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Paterte de Invencion lZl Patente de Modelo de Utilidad

Via Nacionai

Via PCT (Fase Nacional) Capitulo | ¥ Capitulo Il
No. Solicitud Internacional PCT/EP2006/050551

Fecha de Presentacion Internacional 31/Enero/2008

Como resultado del examen de fondo realizado, con fundamento en el Articulo 45 de
la Decisidén 486 de la Comisién de la Comunidad Andina, se comunica:

1. Documentos estudiados

Descripcion: Folios 58 a 139 31/Juliof2007
Reivindicaciones: Folios 140 a 148 31/Julio/2007
Dibujos: Folios 1502 173 31/Julio/2007
Prioridad: NL 05100688.0 01/Febrero/2005

2. Analisis de la prioridad

Se acepta la reivindicacion de prioridad porque esta solicitud fue presentada dentro
del plazo establecido (Art. 9 D 486) y su contenido técnico corresponde con el de la
prioridad reivindicada.

3. Objeto de la invencion

Titulo de la solicitud: "Conjugados de un polipéptido y un oligosacarido”

El problema planteado en esta solicitud consiste en la necesidad de proporcionar
conjugados de proteina que tengan propiedades farmacocinéticas mejoradas.
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Para resolver este problema técnico la solicitud en estudio proporciona conjugados
de proteina con pentasacaridos sulfatados que mejoren las propiedades
farmacocinéticas con respecto al polipéptido sin conjugar.

El objeto de la presente Solicitud se relaciona con la Clasificaciéon Internacional de
Patentes (CIP). AG1K 47/48

4. Reivindicaciones relativas a un uso o a un segundo uso (Art 14 D 486)

El uso de las reivindicaciones 25 y 26 no es patentable, de acuerdo con el Art 14,

5. De la Solicitud de Patente
Reivindicaciones (Art 30 D 486, Art 22 PCT)

Expresiones como: “al menos” (Reivindicaciones 1, 19, 27), y “residuo ligado fiexible
inactivo farmacologicamente esencial” (Reivindicaciones 1, 6, 7, 17, 27, y 30) le
restan claridad y concisidon al capitulo reivindicatorio por cuanto son términos
ambiguos y no permiten definir ia invencién.

La reivindicacion 1 no es clara porque no define con exactitud el péptido, el
espaciador y el oligosacarido que hacen parte del conjugado en mencion. Se solicita
definir dichos componentes especificamente de manera que dicho conjugado se
pueda diferenciar del estado del arte, esto, teniendo en cuenta el soporte presentado
dentro def capituio descriptivo.

En las reivindicaciones 2, 3, 28, 29, 31y 32 es necesario definir a que monosacarido
de 4-6 unidades y a que pentasacarido esta haciendo referencia respectivamente.

En las reivindicaciones 4y 5 se esta definiendo el conjugado mediante el resultado
a alcanzar, se sugiere definirlo mediante sus caracteristicas técnicas.

En las reivindicaciones B6- 8 se define el residuo espaciador-oligosacarido, pero las
definiciones que se dan para R, Ra y Rb no permiten diferenciar la invencion del
estado del arte, ya que para cada uno se presentan definiciones poco especificas
como alcoxi, monosacarido, oligosacarido y otras ambiguas como: “un residuo ligado
flexible inactivo farmacolégicamente esencial”, se solicita definir exactamente y de
manera clara la composicion de dicho residuo espaciador oligosacarido y ademas
definir los contraiones positivos a los que esta haciendo referencia, teniendo en
cuenta las modalidades realizadas en los ejemplos, en donde X= contraién = Na+.
Asi mismo, las reivindicaciones 16-19 muestran que el polipéptido esta
monosustituido por un residuo espaciador-pentasacarido pero no lo definen
claramente, el mismo argumento anterior se aplica también a esta reivindicaciones.

