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Uusi verisuonitukoksia vastustava aine, joka perustuu
glykosaminoglykaaniin, sen valmistusmenetelmid ja farma-

seuttisia vhdistelmid

Keksintd koskee uutta verisuonitukoksia vastustavaa ainetta,
joka perustuu heterogeeniseen glykosaminoglykaanien seok-
seen, ja sen valmistusmenetelmid. |

Keksintd koskee myds farmaseuttisia valmisteita, jotka
sisdltdvédt mainitun seoksen. Keksintd koskee erityisesti
verisuonitukoksia vastustavaa glykosaminoglykaaniainesta,
jolla on voimakas affiniteetti antitrombiini III:een |
(AT III).

Tiedetddn, ettd erddt mukopolysakkaridit vaikuttavat
veren hyytymisominaisuuksiin. Parhaiten tunnettu muko-
polysakkaridi on hepariini (glukosaminoglykaanien hete-
rogeeninen seos), jota kdytetddn laskimotukosten ja veri-
tukkotulppaumien ehkdisyyn ja hoitoon. Hepariinin
verisuonitukoksia vastustava vaikutus perustuu veren hyy-
tymistekijoitd estdvén antitrombiini III:n vaikutuksen
kiihdyttédmiseen. Kdytett&essd hepariinia verisuonitukosten
ja veritukkotulppaumien ehk#isyyn ja hoitoon on suurena
ongelmana hepariinin verenvuotoa aiheuttava ominaisuus.
Verenvuotojen vaaraa voidaan jonkin verran vidhentidi opti-
moimalla annos, antamistapa ja =-tiheys, mutta hepariinin
verisuonitukoksia vastustavien ominaisuuksien suhteeseen
sen verenvuotoa aiheuttaviin ominaisuuksiin voidaan tuskin
vaikuttaa. Hepariinin lisdhaitta on sen melko lyhyt vai-
kutusaika, joten haluttaessa ehkdisyn olevan tehokkaan
on annos yleensd annettava vdhint&8&n kahdesti vuorokau-
dessa.

On jo tehty useita yrityksid valmistaa "parannettuja
hepariineja" tai kehittd3i heparinoideja, joilla on ﬁa—
remmat ominaisuudet. Siten esimerkiksi englantilainen
patenttijulkaisu 2,002,406 koskee "parannettua hepariinia",

joka on oligoheteropolysakkaridiseos, jonka molekyylipaino-
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jakauma on vdlilld 2000 -~ 5000 daltonia ja joka seos on
saatu depolymeroimalla hepariinia tai on eristetty hepa-
riinin normaalin valmistusprosessin emdliuoksista, minkd
jdlkeen niin saatu materiaali on lisdksi sulfatoitu. T&ten
saadun aineksen verisuonitukoksia vastustavan vaikutuksen
suhteen sen veren hyytymistd estdvddn vaikutukseen uskotaan

olevan parempi kuin hepariinilla.

On valmistettu jo useita muita "parannettuja hepariineja”,

joilla on alhainen molekyylipaino (LMW-hepariineja). Katso
esimerkiksi Amerikan Yhdysvaltojen patentinm&8rityksid ',
3,766,167, ,4,281,108, 4,303,651, 4,351,938, 4,396,762,
4,401,662, 4,401,758, 4,438,261 ja 4,474,770,

Parannettuja ominaisuuksia omaava heparinoidi on ku-
vattu EP-A-0,066,908:ssa. Talld tuotteella on verisuonitukok-
vastustava vaikutus osoittautunut merkittdvdsti erottuneeksi
verenvuotoa aiheuttavasta vaikutuksesta. '

Nyt on lOydetty uusi verisuonitukoksia vastustava
aine, joka on EP-A-0,066,908:ssa kuvatun tuotteen fraktio
ja jolla on voimakas affiniteetti AT III:een.

EP-A-0,066,908:ssa kuvattuun tuotteeseen viitataan
tdstd ldhtien nimitykselld HEF ja uuteen tuotteeseen nimi-
tykselld HA-HEF.

HA-HEF koostuu myds seoksesta oligosakkarideja ja (he-
tero) -polysakkarideja (glykosaminoglykaaneja), jotka ovat
muodostuneet heksoosijohdannaisista, piXfasiallisesti
glukuronihaposta, iduronihaposta, glukosamiinista ja ndiden
sulfatoiduista jaxtai asetyloiduista johdannaisista siten,
ettd uronihappojohdannaiset ja glukosamiinijohdannaiset
vuorottelevat keskenddn.

