Salzen mit Basen. Aus den Saureadditionssalzen kann in an

50 sich bekannter Weise die freie Verbindung gewonnen werden. Von {etzterer wiederum lassen sich durch
Umsetzem mit Sduren, z.B. mit soichen, die die obengenannten Salze bilden, und Eindampfen oder
Lyophilisieren therapeutisch anwendbare Saureadditionssalze gewinnen. Die inneren Salze kénnen durch
Einstellen des pH auf einen geeigneten Neutralpunkt gewonnen werden.

Die Erfindung betrifft ebenfalls pharmazeutische Zusammensetzungen, welche wenigstens eine der

55 erﬁndungsgaméﬂen Verbindungen oder deren pharmazeutisch verwendbare Salze, gegebenenfalls
zusammen mit einem pharmazeutischen Triger und/oder Hilfsstoffen, enthalten.

Diese Zusammensetzungen kdnnen insbesondere bei den oben angegebenen Indikationen
Verwendung finden, wenn sie z.B. parenteral-{wie intravends, intracutan, intramuskuldr oder subcutan),
oral oder topisch verabreicht werden. Die Dosierung héngt in erster Linie von der spezifischen

60 Verabreichungsform und vom Zweck der Therapie bzw. Prophylaxe ab. Die Gr6Be der Einzeldosen sowie
das Verabreichungsschema kann am besten anhand einer individuelien Beurteilung des jeweiligen
Krankheitsfalles bestimmt werden: die dazu erforderlichen Methoden zur Bestimmung von relevanten
Blutfaktoren sind dem Fachmann gelaifig. Im Normalfall liegt bei einer Injektion die therapeutisch
wirksame Menge der erfindungsgemaBen Verbindungen im Dosisbereich von etwa {2005 bis etwa 0,1 mg/

65 kg Korpergewicht. Bevorzugt wird der Bereich von etwa 0,01 bis etwa 0,05 mg/kyg Korpergewicht. Die
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from 25 tNebgroden qﬁzeweeﬁch bamndmﬂdmem mwgprspfwre#zemrse@n Zusammensetzungpn,welchpout

4 t%8 wd"erﬁ (Eifspis A Aot des Megschap pger gines puastieres, bgawwg' sind,
adj u Saér g (ﬁ‘ \éo H n % pharmazeutische Zusammensetzungen un raparate zur
e halty d ebenden Korpers des Menschen oder der Saugetiere. Soiche
Zusammensetzungen und Praparate verwendet.man in erster Linie als gerinnungshemmenden Zusatz zu
Biut, welches aulerhalb des Kdrpers einer Zirkulation oder Behandlung {z.B. Dialyse in kiinstlichen Nieren),
35 Konservierung oder Modifizierung (2.B. Haemoseparation) unterzogen wird. In ihrer Zusammensetzung
sind derartige Praparate, wie Vorratsiosungen oder auch Zubereitungen in Einzeldosis-Form, den oben
beschriebenen Injektionspraparaten dhnlich; zweckmaBigerweise wird aber die Wirkstoffmenge bzw.
-konzentration auf das Volumen des zu behandelnden Blutes oder, noch exakter, auf dessen
Thrombingehalt bezogen. Dabei ist zu beachten, daR die erfindungsgemaRen Wirkstoffe (in freier Form)

40 {a) eine etwa 5fache Gewichtsmenge Thrombin villig deskativieren;

"~ (b) auch in grofieren Mengen physiologisch harmlos sind; und

(c) von zirkulierenden Blut auch in hohen Konzentrationen sehr schnell ausgeschieden werden, so dail
'\/. keine Gefahr einer Uberdosierung, auch z.B. bei Transfusionen, besteht. Je nach dem spezifischen Zweck
betrigt die geeignete Dosis etwa 0,01 bis etwa 1,0 mg Wirkstoff/1 Blut, wobei die obere Grenze ohne Gefahr

45 noch weit tberschritten werden darf.

Zum Gegenstand der vorliegenden Erfindung gehdrt auch die bioanalytische Anwendung der
erf:ndungsgemafien Verbindungen und ihrer Salze zur Bestimmung von Thrombin, sowie die diesem
Zweck dienenden, die erfindungsgemaBen Wirkstoff enthaltenden Préaparate, 2.B. Feststoffgemische und
vor allem Lésungen, insbesondere waBrige Losungen; diese kdnnen neben einer genauen Menge bzw.

. 50 Konzentration der erfindungsgemaBen Wirkstoffe (auch in Form eines Salzes) zweckmaRig noch inerte
Hilfsstoffe enthalten, z2.B. die oben bei Injektionspriaparaten erwdhnten, welche beispieisweise eine
stabilisierende und/oder konservierende Aufgabe haben. Diese Praparate werden bei Bioanalysen in
analoger, bekannter Weise wie die Hirudin-Préparate, beispielsweise zur Bestimmung von Thrombin,
verwendet.

55 ° In der vorliegenden Beschreibung und in den Ansprichen werden die Kurzbezeichnungen fur
Aminosduren und ihre Reste im Einklang mit den aligemein angenommenen nomenklatorischen Regeln
angewendet und beziehen sich auf a- Ammosauren und deren Reste der in der Natur vorkommenden L-
Reihe.

Die nachfolgenden Belsplele dienen zur Erlauterung der Erfindung.

60

. Beispiel 1
Material- Hirodin, Aktivitat 630 IE/mg
Die biologische Aktivitdt wird Gber die Hemmwirkung gegeniber Thrombin bestimmt, dessen
enzymatische Aktivitat seinerseits wiederum gegeniber dem chromogen Substrat nromozym TH (ein
6: Produkt der Fa.Boehringer, Mannheim, BRD, fur Thrombin- bzw. Hirudin-Bestimmung} gemall bekannter.
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approxi mately 0.03 to approxi mately ‘0.3 nolar solution of a salt of an
organi ¢ carboxylic acid with ar?pl 042! lgpr With an organic base, e.g.
wi th_sodi um acetate or, espeC| a &: pyri ne acet ate (of about pH 5.4).
The T at'is demn Testprjiper ht‘ E"@M‘s‘!"ﬂhte hl rud| néhpde pends |n eneral

abgny
on the actAnysyptase (ARS) ays oy ’%EEP%"B\{ L ’c’g
| °’Fs" % %7637
1 seﬁi ns 0 ﬂ's" 5te e%'gg'f’ b'ga"s ”"’%h"#'?%y and