Las reivindicaciones 11-13 definen el polipéptido del conjugado de la reivindicacion 1
mediante un inespecifico rango de peso molecular y por ende cualquier polipéptido
podria cumplir el requisito para estar dentro de esta definicion, por io tanto se
requiere que el polipétido quede claramente definido mediante sus caracteristicas
técnicas, de manera que no haya lugar a confusién.
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La reivindicacion 24 presenta una composicién farmacéutica que comprende el
conjugado de la reivindicacion 1, es necesario que dicha composicion sea
caracterizada a partir de los elementos gue la componen y las proporciones de los
mismos, de acuerdo con la informacion sustentada en fa descripcién.

Es necesario que los procesos de las reivindicaciones 27 y 30 se presenten como
una serie consecutiva de pasos, especificando condiciones de reaccién: solventes,
temperaturas, tiempos de reaccion, asi como los reactivos de partida, cantidades,
etc. aspectos que hacen que el proceso quede definido mediante sus caracteristicas
tecnicas.

6. Unidad de invencion (Art 25 D 486)

Mediante la presente solicitud, se plantea una solucion al problema técnico
planteado y consiste en la conjugacién de un péptido con un oligosacéarido, sin
embargo ya es conocido en el estado de la técnica que la conjugacién de diferentes
moléculas con oligosacaridos sulfatados incrementa su permanencia en el
organismo debido a la afinidad de estos Ultimos con AT-1ll, (documentos D1,y D2}y
que la conjugacion con pentasacaridos incrementa el tiempo de vida media de
algunos polipeptidos como por ejemplo la insulina (documentos D3, D4 y D5). Por lo
tanto, esta caracteristica técnica no se puede usar como un Unico concepto inventivo
comun a todos los grupos, y es por esta razdén que cada uno de los grupos
mencionados a continuacion se consideran como invenciones separadas.

Los Grupos Inventivos estan definidos por las siguientes caracteristicas esenciales:

1° Un conjugado que comprende un oligosacarido sulfatado y un polipéptido:
insulina, y el proceso para su preparacion.

2° Un conjugado que comprende un oligosacarido sulfatado y un polipéptido:
ganirelix, y el proceso para su preparacion.

3% Un conjugado que comprende un oligosacarido sulfatado y un polipéptido: [D-
Ala®]-GLP-1(7-36), y el proceso para su preparacion.

4® Un conjugado que comprende un oligosacarido sulfatado y un polipéptido:
ADM(27-52), y el proceso para su preparacion.

57 Un conjugado que comprende un oligosacarido sulfatado y un polipéptido:
octreotida, y el proceso para su preparacion.

8% Un conjugado que comprende un oligosacarido sulfatado y un polipéptido:
Interleucina 2, y el proceso para su preparacion.

La solicitud no cumple con el requisito de unidad de invencion porque se refiere a 6
grupos inventivos.

Se sugiere presentar las Solicitudes Divisionales que considere necesarias, 6 limitar
la solicitud inicial a una sola invencion, eliminando de ella las otras invenciones,
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7. Determinacion del Estado de la Técnica

El Estado de la Técnica se determind con base en la fecha de presentacion de la
solicitud de prioridad: Febrero 01 de 2005 y se encontraron los siguientes
documentos que anticipan el objeto de esta solicitud:

item Documento Titulo Fecha de Publicacion*
LEFTEE?QS Q- mannosy!atipn of recombinant
01 1989 vol 248 human insulin-like growth factor | Mayo/1989
, vol. ‘ yo
N® 1-2, paginas {IGF-I} produced in
111114, Saccharcmyces cerevisiae
_ ! CARBOHYDRA Synthesis of the saccharide
E TE RESEARCH, moiety of galactosylgloboside
02 1985, vol, 272, (SSEA-3) and its conjugation to 1995
N° 1, paginas 9- bovine serum albumin and
16, sepharose,
ADVANCED
DRUG
REVIEWS togg | Site-specific insuiin conjugates
D3 NETHERLANDS with enhanced _stabillty and 1999
vol 35, N° 2.3, extended action profile.
paginas 289-
3086.
JOURNAL OF
THRCMBOSIS
HAEMASSDTASIS Antithrombotic properties of a
BLACKWELL direct thrombin inhibitor with a _
D4 'PUBLISHING pro!onged half-life gnq AT- Septiembre/2003
OXFORD. 2003, mediated factpr’ XA inhibitory
vol 1, N° @, activity.
paginas 1945-
1954,
BIOCONJUGAT
£ CHEMISTRY, | Extending insulin action in vivo by
D5 1488, vol. 9, N° conjugation to carboxymethyl Marzo 1998
2, paginas 176- dextran.
183.
BIOCORGANIC &
MEDICINAL
CHEMISTRY Design and synthesis of a novel
LETTERS, synthetic NAPAP-penta- :
D6 OXFORD GB, sacch;ride conjugate displaying a 191ulio/1999
1999, vol. 9 N*® dual antithrombaotic action,
14, paginas
20313-2018.
ADVANCED
DRUG
D7 DELIVERY Effects of PEG conjugation on 2002
REVIEWS, insulin properties.
2002, vol. 54,
paginas 505-530
D8 JS648612981 Antithrombotic compounds 26/Noviembre/2002
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D1