Se on valkea, amorfinen jauhe, jonka keskimdidrdinen
molekyylipaino on vdliltd 5000 - 9000 daltonia, eri-
tyisesti v&liltd 6000 -8000 daltonia mdidritettynd geelild-
pdisykromatografian avulla suhteessa dekstraaniin. Tuote
voi sisdltédd pienen mddrdn kondroitiinirikkihappoa (enint.

2 paino-%).ja dermataanisulfaattia (enint. 2 paino-%).
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Galaktosamiinipitoisuus on v&liltd 0 - 0,1 mmol/g ja
yleensd pienempi kuin 0,075 mmol/g. Typpipitoisuus on
vdliltd 2 - 3 paino-% ja yleensd noin 2,5paino-%;
rikkipitoisuus on v&liltd 8 - 12 paino-% ja on yleensd
10 - 10,5 paino=%; N-sulfaattiryhmdpitoisuus on 1,2 -
1,6 milliekvivalenttia/g; O-sulfaattiryhmdpitoisuus on
1,7 - 2,1 milliekvivalenttia/g; karboksyyliryhmdpitoisuus
on vililti 1,6 - 2,0 milliekvivalenttia/g; N-asetyyli-
ryhm&pitoisuus on v§liltd 0,3 - 0,6 milliekvivalenttia/g:
iduronihappopitoisuus on v&dliltd 1,2 - 1,4 mmol/g ja
glukuronihappopitoisuus vdliltd 0,3 - 0,5 mmol/g.
Farmakologisesti HA-HEF:1le on tunnusomaista:
1) hyytymistd estédvd vaikutus (USP), joka on vdhemmén
kuin 10 kansainv&dlistd yksikk&d milligrammaa kohden
(IU/mg) ja siten ainocastaan osa(yleensd vdhemmdn kuin
5%) USP-hepariinin vaikutuksesta;
2) trombiinia estdvd vaikutus, joka on vidhemmidn kuin 5%
USP-hepariinin vaikutuksesta; _
3) X ita estdvd vaikutus, joka on suuruudeltaan 350 -400
U/mg (2.~ 3 kertaa suurempi kuin USP-hepariinin vaikutus);
4) verisuonitukoksia vastustava vaikutus (Umetsu-mallissa),
jonka IDg, on noin 0,2 - 0,4 mg/kg suonen sis#in annettuna;
5) "hydty/riski"-suhde, joka yllittien on vield edullisempi
kuin HEF:11l4, tafkoitettaessa verisuonitukoksia vastusta-
van vaikutuksen suhdetta Verenvuotoa aiheuttavaan vaikutuk-
seen, ja on 15-50 kertaa edullisempi kuin USP-hepariinilla;
6) puoliintumisaika, joka on suurin piirtein yhtd pitkd kuin
HEF:114, mikd tarkoittaa, ettd se on vdhintdin kaksi kertaa
niin pitk& kuin USP-hepariinilla.
Lisdksi HA-~-HEF:n verenvuotoa aiheuttava vaikutus 1li-
sddntyy vain vdhdn suuren annostﬁsalueen sisdlld ja on
jopa vdhdisempi kuin HEF:114, kun taas USP-hepariinin
verenvuotoa aiheuttava vaikutus on annostuksella 1 mg/kg
suonen sisddn annettuna jo selvdsti havaittavissa ja

lisddntyy nopeasti suuremmilla annostuksilla.

ja
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Ndiden mielenkiintoisten ominaisuuksien johdosta HA-HEF
soveltuu erittdin hyvin laskimotukosten ja veritukko-
tulppaumien ehkdisyyn ja hoitoon. Tuote soveltuu ennen kaik-
kea erityisen hyvin DVT:n (deep vein thrombosis;syvdlla
olevan laskimon tukosten) ehk#isyyn potilailla, joille
suoritetaan tai on suoritettu lonkkaleikkaus. Pienet annok-
set hepariinia (ihon alle annettuna) ovat tehottomia tad-
hdn tarkoitukseen ja suurten annosten kaytdn esteend on
suuri verenvuotovaara.

HA-HEF:1114 ei ole havaittavissa mutaatioita aiheuttavia
eikd myrkyllisid ominaisuuksia edes suurilla annoksilla
tannokseen 3200 anti—XawU/kg/péivé asti) .