12
to abou
ar

geoug to §e°%ﬁ'i’gn89?5' °e
activi tyesuifstiehdng aryl sul fatases catal yse not only the rermval but al so the
i nt r oduaf Vérvertiichi@ EvmitdunigQiefbtinfdlenMRSHongebtratidhe est abl i shment of an
equi librium between starting materials and final products, it is
advant algbtrigende Vowuatsldsingen werden aibersitetar y experinents, for each enzyne
prep#t ati df) H'M’é," E‘QTYRH '?RﬂFR!'@'ﬂ'L'Q"a% mg/ml. erhalteq durphyLasgn voreHisugingip Lagusg (Gnd t he
tine re UQP\E gm“é‘o'f% 5£ "%9" 143, Mg/mip, Siesy cYermischen, ¥anc g5 Jpilang der

{

conpl et quality of the reaction

pr oduct |sgn éd even on (')nr? er co‘%‘ c'?g'f'up to about 4 hours) with

t he astqbyproegm,yrre (e g: when the reaction mxture is allowed to stand). The
course of Duweh Cernyjsehén Gercforyerden tkofipodentenbgird eink Sefdlvary Plobaraerhbheni edeProbe
sanpl esenthdieisoul sleetiisung Adentsprachenda0pigeHirutinhund 10l dazbdsengl {entsptephend 12,5 ug
dest r oy U'SB atmato#w elwelégwqolue wich@fq h(mﬁuru'awpr Béwm@t ®if deanqtyolﬁ die
[err] w&e AL P Héonje25

P i Dl |
l’ I r
b AT A e ,an%f&.&iafﬁm AT S
t he am MetrdGb successi ve ng o

respective amde bons As arule t he degradatlon of the peptlde chaln S
so*tar mvwamdveafveﬂahmbout 15 m nutes that the sulfated and/or free am no

aci d ?¢n poroan yesmisgls 1§<¥p'r Teile dert6supg Al ‘éqbrfelte eirfef vmntee L@SqusB-rmwe jeweilige
avai | ab?@‘"ﬁ 'E]%Q' ? °“zﬁ"‘§’2‘% gﬂ?\ﬁ é’éf"“;ﬂgge‘:ﬁ"’
desul fa S}ﬁlt f g n eg jf:dgg'ﬂ S i za ﬁ%&bﬂ %QFI 1 kihlt,
hl rudo n.mmm.ﬁeaarow Gﬂe@i&ub tompletatu?, aﬁpen hla n%aﬁh c? ngen

exanpl e Sefihax@i™® pWobdtitVeP, I—Whﬁ‘erﬂdwmcatoagr apay. a &ndmmuaieatea hKﬂlﬂdtﬂ’tuﬁﬁusﬁ:ﬁ‘ﬂ
f or mul a getrennt sNach cBeslartewird di Tmhurmr wisderholt; shig: Desulfetobissiin ﬁmwiacmﬂcﬁmm

the for ?ﬂ w 'temgo wtf LTE onﬁugg\d{oﬁqrglq w%p@mﬂ%ﬁ:g'g?( Iuate) erl!nJ teerrt.n
the f35 e e\'.l\ ?&E 32%1 néa m} gqs b W IL%?\% er Proteolyse frei von Tyrosin-O-sulfat .

sein und im Hemmaktivitits-Test gegenGber Thrombin (2.B. mmels Chromozvm TH--siehe oben) die volie
Aktivitat des Hirudins aufweisen.

Analytlsche Kontrolle der Dersulifatisierung

40 erfolgt dadurch, da® am Hirudin {als Ausgangsstoff). Proben aus dem Desulfatierungsverfahren sowie
Desulfatohirudin der Formel | {als Endstoff) vom Carboxylende her mit Carboxypeptidase Y stufenweise
proteolytisch abbaut und die abgespaltenen Aminosaure-Reste mit Hilfe eines konventionellen
Aminosiure-Analysators quantitativ bestimmt.

45 (a) Folgende Vorratsidsungen werden zubereitet:
{Aa) Hirudin-L&sung der Konzentration 0,806 mg/mi wird durch Losen von 0,250 Gew. Teilen Hirudin in
310 Vol-Teilen Pufferidsung Ca {siehe unten) erhaiten.
{Ba) CPY-Ldsung der Konzentration 2 mg/m) wird durch Lbsen von 2 Gew. Teilen Carboxypeptidase Y
. {CPY) in 1000 Vol-Teilen Pufferidsung Ca erhalten.
50 (Ca) Pufferiésung: 0,1 M waBnge Pyndmacetat-l.ospng. pH 5.4.

{b) Prozedur:

275 ul' Lbsung As, entsprechend 222 ug leudm versetzt man mit 8 u! Lésung Ba, entsprechend 16 ug
CPY, d.h. in einem Verhiltnis zu Hirudin von 1:4 (Gew./Gew.) bzw. 1:125 (Mol/Mol}, und inkubiert 30 min
55 bei 25°C. Dem Gemisch wird eine Probe von 30 pl entnommen, mit 5 p! Trifluoressigsdure verset2t und
zentrifugiert, um den CPY-Niederschlag zu entfernen; die iberstehende Losung wird eingetrocknet und die
im Rickstand verbleibenden Aminosduren werden in eine fir die Aminosdure-Analyse bestimmte
Pufferlésung aufgenommen und mit Hilfe eines konventionellen Aminosidure-Analysators quantitativ
bestimmt. Im gleicher Weise wird auch Desulfatohirudin der Formel | analysiert. (Das Resultat kann auch
" 62 als Mol-Verhiltnis der Aminosiuren, insbesondere des Tyrosin-O-sultats bzw. freien Tyrosins, zu Hirudin
ausgedrtickt werden) (Fiir die Kontrollproben werden sowohl Hirudin als auch CPY jeweils allein derselben

Prozedur unterzogen.)
Aui gieiche Weise werden Proben von je 25 i aus dem Desulfatierungs-Vorversuch nach Zerstérung
der ARS-Aktivitit durch kurziristiges Erhitzen jeweils mit 2 ug CPY (in Form der Losung Ba) versetzt und 30
65 min bei 25°C inkubiert. Nach Zugabe von 5 pi Trifluoressigséaure, Zentrifugation und Lyophilisation des