Divulga (Pag. 111, 2da columna) un conjugade de IGF-l con un oligosacérido constituido
principalmente por mancsa.

02
Divulga un conjugadc de un pentasacarido: galactosilglobosido (SSEA-3) (pagina 11, compuesto 10)
con albumina sérica bovina (BSA) (Pag. 15, parrafo 2)

D3
Divulga un conjugado de tnsulina monoglicosilada (Pag. 293, fig. 1),

D4
Divulga un incremento del tiempo de vida media de una molécula de un inhibidor de trombina al

conjugarla con el pentasacarido usado en la presente solicitud (Pag. 1945, abstract, figuras 1-3, tablas
1-5).

D5
Divuiga un conjugado de Insulina con carboximetil dextrano (CMD) el cual incrementa el tiempo de vida
media comparado can la insulina sin conjugar (Pag. 176, abstract}.

DB
Divulga un conjugadc de NAPAD con un pentasacérido, el cual tiene un tiempo de vida media
incrementado con respecto a NAPAD solo. (Pag. 2013, abstract, Pag. 2014, fig. 1).

D7

Divulga un conjugado de Insulina con polietilenglicol (PEG) el cual incrementa el tiempo de vida media,
y aumenta la resistencia al ataque proteolitico comparado con la insulina sin conjugar (Pag. 506, 2da
columna, Pag. 525, 2da columna}.

D8

hit:/iworldwide. espacenet.com/publicationDetails/biblio7DB=EPODOCA&!I=0&ND=3&adjacent= true&loc
ale=en_EP&FT=D&date=200211268CC=US&NR=6486129B1&KC=B1

Divulga un compuesto de formula 1, el cual es utilizado como agente antitrombotico (abstract vy
Compuestos IV, V y V).

8. Examen de Patentabilidad (Art 14 D486)
Novedad (Art 16 D486)

La reivindicacion 1 consiste en un conjugado que comprende las siguientes
caracteristicas tecnicas:

Comparacion de las caracteristicas técnicas esenciales, con las del Estado de la Técnica (D1):

Caracteristicas esenciales D1
Conjugado que comprende: Conjugado que comprende:
Un polipéptido: Factor de crecimiento

Un polipéptido insulinico tipo L.

Un espaciador que puede ser un
1 enlace 0 un residuc Un enlace
_ farmacologicamente inactivo
Un oligosacarido de 4-18 unidades de
monosacarido y que tiene afinidad con
I Antitrombina |11

| tetrasacarido Manat-3Mana1-2Mana1-2
| Man.
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Las caracteristicas esenciales del conjugado de la reivindicaciéon 1 habian sido
divulgadas previamente en D1, el cual revela un conjugado de factor de crecimiento
insulinico tipo | (Pag. 111, 2da columna) con un tetrasacarido Mana1-3Mana1-
2Mana1-2 Man (Pag. 114, 1ra columna) cuyas caracteristicas técnicas se muestran
en el cuadro anterior, as cuales se traslapan con las divulgadas en la solicitud en
estudio.