"HA-HEF voidaan saada HEF:istd monella tavalla. N&diden
valmistusmenetelmien yhteinen piirre on, ettd HEF saate-
taan kosketuksiin AT III:n kanssa. Se osa HEF:istd, jo-~
ka on muodostanut kompleksin AT III:n kanssa, erote-
taan sitten kompleksia muodostamattomasta osasta, minkd
jdlkeen HA-HEF vapautetaan saadusta kompleksista ja
eristetddn sen jélkeen.

Kdytettdvd AT III voi olla perdisin ihmisestd, mutta
myds eldimestd,esimerkiksi nautakarjan plasmasta eristet-
tyd AT III:a.

HA-HEF voidaan valmistaa kertaerind tai pylvdiden avul-
la. Voidaan esimerkiksi lisdtd AT III puskuroituun
(pH 7,0 - 8,0) HEF:in vesiliuokseen. Seosta sekoitetaan
jonkin aikaa, mieluimmin kohotetussa ladmp&tilassa (370C).
Muodostunut AT III-kompleksi erotetaan sen j&lkeen

HEF:istd ultrasuodatuksen, geelildpdisykromatografian

‘tai ioninvaihtokromatografian avulla ja hajotetaan pusku-

roidun suolaliuoksen avulla, minkd jdlkeen HA-HEF eristetdin.
Tamd menetelmd voidaan suorittaa edullisemmin k&ytté-
mdlld AT ITI:a, joka on kovalenttisesti sidottu kantaja-
aineeseen, esimerkiksi agaroosiin tai sopivaan piidiok-
sidiperustaiseen kantaja-aineeseen. Kompleksoitunut

osa HEF:id on silloin helpompi erottaa kompleksoitu-
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mattomasta osasta esimerkiksi imusuodatuksen avulla kdyt-
tden lasisuodatinta.'

Kantaja—aineeseen kovalenttisesti sidottua AT IIIl:a
voidaan kdyttdd mySs pylvadnd, jonka kautta HEF:in sisdl-
tdvdn liuoksen annetaan_sittenkuikea. Tdssd menetelmds-
sd kompleksoituneen ja kOmpleksbitumattoman HEF:in erot-—
taminen on vield yksinkertaisempaa. HEF-liuoksen, joka
on puskuroitu v&liltd 7-8 olevaan py:hon asetaatti-, fos-
faatti- tai TRIS-HCl-puskurin avulla, annetaan kulkea AT
III-pylvd&n ldpi, joka on etukdteen tasapainotettu samal-
la puskuriliuoksella. HA-HEF sitoutuupylvddseen. Kun
pylvds on pesty, HA-HEF eluoidaan pylvddstd suolaliuok-
sen avulla, esimerkiksi 1 - 3 molaarisella LiCl-, NaCl-
tai CaClz—liuoksella. Eluaatista poistetaan suolat dialyysin
tai ultrasuodatuksen avulla ja HA-HEF eristetdin saosta-
malla metanolilla tai pakastekuivaamalla.

Mainitut valmistusmenetelmidt ovat sin&@nsd tunnettuja
hepariinia koskevina. Katso tdssd yhteydessd esimerkiksi
Amerikan Yhdysvaltojen patenttijulkaisuja 4,119,774 ja
4,301,153. Katso myds esimerkiksi julkaisuja FEBS letters
66 (1976), 90-93 ja Biochem. and Biophys. Res. Comm. 69

(1976) , 570-577.

Kdsiteltdessd hepariinia'télla tavalla saadaan aina
hepariinifraktio, jolla on voimakas affiniteetti AT III:een
(HA-hepariini). HA-hepariinin saanto on noin 25 - 35 pai-
no-%. Kun on kysymys HA-HEF:in saamisesta HEF:ist3d, on
saanto noin 2 - 7 paino-%.

HA-hepariinilla on thtymisté estdvd vaikutus (USP),
joka on 2-3 kertaa niin suuri kuin hepariinin vaikutus.
HA-HEF:in tapauksessa t&mi vaikutus on tuskin muuttunut
HEF:in vaikutukseen verrattuna.