!;1:, & i




they contain free ‘am no groups and &ni diino groups in several amno acid
resi dues, the.conpeunds of the invention can be in the formof acid
addi-tion salts. Suitable aci ERdI1#2860aBt are in particul ar physio-
logigally toler abI e salts with conventional thera- peuti cal I y accept abl e

-hyd?%sﬂm TAR Ao LWL FoY- 0 A, O M £ 57, B e PR

phosphori c acid. Representative organic aci ds are in part i cul ar

agenesul fonic acids (such as benzegggpibifzoni c or p-tol uenesul fonic acid, or
| owemamtistanesul foni ¢ acids such as nethanesul fonic acid), as well as

car boxyHirudire di5chg $iirodin drachgredinigt mittels HPLEICt i ¢ acid, palnitic acid and
steayi cAmlew&tamms@emwmhﬁmewowraa Baehringpi: 5 mgdmis %ﬂmgepterﬂrﬂmdme 7

howe "”’t’ﬁ LA dyje gy %’ROF' @ aI
atfi n i W{. salgg gﬁ@&ﬁn%ﬂaﬁg 1°°€P ormo z;%gﬁlg'ﬁggr“g@'@ o ef’he

entire p sodi um

pot amethéde cal ci um or rmagnesi um -9- salts, or also as anmonium salts
der i veoHitudiwiR@ B2 pg/ulCPutfer {0y M NH,A¢ ipeid.5) yeraal U 20gHiakigAi 10 pl) werden 100 ul
n!ﬁtrdgeﬂm&mbag im Ruffebgegeben-iowever, as they contain at the same time free

car boxy$ hiétn@ Vpﬂlg%tvmm& %&%ﬂl‘a&fﬂﬂeﬂ'ﬂﬁ{ %’r?ﬁu lec&ﬁéeal so bgﬂlan
‘65\915'6 s of
e F‘pﬁﬁr T 3 M SR S I %g“'é% Gt
!
in ass.E;ﬂnor sd?ﬂd’anﬁﬁn dsQiEr (lsifel éﬁdn@rﬂCﬁﬁHaﬁbgrdpﬁletmhreh

péuli esdeny acceptable acid addition sal ts can be obtained fromt he free
con}mfu nas sinchernische Glistakterigierdng der. Endpraiiukte erfaigsanindér @ansyihigridiMethodenipl-
abov? mmuap) durch Mbbaymit Carherpeptidase) ¥ ‘¢'§R5‘ﬁﬁ‘i°1°| Besimoynglng durthe?s-
sHt z‘ﬁaﬁ‘\?@*&bt‘ﬂ\'??éﬁ“%?"%f&?’ustl ng the pHto a suitable neutral point. The

| 1VC BidaRfAndleifhe'tEH dlb ISrraasAbnBE BHIDETH G ATRES /@S whi ch contain at

| east one e conpounds of the 1 nvention or pharmaceutically acceptable
sal t s t heDesoifatotiuidinedat Fosmeaget her wi th a pharmaceutical carrier and/ or
edeci pi ents. These conpositions can be used in particular for the above

i ndi cations by e.g. parenteral (such as intra- venous, intracutaneous,

i ntramuscul ar or subcut aneous) or oral administration or by topical
application. The .

25
_ 10
H-Val-Val-Tyt-Thr-Asp-Cys-Thr-Glu-Ser-Gly-
40 ' . ' 20
. -Gln-Asn-Leu-Cys-Leu-Cys-Glu-Gly-Ser-Asn-
% : T S 30
45 -Val-Cys-Gly-Gln-Gly-Asn-Lys-Cys-Ile-Leu~ (1)
' 40
-Gly-Ser-Asp-GlnyIu-Lys-Asn-Gln-Cys-Val-
, 50
—Thr-Gly-Glu-Gly-Thr-Pto-Lys-Prb-Gln-Ser-
: 60
-His-Asn-Asp-Gly-Asp-Phe-Glu-Glu-Ile-Pro-
-Glu-Glu-Tyr-Leu-Gln-OH
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dosage “depends prtdarily on thefspecffié formof adm nis- tration and on
t he object of t-he therapy or E@ﬁﬁﬂ‘laXIS The anount of the individual
dosgs;as well as the node of 10142860 0B1i s best” deternined by

| ndi Vieglialsh e R.rrrnt,ta%run% T Banf AL RPSlEn
det er w.ru.nh. ﬁ«igﬁfh&g’ éP’?‘r(:ﬁRA Rpuor Genfiglt R%) réain Mp‘ ﬁ@“
i n eC RQI? er apeut | Ca. feCt |ve arTDunt Of e COITpOUﬂ

|nvent|on mnll nornally be in the dosage range frontabout . 005 to about
-1¢ 0.1 ng/ kg of body weight, wi thBeisglel2ange from about 0 01 to about 0.05
ng/ kg Mpteriabdy wei ght bei ng pref erred Adm nistration is made by

i nt ravenUM‘" |‘ri§ amye'ur(mchm@ i nj ect | on Accor :

"g f’*‘%&%ﬁf&t % o

Si qgrg;ﬁ gﬂ QQ%L n F'bﬂn 0 4
39f10 *ﬁ ddv rSHEeJP ”

actrve |ngre |ent ese har maceut. cal conposrtrons mAII usually contarn a

buf f eiMetitodg. a phosphate buffer which is intended to keep the pHin the
range fr Hirudibedird 2@ 2 igiubPutter mnﬁMalmAc.sﬂéﬂrgelmllmﬂDda Hirodin (¢ 1041l) werdso 100 plo|
f or'® adiPUARS-h Ut\héﬂ?téf&tmebm The co osrtrons can be |n the form of

tsyge
| yophi | i par n |w &8 tzung mmels
ant i baﬁ’l -An '}ﬁ% Ii:| sn}: HV
4- hydr oxgpg Qu lfﬂtg dr(?anﬂél‘ﬂ) SRufafitienistt ed
as 26n WHQ@H%& rfaiumma.ﬁt:bmnﬁér m éfmsc’hﬂn@ ma ORikidinQder Pérmeli@PeIgkIPa, Of
as a fe5t45) Digses GéEmigch Kane uiittdls de? MBeispiel 1 amgmemmbmawwaWMrmrgetmnmhe
m, overden. aqueous solution is obtained, for exanp y dissolving the