En consecuencia, la reivindicacion 1 carece de novedad, segun lo divulgado en el
documento D1,

Comparacitn de las caracteristicas técnicas esenciales, con las del Estado de |a Técnica (D2):

Caracteristicas esenciales D2
Conjugado que comprende (pagina 11,
+ Conjugade que comprende: compuesto 11):

Un palipéptido Una proteina: albumina sérica bovina (BSA)

Un espaciador que puede ser un - I
eniace o un resiguo Un enlace
farmacoldgicamente inactivo

pentasacarido galactosilglobosido (SSEA-3)
compuesto
! 10

Un oligosacarido de 4-18 ) ) °”§°“O

unidades de monosacarido y que & \ 55; \

tiene afinidad con Antitrombina "

It
E_L-L.I:Q B 5 CHCH,000M &:

' r-wn CH,CHLO0H ﬁ:

: 11n-cw¢,coms¢

e 128 i, CORH Sephoss

Las caracteristicas esenciales dei conjugado de la reivindicacién 1 habian sido
divulgadas previamente en D2, el cual revela un conjugado de un pentasacarido:
galactosilglobdsido (SSEA-3) (pagina 11, compuesto 10) con albumina sérica bovina
(BSA) (Pag. 15, parrafo 2) cuyas caracteristicas técnicas se muestran en el cuadro
anterior, las cuales se traslapan con las divulgadas en la solicitud en estudio.

En consecuencia, la reivindicacién 1 carece de novedad, segun lo divulgado en el
documento D2.

Nivel Inventivo (Art18 D486)

Las reivindicaciones 2-24 consisten en un conjugado que comprende las siguientes
caracteristicas técnicas:
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Comparacién de las caracteristicas técnicas esenciales, con las del Estado de la Técnica (D3 y D4)

Caracteristicas esenciales

D3

D4

Conjugado que comprende:

Conjugado que
comprende:

Conjugado que comprende:

Un polipéptido: Como la
insulina

' Insuling

Compuesto inhibidor de trombina.

' Un espaciador que puede ser
" un enlace o un residuo
farmacologicamente inactivo

Un oligosacarido de 4-18
unidades de monosacarido y
que tiene afinidad con
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Eldocumento D3 se considera el estado de la técnica cercano a la invencién definida
en las reivindicaciones 2-21 y 24 porque divulga un conjugado de Insulina
monoglicosilada (Pag. 293, fig. 1).

La diferencia entre la invencién, definida en la reivindicacion 1 y el conjugado D3
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consiste en que el oligosacarido utilizado es un pentasacarido y no un monosacarido
como se muestra en |a tabla anterior.

El efecto que logra el incluir esta caracteristica es que se incrementa el tiempo de
vida media de la insulina en plasma, conservando su actividad farmacolégica.

Por lo tanto, el problema técnico objetivo que pretende resolver esta invencion se
puede formular asi: "cdmo modificar el conjugado conocido en D3 para incrementar
el tiempo de vida media de la insulina en plasma, conservando su actividad
farmacolégica.”

Sin embargo, la utilizacion de pentasacaridos para incrementar el tiempo de vida
media ya esta divulgada en el documento D4 el cual se refiere al incremento del
tiempo de vida media de una molécula de un inhibidor de trombina al conjugarla con
el pentasacarido usado en la presente solicitud (Pag. 1945, abstract, figuras 1-3,
tablas 1-5).

En consecuencia, la persona del oficio normalmente versada en la materia, estaria
motivada a incluir esta caracteristica de D4 en la invencién de D3 es decir, conjugar
la molecula de insulina ya no con un monosacarido sino con un pentasacarido
esperando conseguir un incremento del tiempo de vida media y ademés
conservando su actividad farmacolégica, por lo cual se considera obvio.

Conclusion:

Las reivindicaciones 2-24 cumplen el requisito de novedad (Art. 16), pero no cumplen
con el requisito de nivel inventivo (Art. 18).