HA hepariinin Xa:ta estdvd vaikutus on hepariinin vai-
kutukseen verrattuna noin kaksinkertainen. HA-HEF:in
Xa:ta estdvd vaikutus on kuitenkin 30 - 100 kertaa niin

suuri kuin HEF:in vaikutus.
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"Hydty/riski"-suhteen, jolla tarkoitetaan verisuoni-
tukoksia estdvidn vaikutuksen suhdetta verenvuotoa aiheutta-
vaan vaikutukseen, on todettuHA-hepariinilla ercavan va-
h&n hepariinin vastaavasta suhteesta, eli toisin sanoen
HA-hepariinilla sdilyvdt hepariinin haitalliset veren-
vuotoa aiheuttavat ominaisuudet. "Hyoty/riski"-suhteen
on HA-HEF:illd kuitenkin todettu olevan jopa edullisemman
kuin HEF:il14.

Uusi HA-HEF voidaan saattaa tavoilla, jotka ovat tunnet-
tuja hepariinille, farmaseuttiseen annostusmuotoon, esi-
merkiksi livottamalla ruisketarkoituksiin soveltuvaan ve-
teen, johon haluttaessa voidaan lisdtd farmaseuttisesti -
hyvaksyttévié lisdaineita (antiseptisid aineita ja erditd
suoloja). Kliinienn kdyttd tapahtuu ihon alle tai las-
kimoon (tarkoituksen vaatiessa ajoittain) annettavana
ruiskeena tai infuusiona. Muunlaiset antamismenetelmit,
kuten keuhkoihin antaminen sisaanhengitettévéna suihkeena
tai ihon kautta antaminen voiteena tai limakalvojen kaut-
ta esimerkiksi per&dpuikkona, ovat my®s mahdollisia.

Seuraavat esimerkit ja testit kuvaavat keksint®d, mut-

-ta niiden tarkoitus el ole rajoittaa siti.

Esimerkki 1

Piidioksidiperustaiseen kantaja-aineeseen. liikkumattomaksi

kiinnitetyn AT III:n valmistus

10 g/1 puhdistettua hepariinia lis&ttiin puskuroituun nau-
takarjasta saadun AT III:n liuokseen (10 mg/ml; 0,1 M
fosfaattipuskurilivos, pH 7,8) ja tdmdn jdlkeen lisidt-
tiin 500 g/1 piidioksidiperustaista kantaja-ainetta,
jollainen on kuvattu EP-A-(,043,159:8s54 ja joka sis#lsi
N-hydroksisukkiini-imidiryhmid. Seosta sekoitettiin 16
tunnin ajan huoneen l&mpdtilassa ja kantaja-aine suoda-
tettiin erilleen ja pestiin 0,1 M fosfaattipuskuriliuoksella
(pH 7,8) ja sen jdlkeen 0,1 M etanolamiinilla. T&min j&l-
keen ainesta seisotettiin 5 tunnin ajan etanolamiinissa

(0,1 M) O—SOC:ssa, pestiin jédlleen 0,1 M fosfaattipusku-
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riliuoksella (pH 7,8) ja kdsiteltiin sitten 3 M NaCl:1lla
0,1 Mfosfaattipuskuriliuoksella hepariinin poistamisek-
si.

Esimerkki 2

. HA-HEF:in valmistus

Esimerkin 1 mukaan saatua liikkumattomaksi kiinnitettyd
AT IIT:a sisdltdvd pylvds tasapainotettiin 0,02 M fos-
faattipuskuriliuoksella (pH 7,4). HEF:id sisdltdvéan

(20 g/1) puskuriliuoksen annettiin kulkea té&mén pylvddn
ldpi (50 ml litraa kohti pylvédsmateriaalia). Pylvistd
pestiin sitten 0,02 M NH4~asetaatti puskuriliuoksella
(pH 8,0) yhden tunnin ajan ja sitten 0,4 M NaCl:1lla samas-
sa puskuriliuoksessa j&lleen tunnin ajan. Tdmin j&dlkeen
pylvds eluoitiin 0,02 M NH4-asetaattipuskuriliuoksella
(pH 8,0), joka oli NaCl:n suhteen 3 M. Eluaatista pois-
tettiin suolat ja se konsentroitiin samalla v&hint&&n

konsentraatioon 10 mg/ml onttokuitu-ultrasuodatus-

laitteella. HA-HEF saostettii- konsentroidusta liuoksesta

75 % metanolikonsentraation avulla. Saanto 3,6 paino-%.
Saadun HA-HEF:in keskimiiriinen molekyylipaino oli

7100 D, rikkipitoisuus 10,3 paino-% ja typpipitoisuus 2,45

paino-% ja se sisdlsi N-sulfaattia 1,36 milliekvivalenttia/qg,

O-sulfaattia 1,87 milliekvivalenttia/g, karboksyylii

1,75 milliekvivalenttia /g, N-asetyylid 0,422 milli-
-ekvivalenttia/g, iduronihappoa 1,33 mmol/g, glukuronihappoa

0,42 mmol/g ja galaktosamiinia 0,07 mmol/g.