act v htt %rawe-munmﬂer Epdpraduknarie mﬂr ‘F)BP? 'a't!e Mabpée N t

e
ther rfﬂ% -5%9 Bpu @y Cagorpepsidapa ¥ I-tegmigels Bestiimuyng) ipdsdyren;24-
[ ﬁg’ f“t“?@ P98 ‘é'ggﬂ Vi ent, e.qg. a?tm;nt I -inflammatory agent, and/or

a pO' ¥itdntdnspio amaraiew.n.a&k&wnnikeurnwnlamﬁuﬁﬂdé@r a preservative. The
concentration of active ingredient Is fromabout 0.08 to about 1.5 nyg,

pr ef er abllyDésutfsrokirudinetder Borthenly, i n about 10 ml of a solution or 10 g of a
jePty. An oily fornulation for topical application is obtained, for
exanpl e, by suspending the active ingredients of the invention, or a
therapeutically acceptable salt thereof, in an oil, -optionally with the
addition of swelling agents, such as alum nium stearate, and/or surfactants
35 : . '
. : : 10
H-Val-Va;-Tyr-Thr-Asp-Cys-Thr-Glu-Ser-Gly-
40 : 20 .
| . =Gln-Asn-Leu-Cys-Leu-Cys-Glu-Gly-Ser-Asn-
W, - . 30
45 - -Val-Cys-Gly-Gln-Gly-Asn-Lys-Cys-Ile-Leu~ (1)
' 40
-Gly-Ser-Asp-Gly-Glu-Lys-Asn-Gln-Cys-Val-

_ _ 50
~Thr-Gly-Glu-Gly-Thr-Pro-Lys-Pro-Gln-Ser-
| | _ | . 60
-His-Asn-Asp-Gly-Asp-Phe-Glu-Glu-Ile-Pro-

-Glu=-Glu-Tyr-Leu-Gln-OH
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havi ng ‘an HLB val ue (hydrophilic-1ipophi’lic bal ance) bel ow 10, .for exanple
a fatty acid nonoest'er of a pol VEPdQi 142860 '@ c.9. gl ycerol nonostearate,
sorhi tan nonol aurate, sorbitan ronostearate or sorbitan nono- ol eate. ‘A
fatty ointnent is obtained, for exanple, by suspending the Xtive

i ngredients of the hepeof e |'e fatty base,
optionally with the agﬂ?t l"@ﬁ'ﬂr s@tﬁ‘f%\%? ﬁ?’ﬁg% éﬂé‘n% %ue bel gw 10.
An emy sified ointment is obtained by tritura- ting an aquems sol ution of
the active ingredientg,of the_inv 0, oL salts thereof, in a soft,
spreadabl e fatty basea PrAshd cﬁ] oﬂé%?égs's'&hf’é' rﬁs%\h%"an HLB val ue
bel ow 10. Al these fornulations for topical application cagp al so contain
preseryatives. The concen- tration of active ingredient is about 08 to '
about '1.5 ng, preferabpd-6yssGly-CIntelyrisanbys-Cysrideten- Ihliddl tion
to the above descri bed conpositions and to anal ogous phar mggguti cal
conpositions which are_intended for direct medicinal use in or on the human
or mammal body, the pFa¥eHeT-ASPMGI¥rGluolysrasssGla-Qyahalceuti cal
conpodPtions and preparations for nedicinal use outside theggiving body of
humans or mammal s. Such conpositions and preparations are used in

particul ar as anti coadbFafd yaddiu-Glyp-Thr -Broch yairPso-Glrefigect ed to
extracorporeal circulation or treatnment (e.g. renal dialysigg, preservation
or nogpfication (e.g. haenb- separation). Such preparations, for exanple
stock sol utions or araesmmmm?mmageecdm;mma-ﬁmm are
simlar in conpositi Qp rqutlQ’e \éfﬂ descri bed injection preparations.
However, the anount or concen- lon of active ingredient is conveniently
bas\e’d an t he vol urre of the bl ood to be treated or, nore precisely, on the

th t 2l

ot ain ﬁ G Bttt gl e it e ey e Erackat bl
deacti vat e 2] m;f htmmuﬁmrmmamnw&w efmbitich wf@# wuronhmh@ﬁ@suua.emng
physi ol ogercRindin.nar m ess even in |arger amounts; and (c) are elinmnated

from t¥e ci3.erfabriengubHersullungr der Desulfatohirudine und deren Salzen nach Anspruch 1, dadurch
gekennzeichnet, daR man im Hirudin die Sulfatmonoestergruppe vom phenolischen Hydroxyl des Tyrosin-
R::tes in Stellung 63 hydroiytisch abspaltet und gegebenenfalis den c-termmalen Dipeptidylirest Leu-Glin
abspaitet.

4. Verfahren gemaB Anspruch, dadurch gekennzeichnet, daB man die hydrolytische Abspaltung mit

35 einer Aryisulfatase durchfihrt.

5. Verfahren gemaB Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, da man die hydrolytische Abspaltung
unter saurer Katalyse durchfthnt.

6. Pharmazeutische Mittel, enthaltend wenigstens eines der Desulfatohirudine - oder deren
pharmakologisch vertrigliche Salze gema Anspruch 1, gegebenenfalls zusammen mit mmdastens einem

40 pharmazeutischen Tréger oder Hilfsmaterial.

7. Verwendung der Desulfatohirudine nach Anspruch 1 oder der pharmakologlsch vertraglichen Salze
davon zur Herstellung eines pharmazeutlschen Mmels zur Hemmung der Gerinnung des Blutes von
Menschen und Sédugstieren.

W, 8. Verwendung der Desulfatohtmdme nach Anspruch 1 oder deren Salze als Reagens zur analvtlschen
45 Bestimmung von Thrombin.