Comparacion de las caracteristicas técnicas esenciales, con las del Estado de la Técnica (D5 y D8)

Caracteristicas esenciales | D5 D6
i < , " Conjugado que . .
Conjugado que comprende: comprende: Conjugade que comprende:
, o N-(2-naftalenesulfonil)-glicil)-D-4-
itéguf:?ic;l;peptldo‘ Como la Insulina aminofenil-alanil-piperidina
. — (NAPAD) -
' UUn espaciador que puede ser Pentasacarido y espaciador. )
| un enlace o un residuo
| farmacolégicamente inactivo

l Un cligosacarido de 4-18

| unidades de monosacaridoy T )z_m'
que tiene afinidad con j WS O, /o5
- Antitrombina [l i o ‘ e

50 o5 O8O osor 08¢

A 050 Carboximetil dextrano
J-o | (CMD)
- TR 0*'3‘}
'Lo - oé\l" fow | |
O G 1080 ‘}r’ C&O‘il asapx !
l—c J—OE‘ o
ST
. e ,.?-, '_{GH' h 56, Jile
e - |
i ,0 OMs e o |
'\0 -\_AO\/“;\/\ ~— P -\_.G‘_ns_ _ ‘ }
I
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Eldocumento D5 se considera el estado de {a técnica cercano a la invencién definida
en las reivindicaciones 2-21 y 24 porque divulga un conjugado de Insulina con
carboximetil dextrano (CMD) el cual incrementa el tiempo de vida media comparado
con la insulina sin conjugar (Pag. 178, abstract, figuras 2-6).

La diferencia entre la invencion, definida en fa reivindicacion 1y el conjugado de D5
consiste en que se realiza la conjugacion con un pentasacarido y no con un
dextrano.

El efecto que logra el incluir esta caracteristica es que se incrementa el tiempo de
vida media de la insulina en plasma, conservando su actividad farmacolégica.

Por lo tanto, el problema tecnico objetivo que pretende resolver esta invencion se
puede formular asi: "como modificar el conjugado conocido en D5 para incrementar
el tiempo de vida media de la insulina en plasma, conservando su actividad
farmacolégica.”

Sin embargo, la utilizacion de un pentasacarido para incrementar el tiempo de vida
media ya esta divulgada en el documento D6 el cual se refiere al incremento del
tiempo de vida media de una molécula de N-(2-naftalenesulfonil)-glicil}-D-4-
aminofenil-alanil-piperidina (NAPAD) al conjugaria con el pentasacarido usadoenla
presente solicitud (Pag. 2013, abstract, Pag. 2014, fig. 1).

En consecuencia, la persona del oficio normalmente versada en la materia, estaria
motivada a incluir esta caracteristica de D6 en la invencién de D5 es decir, conjugar
la molécula de insulina ya no con un dextrano sino con el pentasacarido de D6
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esperando conseguir un incremento del tiempoc de vida media y ademas
conservando su actividad farmacologica, por lo cual se considera obvio.

Conclusion:

Las reivindicaciones 2-24 cumplen el requisito de novedad (Art. 16), pero no cumplen
con el requisito de nivel inventivo (Art. 18).

Comparacion de las caracteristicas iécnicas esenciales, con las del Estado de {a Técnica (D7 y D8)

Caracteristicas | D7 D8
esenciales .
| Conjugado gue | Conjugado que Conjugado que comprende.
* comprende; comprende: )
Una molecula de un agente antitrombaotico: '
7
| l
I @
[ \"—snnr\;m—zlml-'-t M_“:'_l%—' H—NKR
: \ﬁgfxu:. ,
. ' i
i 4
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Eldocumento D7 se considera el estado de la técnica cercano a la invencion definida
en las reivindicaciones 2-21 y 24 porque divulga un conjugado de Insulina con
polietilenglicol (PEG) el cual incrementa el tiempo de vida media, y aumenta la
resistencia al atague proteolitico comparado con la insulina sin conjugar (Pag. 506,
2da columna, Pag. 525, 2da columna).

La diferencia entre 1a invencién, definida en la reivindicacién 1 y el conjugado de D7
consiste en que se realiza la conjugacidn con una molécula de pentasacarido y no
con una PEG.

El efecto que logra el incluir esta caracteristica es que se incrementa el tiempo de
vida media de la insulina en plasma, conservando su actividad farmacolégica.