Esimerkki 3

HA-HEF:in valmistus

Pylvds, jossa o0li agaroosigeelimatriisiin liikkumattomaksi
kiinnitettyd AT III:a, tasapainotettiin 0,05 M TRIS-HCl-
(0,17 M NaCl) puskuriliuoksella (pH 7,5). HEF:in liuoksen
(20 g/1) samassa puskurissa annettiin kulkea timin pyl-
véddn ldpi (50 ml litraa kohden pylvédsmateriaalia) .Pyl-
vdstd pestiin sitten ylld mainitulla puskuriliuoksella.

Tdmén j&dlkeen pylvés eluoitiin 0,05 M TRIS-HCl-puskuri-'
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liuoksella, joka oli CaClz:n suhteen 1 M (pH 7,2). Elu-
aatista poistettiin suolat geelisuodatuksen avulla dekst-
raanigeelimatriisipylviddssd ja saatu suolaton liuos pa-
kastekuivattiin.

Saadun HA-HEF:in keskimddrdinen molekyylipaino oli
6600 D, rikkipitoisuus 10,1 paino-% ja typpipitoisuus
2,35 paino-%, ja se sisdlsi N-sulfaattia 1,31 milliekvi-
valenttia/g, O-sulfaattia 1,82 milliekvivalenttia/g,
karboksyylid 1,78 milliekvivalenttia/g, N-asetyylid
0,403 milliekvivalenttia/g, iduronihappoa 1,29 mmol/g,
glukuronihappoa 0,47 mmol/g ja galaktosamiinia 0,04
mmol/g.

Farmakologisia testejd

Esimerkin 2 HA-HEF testattiin farmakologisesti werra-
ten sitd HEF:iin (valmistettu EP-A-0,066,908:n Esimerkin
3 mukaan), hepariiniin ja HA-hepariiniin.

. .. Vaikutus veren hyytymiseen

Tuote Hyytymistd = Trombiinia xa:ta estdvd

estdvd vai- estdvd vai- vaikutus
(I0/mg)

kutus (IU/mg) kutus (IU/mg)

HA-HEF ' 5 | 1 370

HEF 3 0,2 , 8

Hepariini 175 161 1166

HA-hepariini 370 437 284

Hyytymistd estdvid vaikutus médritettiin USP-menetelmin
mukaisesti. Trombiinia estdvd vaikutus ja Xa:ta estdvd
vailkutus midritettiin kromogeenistd substraattia hysdyn-
tdvdlld menetelmdlld kdyttden puhdistettua nautakarjan
antitrombiini III:a ja substraatteja S$-2238 ja $-2222,
vastaavasti.

Verisuonitukoksia wvastustava vaikutus

Verisuonitukoksia vastustava vaikutus midritettiin Umet-
su-mallin mukaan (Thrombosis Research 27,(1982) 353-363)
rotalla.
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Tulokset
Tuote IDSO, ilmaistuna U/kg
HA-HEF . 102
"HEF = 45
" Hepariini 50
HA-hepariini 55

‘Verenvuotoa aiheuttava vaikutus

a) Ihonalaisen verenvuodon testi rotalla.

Testattava tuote annettiin laskimon sisddn. Yhden
minuutin kuluttua aiheutettiin verenvuoto tekemdlld viil-
tohaava nukutetun rotan kaulaan.

30 minuutin aikana vuotava veri ker&ttiin 20 ml:aan
vettd, Vedessé'olevan hemoglobiinin konsentraatio md&ri-
tettiin spektrofotometrisesti ja sitd kidytettiin veren
menetyksen parametrina (katso Journal of Biochemistry 2,
(1983), 173).

‘Tulokset

Tuote a) TD ilmaistuna U/kg (1)
HA~HEF 1535

HEF . 510

Hepariini 170

HA~hepariini 200

(1) TD= annos, jolla verenvuotovaikutus kblminkertaistuu.
Tulokset osoittavat, ettd HA-HEF:111d on paljon vdh&i-
sempi verenvuotoa aiheuttava taipumus, joka on jopa enemmdn

kuin kaksi kertaa edullisempi kuin HEF:illi. HA-heparii-
nilla on kielt&mdtta pienempi taipumus aiheuttaa verenvuo-
toa kuin hepariinilla, mutta parannus ei ole l&heskdin
niin huomattava kuin HA-HEF:illd HEF:iin n&dhden.