55
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rapidly even in |arge concentrations’so that there is no danger of
overdosage, even e.g. in transf gsg .1ggggn 419 on the specific purpose,

t he . sui tabl e dose is from about ?8?140 a ouP‘I. 0 ng of the active

i ngr edi @mentanspriiche fir doh Visktexpiistastt ATiough t he upper linmt nmay be considerably
exceeded w t hout danger. The present invention also relates to the

bi oanal yt i berfahren gir Heratellynarden Prsulfatehinutlioe denformeldn and salts thereof for .
thronpin determ nation and to the preparations for this purpose which
contain the active ingredients. of the invention, for exanple m xtures of
solids and especially solutions, in particular aqueous sol ut@ons. In
addition to an exact anmount or concentration of active in réfients-of t he

i nvention (also in HaVﬂtha§1T1¢m§kFpﬂ§BaF¥§ﬁaﬂ¥7§%P?$ﬁﬁé ¥htly also
contdPn inert excipients, e.g. those mentioned above in conpggction with

I njection preparations, which act, for exanple, as stabilisers and/or
preservatives. These=-glepdsri+keis-Cys-lLevdCys~QlwmkyySeE-2%0a known
manner anal ogous to the hirudin preparations, for exanple fg§ thronbin

det ermi nati on. Throughout this description and in the clains, the
abbr evi ati ons enpl oy edfaflo«CysHGhy €GlnsGaye Asmeily 53y shikleakeunsed Idn
conformty with the generally accepted rules of nomenclaturggand relate to
a-anm no acids and their residues of the naturally occurring L-series. The

i nvengion is illustraqd4gettrspetl pwcly-EyarAsrs-Gln-Cys-Vakxanpl e 1
Matertal : Hrudin, activity 630 | Ung The biol ogi cal activi I s determ ned
fromthe inhibitory action with respect to thronbin, whose enzymatic
actiyity is in turn defrfogpdGlio-Gly-ThreProvIeswProubin+See~-Chr onozym TH
(a product of Boehringer, Mannhei m %ést Ger many, for thron@&r and hirudin
det er?&i nation) in accordance with known directions supplied With the test
preparation. Arylsul {4 psep $hRbsptGe-Aep-PhextluaGla-pledhro-of
Boehringer, Mannheim West Cermany),. 5 .., The enzymatic activity is
determined by the knctlyreheaT¥r~LeYTCIM-H8  Biochem J. 75, 612-617,

usi ngot he chronogeni ¢ substrate p-nitrophenol sulfate (1.8 mMIlitre in the
bat ch) . Mr?@“eﬁ’ﬁ (1) Prelimnary experinent (for determ ning the optinum

- 10
35 H-Val-val-Tyr-Thr-Asp-Cys-Thr-Glu-Ser-Gly-
20
o -Gln-Asn-Leu-Cys-Leb-Cys-Glu-Gly-Ser-Asn-
30
~Val-Cys-Gly-Gln-Gly-Asn-Lys~Cys-Ile~-Leu~ (II)
\/45 ' g 40
-Gly-Ser-Asp-Gly-Glu-Lys-Asn-Gln-Cys-Val-
- o 50
50 ~Thr-Gly-Glu-Gly-Thr-Pro-Lys-Pro-Gln-Ser-
. 60
| -HiS-Asn-Asp-GlY—Asp-Phe-G1u—clu-I1efPro-
55 . =Glu-Glu~-Tyr-OH

worin die Reste -Cys- paarweise in gleicher Anordnung wie im Hirudin durch Disulfid-Bracken verknupft
sind, und der Salze davon, dadurch gekennzeichnet, da8 man im Hirudin die Sulfatmonoestergruppe vom
60 phenolischen Hydroxyl des Tyrosin-Restes in Stellung 63 hydrolytisch abspaitet und gegebenenfalls den C-
terminalen Dipeptidyirest Leu-Gin abspaltet.
2. Verfahren gemaB Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dalB man die hydrolytische Abspaitung mit
einer Aryisuifatase durchfiihrt.
3. Verfahren gemall Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, da man die hydrolytische Abspaltung

65 unter saurer Katalyse durchfihn. .
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ARS concentration) (a) the follomnng ‘stock solutions are prepared: (A)

Hi rudi n sol ution having a concBP 0442860 B10/ N, obtained by dissolving
hlrudyn |n solutlon C. (B) Arylsulfatase solution'with a concentration of
1.25 hmnxaun emﬂ o FE‘%P"Q’H@I‘%‘M@F Mitsgls, \dadureh nalm'ez'@n % man
with 1 d"“’( °’E§ﬁ'? ?’“?B‘P'ﬁﬂ' 9"09%%?3% B8 on
of pyr ﬁ%‘wmm 4 v Ui Sl HEX oroR .
by mxihog %ﬂ éach «’i@ gf%gtm rihcih Salze
sol ut i Qﬁv L.s}qwaa .eéns ol bng dé mﬁf& Wph ON
B ( cor rmenachedivhg Shey 3:35. err] of arylsulfatase or of -14- solution

i n which SmmmwMMtobﬁudrdwaemamchs odlerj desinSalzé ais ﬂé&bgns]zbd;nalw&qhed/ 16
and é,/ @zswnmunmvmrmmm concentration by diluting solution B wth the

buf f C. Each sa e 25 [err mnutes at [err],

t hen h&ayendicptigns go Fﬂj%&? Mhhgghg’&mﬁﬁ't‘ﬁ%“@gﬁ atase, rapidly
cooled, a Gﬁﬁw nt of free and sulfated tyrosine (in
accordancgq%??ﬁh*ﬁsﬂﬂéﬁﬁo é@crlbed below). (2) Preparatory process 15
part® by volume of solution A are mxed with 10 parts by volunme of a dilute
solution B, the optinum | owest possible concentration of Wi ch solutions
was determi-ned in the Erelininar- experi nent” and agbugted B& di luting stock
solution B with t hB=batr¥alsBygciThy -ASPreYsTIRRrGivsSeRsGidTed at [err]
for ghbout 30-60 m nutes, heated briefly (e.g. under condiRigons of flash
sterilisation) to [err] and imediately cooled in gorder tqo denature the
desul fating enzyne. -Ghp-AsaclieyrCyischau-G¥ssChurad¥aSeR-d8Mr a col um of
[exr] GBO or Gr5, [err] [err] .CP, [err] | RC or another 3gqui val ent cation
exchanger, if desired after concentrating the reaction m xture in vacuo at
or b# ow r oom t enper¥adrEystGlys@iin=Gly tAsn-begacysrdd e-deumeky unti|
desul fato- hirudin of the desired purity (determned e.g. ggy the inhibitory
test with thronmbin and/or am no acid analysis, g.v. below) is obtained. The
product in solid forﬁiwsscbb@aﬂaﬁlnr¢$nmkW$rbBﬂgGﬂWGCG@rWE@ﬁbnding

sol utd ons (eluates). According to the am no acid anal ysisgdgy C term naI

proteolysis), the pure product should be free
-Thr-Gly-Glu-Gly-Thr—Pro-Lys-Pro-Gln-Ser-