Por lo tanto, el problema técnico objetivo que pretende resolver esta invencién se
puede formular asi: "como modificar el conjugado conocido en D7 para incrementar
el tiempo de vida media de la insulina en plasma, conservando su actividad
farmacologica.”

Sin embargo, ta utilizaciéon de un pentasacarido para incrementar el tiempo de vida
media ya esta divulgada en el documento D8 el cual se refiere al incremento del
tiempo de vida media de una molécula de NAPAD al conjugarta con el pentasacarido
usado en la presente solicitud {compuestos IV, V y VI).

En consecuencia, la persona del oficio normalmente versada en la materia, estaria
motivada a incluir esta caracteristica de D8 en la invencién de D7 es decir, conjugar
la molécula de insulina ya no con PEG sino con el pentasacarido de D8 esperando
conseguir un incremento del tiempo de vida media y ademas conservando su
actividad farmacolégica, por lo cual se considera obvio.

Conclusién:

Las reivindicaciones 2-24 27 y 30 cumplen el requisito de novedad (Art. 16), pero
no cumplen con el requisito de nivel inventivo (Art. 18).

9. Conclusion

Los requisitos de patentabilidad de la presente solicitud estan afectados asi:

. ’ ) Reivindicaciones Requisito que
L _lt_im o .__chumento afectadas afecta
. FEBS LETTERS, 1989, vol. 248, N° 1-2
bT paginas 111-114. ! Novedad
02 CARBOHYDRATE RESEARCH, 1995, 1 Novedad

~vol. 272, N° 1, paginas 9-16.
ADVANCED DRUG DELIVERY
D3 : REVIEWS, 1999 NETHERLANDS, vol 2-24 Nivel Inventivo

35, N° 2-3, paginas 289-308.

" JOURNAL OF THROMBOSIS AND
HAEMOSTASIS, BLACKWELL . . |
PUBLISHING OXFORD. 2003, vol 1, N° 2-24 Nivel Inventivo
9. paginas 1945-1954.

b oo —
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l D5 | BIOCONJUGATE CHEMISTRY, 1998,
l ' vol. 8, N° 2, paginas 176-183,
' ‘ BIOORGANIC & MEDICINAL

D6 i CHEMISTRY LETTERS, OXFORD GB, 2-24 Nivel Inventivo

.. 1999, vol 8 N° 14, paginas 2013-2018.
ADVANCED DRUG DELIVERY

2-24 Nivel Inventivo

D7 . REVIEWS, 2002, vol 54, paginas 505- 2-24 27y 30 Nive! Inventivo
1 | 530
D8 | o UssB486129B1 2-24 27 y 30 Nivel Inventivo |

En cumplimiento del articulo 45 de la Decision 486 de la Comisidn de la Comunidad
Andina, se le indica que debe dar respuesta dentro del término de sesenta (60) dias
contados a partir de fa fecha de notificacion de la presente comunicacion. En caso
de no dar respuesta al presente requerimiento, o si a pesar de la respuesta
subsistieran los impedimentos para la concesion, se denegara la patente.

Se invita al solicitante se sirva indicar, si asi lo considera, su renuncia al término

faltante de sesenta (60) dias para dar respuesta a este requerimiento y presentarla
por escrito.

Notifiguese el presente oficio conforme a lo dispuesto en el numeral 5.2, literal e}, del
capitulo quinto del titulo primero de la Circular Unica No. 10 de 2001.

L.

T ——

-
JOSE LUIS SALAZAR LOPEZ
Dirfaotor de Nuevas Creaciones (C)

El anterior requerimiento fue notificado por fijacion en tlista, de fecha

Realizado por: Ximena Andrade. Y& .
Revisade por. Consuelo Leguizamaon!
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ORIGINAL ARTICLE