Verisuonitukoksia vastustavan vaikutuksen puocliintu-

misaika

Verisuonitukoksia vastustavan vaikutuksen kesto midritet-—
tiin Umetsummallin mukaisesti HA-HEF:i114 (Esimerkin 2
tuotteella), HEF:i11ld ja hepariinilla. Tulos oli seuraa-

vanlainen:
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Tuote T% (anti—xa) rotalla tunteina
HA-HEF 2-5
HEF 2-5

hepariini 0,5.1
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Patenttivaatimukset

1. Uusi verisuonitukoksia vastustava aine, joka perus-—
tuu glykosaminoglykaanien seokseen, jossa
a) keskimd#rdinen molekyylipaino on vdlilté& 5000-9000
daltonia, :

b) typpipitoisuus on 2 - 2 paino-%,

¢) rikkipitoisuus on 8 - 12 paino-%,

d) N-sulfaattiryhm&dpitoisuus on 1,2 - 1,6 milliekvivalent~
tia/g, _

e) O-sulfaattiryhmdpitoisuus on 1,7 - 2,1 milliekvivalent-
tia/g, .
f) karboksyyliryhmdpitoisuus on 1,6 -.2,0 milliekvivalent-
tia/qg,

g) N-asetyyliryhmdpitoisuus on 0,3 - 0,6 milliekvivalent-
tia/g,

h) galaktosamiinipitoisuus on 0,0 — 0,1 milliekvivalent-
tia/g,

i) iduronihappopitoisuus on 1,2 - .1,4 mmol/qg ja

j) glukuronihappopitoisuus on 0,3 - 0,5 mmol/g.

2. Patenttivaatimuksen 1 -ukainen verisuonitukoksia
vastustava aine,jonka hyytymistd estdvid vaikutus
(USP) on vdhemmén kuin- 10 kansainvdlistd yksikk®dd milli-
grammaa kohden.

3. Patenttivaatimusten 1-2 mukainen verisuonitukoksia
vastustava aine, jonka trombiinia estdvd vaikutus on
vdhemm&n kuin 5% USP-hepariinin vaikutuksesta.

4. Patenttivaatimusten 1-3 mukainen verisuonitukoksia
Vastustava aine, jonka Xa:ta estdvd vaikutus on 350-400
U/mg.

5. Patenttivaatimusten 1-4 mukainen verisuonitukoksia
vastustava aine, jonka verisuonitukoksia vastustava vaiku-
tus (Umetsu-mallissa) ID50 on noin 0,2-0,4 jg/kg suonen
sisddn annettuna.

6. Patenttivaatimusten 1-5 mukainen verisuonitukoksia
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vastustava aine, jonka "hyoty/riski"-suhde on 15-50 kertaa
edullisempi kuin USP-hepariinilla tarkoitettaessa sen
verisuonitukoksia vastustavan vaikutuksen suhdetta sen ve-

renvuotoa aiheuttavaan vaikutukseen.

7. Patenttivaatimusten 1-6 mukalnen verlsuonltukok51a vas-

tustava aine, jonka puoliintumisaika on v&hintddn kaksi
kertaa niin pitkd kuin = USP-hepariinin.

8. Patenttivaatimusten 1-7 mukainen verisuonitukoksia
vaétustava aine, joka voidaan saada EP-A-0,066,908:ssa
kuvatusta tuotteesta affiniteettikromatografian avulla
kdyttden AT III:a.

9. Jonkin tai joidenkin edelld olevista patenttivaati-
muksista mukaisen verisuonitukoksia vastustavan aineen
valmistusmenetelmd, tunnettu siitid, ettd EP-A-0,066,908:ssa
kuvattua tuotetta kdytetddn lihtbaineena, timd tuote
saatetaan kosketuksiin AT III:n kanssa, AT IXI:n kanssa
muodostunut kompleksi erotetaan kompleksia muodostamatto-

masta tuotteesta, kompleksi hajotetaan ja ndin saatu glyko-

saminoglykaanien seos eristetiin.

10.. Farmaseuttinen valmiste, tunnettu siitd, ettd se
sisdltdd jonkin tai joidenkin edelld olevista patentti-
vaatimuksista mukaisen verisuonitukoksia vastustavan

aineen.
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