: 60
~His~Asn-Asp-Gly-Asp-Phe-Glu-Glu~Ile-Pro-
~Glu~Glu~Tyr-Leu-Gln-OH

35

<0
et de formuie Il

" o 10
4 H~Val-val-Tyr-Thr-Asp-Cys-Thr-Glu~Ser-Gly-
'. ' 20
JGln-Asn-Leu-Cys-LeueCys-GlﬁQGly-Ser—Asn- '
: 30
-Val-Cys-Gly-Gln-Gly-Asn-Lys-Cys~Ile~Leu~ (II)
| 40
-Gly-Ser-Asp-Gly-Glu-Lys-Asn-Gln-Cys~Val~
- 50
-Thr-Gly-Glu-Gly-Thr-Pro-Lys-Pro-Gln-Ser-
60.
-His-Asd-Asp-Gly-Asp—Phe-Glu-Glu-Ile-Pro-
. =Glu-Glu-Tyr-~OH

50

55

60

12
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fromtyrosine O-sulfate and exhibit the'full activity of hirudin in the

i nhi bitory activity ‘test on ey X with Chromozym TH, q.v. above).
Analytical nonitoring of theéGe@nﬂgpﬁn%'% made by’ successive proteol ytic
degrdadslesdqiidiiddiesthatislcys- sont relids par paires parides Pohtd Biéultisieddans 1a A6 Bispokilionyde e
desdahaihifiing) Atarssetdld desul fatohirudin of the formula | (as final

pr oduc 2)Désiitarshitutiinesatidnessgis sélon lairevahdicatio 1) obmnie)pyr désdifstatida del’hituding garby
quartiydtolyseve det er.m nation of the |iberated am no acid residues by neans of

asconv 5221"‘9@#& de préparetien-des dé#ﬂifP Q'ér"’"‘ d‘ﬂ'ﬂ!!s ?Q!# ﬁ'ﬁm "Pn s hicamecténas ar e
BT PR P '!rga"bar P%"‘B’\? Ktocsporn %nﬁ"ﬂ"ﬁ 1*&'%%7@%

I
e ot e i

car box; Pfﬁaﬂﬁlsﬁaﬁﬁ NévdridiMiion 3) cakBAlisH 34 6 qutyla weiksitiEpaed hydioldecust Fealkissb bvse Ca.
( Ca)catalysé a¢ide;ol uti on: 0. 1M aqueous sol ution of pyr| d| ne acetate, pH 5.4.

(b) Pr @c@mnue mﬂnfoswqueotronwam 3w moins, unso dese Jéawif dings g0 d¢ é¢ sefs .
kwsrmwrﬂec seéﬁ" 'gcswr"eﬂ"’ed étemlre nent Gy, ngmsra [err]

'f5 cul o T |t i
(o s :.’E'.‘:’m m‘ "' 'Q' "iqras ?&* J'%'%Mﬁ%‘i% hisesges

err ,,§a Uindirss dt a e mx ure [err | uoroacetic acid are
added andhtilisBeonaet abrsulfaommmrres sdigrasl rdvamdiatmv'eoa ehﬂerﬁ?%lﬂrﬁﬁmmué pdacrifs po\e

Sap da déteemihation| ansliytiqueide lethegmabit ed t 0 dryness and the am no aci ds present
in the residue are taken up in a buffer solution intended for the amino
acid, anal ysis and determ ned quantitatively with the aid of a conventi onal
anmrno acid anal yser. Desulfatohirudin of the fornula | is also analysed in
tfae sane manner. (The result can al so be expressed as nolar ratio of the
am no acids, in particular of the tyrosine Osulfate or free tyrosine, to
hirudin). (For control sanples, hirudin and -16-
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H

CPY are each subjected alone to the same procedure.) In the same manner, 25
[err] sanples taken’'fromthe dggul fation experinent, after
destyoyi ng ARS activity by brﬁ%? ﬂeggﬁﬁﬁo gﬁe each mxed with 2 [err] of
CPY ( Revendications pour{l'Eeat lcositrastanBAT and i ncubated f.or 30 mnutes at [err].
After addition of 5 [err] of trifluoro- acetic acid, centrifugation and

| yophi | i b&rqcéeé de préparatiansies désullprohirydings deyfasmulahi no aci ds are deternmined
quapititatively in an analyser. (Control runs are individually carried out
with: (1) hirudin, (2) CPY, (3) ARS, (4) hirudin + CPY, & ) hirudin + ARS,
(6) CPY + ARS). Exanple 2: Material Hirudin: 1.5 ng of h#Fudin (purified
with HPLC) Aryls fatl uﬁ%?ﬁﬁvéi&h ﬂGiHS epsge9-(a product

obt ai ned fromBoeiLr“ﬁanggr?ﬁ E??Lyﬁk e aryls UF? ?ase (ARS) is
ded@l ted through a PD 10 colunn bef ore the experiment. 180 [err]
suspensi ons are nm I N =To IM e BH.>-5). added to
the PD 10 col umm aﬁf ﬁ%gd%ﬁﬁtﬁ&é %#q;éi§ﬁ4£§.&q%egéktlnEtlon of the
eluted solution is E280 = 0. 139 100 AI of the solution BOrrespond to 16

) of 78S, Mot o ey cinsafly o B e LEgpLoghaBulier G L ewnc

ARS solution in buffer. VE|ght ratlo of enzyne (ARS) : subgOrate (hirudin) =
1 1.25. A batch on t|v ru 22 hou at [err]. The -
eggtion is follo glgygg SRR #y;a; é% %ePFFYBF RAfRi bitor for each

deterntnation -17 - After 6 hours, the hirudin is 908@desul fated to the
“desul f at ohi rudi n of the After 22 hours m xture of the
desul f at ohi rudi n dTT?ﬁe Géﬁ}@ﬂﬁf%?ﬁ?%%%u?FSTSiPFﬁﬁFﬁ of the fornul a
(I'T)y is obtained (I: 55 45) This m xture can be sepgpated by the