Antithrombotic properties of a direct thrombin inhibitor with a
prolonged half-life and AT-mediated factor Xa inhibitory activity
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DESIGN AND SYNTHESIS OF A NOVEL SYNTHETIC NAPAP-PENTA-
SACCHARIDE CONJUGATE BISPLAYING A DUAL ANTITHROMBOTIC ACTION
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Absteact: The synihesis of 2 novel amithrembal consisting of a hepanin pentasaccharide conjugated e tw
wclive  site inhibitor N-{2-naphtalenesulfonyl}-glycyl{0}-4-aminophenyl-alanyl-piperidine  (NAPAP) {i.e
compound 1) is reporied. This conjugate shows a unique phanmacological profile both in viuo and in vivo
haviog direct ant-thrombia and ATHI-mediated anti-Xa activity, Furthermors, conjugate I has a prolenged in
vivo hali-life compared to NAPAP (1.5 h vs 9 min.). & 19u9 Lisevier Seienee Tad. Al rights reserved.

Introduction

The: serine proteases thrombin and Fagtor Xa play a pivotal role in thsymbosis and heemosiasis. Faclor

Xa catalyzes the conversion of prothrombin it thrombin. wheseas thrombin is invelved in activation of blood
platelets and the cleavage of fibrinogen into clottable fibrin. Therefore foctor Xa and thrombin have hecome
lughly interesting pharmaccutical targels for the treatment of thrombatic disorders.

The sulfated glycosaminoglycan heparin has boen a subject of rescarch for many years.' Heparin enhances the
inhibitory potcncy of antithrombin [T (AT111} towards both thrombin and factor Xa. A unique and well defined
pentasaccharide {(PS) domain® in heparin is responsible foe the activation of ATHL This PS doma:n is sufficient
to promolc the inhibition of frctor Xa, white the activity of throrabin remains unaffected. For effective thrombin
inhibition® heparin sequences are required which contain in additien to the PS domain teo to twelve consccutive
sacchande units in order 1o form a ternary complex togethes wish AT and thrombin. Based on this mechanism
of ternary complex formation & variety of heparin mimics’ were dusigned comprised of an O-sul fated/O-
methylated PS-analog® (see Figure 1) tethered via a polethylene ghycol spacer to & negatively charged thrombin
binding domain, These heparin mimics proved 1o be effective ATIT-mediated inbubitors of factor Xa and

throgebin in vitro.

OFG-B94 X MU7E - e Troan maneer D 1999 Elsevier Science Lid. All nghas rzcrved.
Pii- SUS0-E94 X (995003 200
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MAPAP-PS dual inhibitar [

U
E ek @y, YO

Heparin PS-wmalog NAPAP
ATIN-medited ann-Xa sctivisy: 1160 U Bm._ act-tuambin azavity: ICsy =0.57 pM

Flgure | Swuctures of NAFAP, PS, apd NAPAF-PS conjugate. -

Iy this paper we now presenl a novel antithrombetic, which consists of a PS-analog conjugated 0 2
derivative of ?Am.:u_uw_EEnu:_..gEv.w_w.nw__.mcvk.waiuurnav._.n_ﬂ_u._.vmuanin. {NAPAP) (i.¢. compound
1, sec Figure 1). NAPAP is a polent representative (ECsp = 0.75 M) of the tow molecular weight thrombin
inhibitors acting directly on thrombin's active site. The NAPAP-PS conjugate 1 is expected to clicit now
phannacological properties as it may stinulate the A THll-mediated anti-Xa activity on the one hand {see Figure
2, A). while on the other hand it may inhibit thrombin directly (see Figure 2, B}. Since carier phanmacokinetic
studies” clearly demonstrated that the half-life of a ficparin pentzsaccharide is governed by its affinity for ATII,
this nove! duad inhibitor should posscss a prolonged antithrombia activity compared 1o NAPAP. Morcover, this
appreach oppens the way to the prepuration of NAPAP-PS conjugales having taylor-made falflives.
Furthermore, this conjugate has a higher solubility in aguevus rodia than NAPAP making the foreer more

suitable for parenteral administrution.”

Lo
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Figure 2. Seherzlc pictare showing the sctoon of 3 NAPAP-PS dial iohibitor. The PS-dooiun strrulates (A ) the inhibaoey poency of
A LT rowanls Erctin Xa by bunding o ATIE, whereas the WAPAF par infisbits timmhin dimctly {B) by wteraction with ils aclive site

Results apd Discussion

The constryction of conjugate 1 requured seitably derivatized NAPAP and PS building blocks. Earher
investigations® indicated that derivatization al the a<carbon of the glycine moiety of NAPAP did not influerce
its intubitory potency against thromsbin, Therefore, we synthesived NAPAP derivative 7 (see Scheme ), the
thiol-function ol which allowed conjugatian with thiophilic groups like maleimides and romo- or
indoacctamides. ™ Synthesis of compound 7 commences with sulfonylation of S{4-monsmcthoxyintyl]<1.)-

cysieine'' (1) with 2-nuphlatenesulfonyl chloride (NAS-Cl) under Schotten-Baumann conditions.
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Seheme L. (i) NASCL disxanes/|0% NugCOq (121, wiv), L b, 26%; {il] TEA/LmvopeopyisdaneiCH CL, {1715, wiviv], 20 wmim; (i}
Aldrithiol™, isopropanal’2 k AcOH (141, viv, | b $5% 12 steps); {iv) BDCL HOBL N-cthylinorpholine, IMF, 16 . 7U%. 1+ } Bu.P,
McGH, L b
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Detniylation”' of the rosulting sulfosamide 2 gave the free thiol 3, which was subsequenily treated with an
excess of dithiodipyridine (Aldrithiot™) 1o yicld thiopyridyl protocted 4. Condensation of 4 with the known™
(/L )4-amidinophenylalzny! piperidine difiydrochloride (5, H-(B/L)- Adf-PiP} using the well established peplide
coupling agemt 1<{3~dimethylaminopropy!)-3-cthylcarbodiimide hydrochloride (EDCL) in the presence of -
hydroxybenzotriazole (HOBY) and A-ethylmorpholine as a basc afforded compound 6 & a mirtuze of
diasiersoisomers ie an overall yield af 29% (from ). Compound 6 was reduced using a slight excess (1.1 cquiv}
of tri-#-butyiphosphine in ruethanol 1o give the free thiol 7. In order 1o gain access ta the NAPAP-PS conjugate
I ioduacetyl containing PS 13 bad w be synthesized. which could be obuined from xnown™ R in five
conscoutive steps (see Scheme 2). Protection of the amine in & with N-{beazylox ycarbonyloxy i-succinimide (£-
QSu) welded 9. Sulfation of the free hydroxyls in 9 with tricthylamine/sulfur trioxide corsplex and subsequent
tretimen: with (L2 8 HCI {to remove Lhe M-S0y group formed during sulfation) gave 10. Reductive cleavage of

Y
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the 7-group 16 10 and eondensation of the gorresponding amine 11 with the thwophitic sulfo-S1AB"Y lnker 12
gave the required #§ 13, Compound 13 was reactod with a two-fold excess of an gumenc auxivre of NAPAP
derivauve 7, which affarded the NAPAP-PS conjugaze | as a mixnure of dinstervotsomers i an overail yield ol
28% (hascd on B) The homogeneity and the idertily al compourd b owas Humly established by mass
specromenry and NMR-spectroscopy ¥ Conjugate | indeed displayed 3 unique antithrnbotie profile {in i)
1= that st shews both hiph an-thromhin (ICaqg = 6.35 pM) and ATI-mediated ani-Xa activity q.mmm. Uomg H.:
We wers andious 10 fnd (he plignnacalogical implications of tus enprecexdented profile in an i vive medel
Measursment of the antithrombalic activity in an zorta-Bow model* revealed thal conjugate | is o stronges
whihitor than a combination of the frec pontasaccharide and (3)-NAPAY. in sdditor, profiminary
pharmacokinetic studies indicated thal the elimination half-life of conjugate T is prolonged siynificantly
compared to NAPAP (=15 h vs % win o rat)*, thus confirming that the hatt-life of this novel cless of

antithvombotics is delecmined by the interaction of the PS with ATII

Acknowledgement: We wish lo thank Gerard Vagel for measuring (he antithrombatic activity and the
prarmacokinetic behovioe of compound 1.
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