-chrémat ogr aphi c nethgds descrlbe I n Ex%gp The irotein-chenical
characterisation oTH}AsASPTASPTCIYTASPT %ﬁﬁ%“b? ¥n&183REOr chi ori de

met hod (N terntnaLGﬂeLguﬁLQ@&LQ@b.dmhxbxnadat|on wi t h carboxy- peptidase
Y (Ctermnal determ nation) and by am no acid anal ysis over 24 and. 48

houss.

et de formule |l

10
H-Val-Val-Tyr-Thr-Asp-Cys-Thr-Glu-Ser-Gly-
' - 20
=Gln-Asn-Leu-Cys-Leu-Cys-Glu-Gly-Ser-Asn-~
30
-Val-Cys-Gly-Gln-Gly~Asn-Lys-Cys-Ile-Leu- (II)
' ' - 40
-Gly-Ser-Asp-Gly-Glu-Lys-Asn-Gln-Cys-val-
_ ' - 50
50 : '-Tht-Gly-Glu-Gly—Thr-Prg-Lys-Pro-Gln-Ser-
| | o 60
‘-His-Asn-Asp-GlygAsp-Phe-Glu-Glu-Ile;Pro-
55 -Glu-Glu-Tyr-OH '

35

40

s

. danslesquelles les motifs -Cys- sont reliés par paires par des ponts disulfure, dans la méme disposition que
dans I'hirudine, et de leurs sels caractérisé en ce que, partant de I'hirudine, on scinde par hydrolyse le
60 groupe monoester sulfurique du groupe hydroxy phénolique du motif de tyrosine en position 63 et
éventuellement on scinde Leu-Gin sur le C-terminale.
2. Procédé selon la revendication 1, caractérisé en ce que I3 scission par hydrolyse et réalisée 3 I'aide
d’une aryisulfatase.
3. Procédé selon la revendication 1, caractérisé en ce que la scission par hydrolyse est réalisée avec
65 catalyse acide. = :
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-18- Patent clains 1. Desulfatoh]rudins of the fornul a 1 10

H Val - Val - Tyr- Thr - As Th -
-d z&/Asz; LeﬁrO/srLeupQ/qslsG urcgfiimﬁg

- Val™= Cy's- Gy g’lﬂmﬁﬁﬂn% provduit! 'th“ kardilérisé en ce que 'on met au moins une
-Ady- Sﬂiﬂﬁiﬁl ur Faéd ge pharmaceutique, selon la revendication 1,

- Thr - GedusGneg iBbfcpﬂwi 'ydminiztat .Sebas &ehéant, on incorpore au moins un véhicule ou -
-Hi s- Aamdﬂnpuﬂ wmdbeutiGlia) - Gulle Pro- -Au-3 u-Tyr-Leu-d n-OH and of -
the & or . mnmm-mdmwlmrm dipasionti oudp leusssels @kcpptablgs pour F'usage
-dn- rmggpu pas e @répacatigo guy_pgguit prmageptique pour Vinhibition de la coagulation du

) \éaly ? n %ﬂé&éﬁ Iiarﬂ r@teﬁllj\dlc%t& )ou @ leurs sels en tant que réactifs pour
-Thne G y- -Lys- n Ser -

-Hi s- Ammmﬂwmamwwum&wummﬁ u- Tyr- OH wherein the -Cys-
residues are linked in pairs by disulfide bridges in the sanme nmanner. as in
hi rudi n, hrfydesulatehirudinratgve formuladesul f at ohi rudi ns and sal ts t hereof
accordlng to claim1, obtainable by hydrolyti.c desul fation of hirudin.
-19'%3. A process for the preparation of the desulfatohlrlﬂh ns and salts

t hereof according t A - rol ysis, i.n
hi rudi n, the sul f&'&%’ﬁ}&?&%& Wg#'b{]pﬁ$$§§1y?hghrprﬁen\q %xyl group of
the tyrosine residue in position 63.

2 -Gln-Asn-Leu-Cys-Leu-Cys-Glu-Gly-Ser-Asn-

-/ - 30
- -Val-Cys-Gly-Gln-Gly-Asn-Lys-Cys-Ile-Leu~ (1)

- 40
-Gly-Ser-Asp-Gly-Glu-Lys-Asn-Gln-Cys-Val-

50
-Thr=-Gly-Glu-Gly-Thr-Pro-Lys-Pro~Gln-Ser-

. ' : _ 60
28 _ -His-Asn-Asp-Gly-A;p-Phe-Glu-Glu-Ile-Pto-

-Glu~-Glu=-Tyr-Leu-Gln-OH '

or of the formula !I

25

30

: 10
a-val-Val-Tyt-Thr-A;p-Cys—Thr-Glu-SereGIy-
20
=Gln-Asn-Leu-Cys-Leu-Cys-Glu-Gly-Ser-Asn-
| 30
-V¥al-Cys-Gly-Gln-Gly-Asn-Lys-Cys-Ile-Leu- (II)
5. ' , 40
-Gly-Ser=-Asp-Gly-Glu-Lys-Asn-Gln-Cys-Val-
' 50
8 -Thr-Gly-Glu-Gly-Thr-Pro-Lys-Pro-Gln-Ser-
: 60
-His-Asn-Asp-Gly-Asp-Phe-Glu-Glu-Ile-Pro-
60 -Glu-Glu-Tyr-OH

wherein the -Cys- residues are linked in pairs by disulfide bridges in the same manner as in hirudin, or a salt
thereof. .
2. A desuifatohirudin or a salt thereof according to claim 1, obtainable by hydrolytic desulfation of
&s hirudin.
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4. A process accordlng to claim3, wherein the hydrolytic renoval is
carried out with an’ arylsul f atgpeg ﬁz‘eg' @gEss according to claim 3,
whetein the hydrolytic renpoval is carried out under the-conditions of acid
cat al ysi 8. A @rociisfonthe peaperation o wmtpmn@mm saittherepf according to cdim owhiche
desul fmﬂmmmnmbv Drdselysis, in bg;a;; ujfate piter goup; feom they phepolis hydsonying
to cl 'PH°1° ‘M’PHH%T‘F‘?“E ipposition "‘l"é'a igg the C-tarming! dipeptidy| radical Leys, ~ o

excigpi Sooditing1b ¢ %ﬁg:% rEM d%,s | Bfod Qb Gt WitnGh 3hyButarsle. L NE
phar WacolsogE aﬁﬁéﬁf :? ic ovfﬁ?seca 'ﬁ\h ME\‘ itions of

phar medeRtdat onp05|t|on for inhibiting the cl ottlng of bl ood I N humans
and nmanms! A. ph&malihmcus&nmf:snﬁdnemmhj at labistrondidesulfabiaudii 60 a iphareaddlogidalipr
sal t s #ckaptablelsalstheesof acacrding td daimt Theptinnallytedetiver witleatdeast onie pharmareutiéal tdrrieropi n.
d a!"rrs“f"gk{p?ont&actl n St ate A;FP%t e‘gtI clains 1. c,?\o rﬁvcaegésm;‘b(l)er“}t?hereoﬂm

FI—)lf \e/g?r remgrl;rh;ﬁ Wﬁtﬁ?i ! t@ngl)o%%?z géynm;g‘yg e c!oq?ng of blood in human and

-d n- ASngs
Vaje ’8 r¥t‘ mg&uﬁﬁ ﬁlg)(/lh'l %&fﬂﬁﬁgo {fa;iﬁlj &% saIAtf 6hereof as a reagent for the anaiytical
-dy-Ser-Asp-dy-du-Lys-Asn-G3 n-Cys -Val - 50 -Thr-@y-G u-dy-Thr-Pro-Lys
- Pro -Gihims SwrContigctingiState: A¥n- Asp- G y- Asp- Phe Glu AQu-lle -Pro-
-Qu-@u-Tyr-Leu-A n-OH or of the fornula I

H-Vg| - Val': frprocqssforAlgereparatiqn,of gydgsutfatohisydin °féb° formua

-dh- Asn- Leu- Cys- Leu- Q/s ‘A u-dy- Ser-Asn- . - 10

-Val - Qys-d y-d n- GI ag‘}@/s'l‘l | eAkslqung}\réLQuu-sar-Gly-

- @ y- Ser- Asp-d y- @I

-Thr-dy-du-dy- Thr-Pro Lys- Pro- Glr -Ser- 60 20
25
' -Gln-Asn-Leu-Cys-Leu-Cys-Glu-Gly-Ser-Asn-
. : . 30
30 -Val-Cysécly—cln-Gly—Asn-Lys-Cys-Ile-Leu- (1)
' 40
-Gly-Ser-Asp-Gly-Glu-LysrAsn-Gln-Cys-Val-
35 ' 50
-Thr—Gly-Glu-cly-Thr-Pro-Lys-Pro-G;n—Ser-
o 60
0 -His~-Asn-Asp-Gly-Asp-Phe-Glu-Glu-Ile-Pro-
_ -Glu-Glu-Tyr-Leu-Gln-OH
\ O of the formula n | B 10
* H-Vél-Val-Tyr~Thr-Asp-Cys-Thr-Glu-Serrcly-
o | 20
-Glh-Asn-Leu-Cys-Leﬁ-Cys-élu-Gly-Ser-Asn-
so ' 30 |
- =Val=Cys-Gly-Gln-Gly-Asn-Lys-Cys-Ile-Leu- (11)
) 40
55 )
-Gly-Ser-Asp-Gly~Glu-Lys-Asn-Gln-Cys-Val-
' ‘ _ 50
60 =Thr-Gly-Glu-Gly-Thr-Pro-Lys-Pro-Gln-Ser-
. - 60
-His-Asn-Asp-Gly-Asp-Phe-Glu-Glu-lIle-Pro-
65 -Glu=~Glu-Tyr-OH
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- Hi s- Asn- Asp-d y- Asp- Phe-Q& u.-GI u-1le-Pro- -G u-d u- Tyr-COH wherein the -Cys-
resi dues are |4 nked in pairgab ' ' bridges in the sanme manner as in
hirudin, or a salt thereof ,éﬁhécﬁ%we S conprises renoving by hydrolysis,
| N Wil b -CjsRsiabdslaS IMKSER PAFS LY disuiBe BridgeSiid1ame hRmdrizsinjrddin)or b sgit oup of
t hethdebf) WhidR ploBéss doifiprisés removing iy hydpalysist inditudia, thesulfdte moocestes gmop fronitey t 0
cl apivandlic Wdeoxgl grotighof thy dyradine residuecimcposition 63 ead optivdaliy remaving thenC-terminal -
ar ydipeptidpitradieal L&-GlA. pr ocess according to claim1, wherein the hydrolytic
rienov & Aiptocessractasding terclai de‘?"‘ﬂ'ﬂ%“\?&M&‘P’(\'}'ﬁﬁg'%L. '%ﬁ?md%mgﬁ’ d '.’“ﬁﬁg’p rocess
for tiA PSROFBRg t9elaim fterain e pydolyticSumpaLs faref AR one
dest ARYILUAL YoP UG GnlcalGE TR bl i oRadt 6 O 0
£ 0 gdsBirdtbHhruain oF b GREHSSbldgitafly dcRipibis ait  Ardef Acobrdie 1 dif 1 isiregaReditheRitin ONal | y
- 101C&litable fr 8Emintstratiohiant BtfnalfiktoRjdedtétintoGtidist 6d phamidcewticalearrierariexdigiet. 5.
The U THE use ofl£deshilfzaéhivadin ackiordirayto claith hor & phamhaxologitaliyaccapiablasaittberecidorcal | vy
ac cthet prpazation| df & pisarmedeufical corhposition far inhibiting she sloptingrofchieask inchumanondosi t i on

f ormammals. ting the clotting of blood in human'f‘ aqd manmal S (?' The. use of a
desyl fhiThnpsagliafesyitatahifudip agegrding 4p flaim § or g saltinprept as s rgagentfort Péﬁﬁ\%‘!ﬁ‘ for
t'fe SSATOANOR 2f R ni nat i on of t hr onbi n.
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