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Uudet hepariinin esterit, joita voidaan kayttdd ldadk-
keiden valmistamiseen ja menetelmd niiden valmistami-

seksi

Kyseessd olevan keksinndn kohteena ovat uudet heparii-
nin esterit ja niiden alkali-, maa-alkali-, magnesium-,
kvaternddriset ammonium- ja amiinisuolat. N&itd yhdis-
teitd voidaan kdyttdd vdlituotteina l&dkkeitd valmis-

tettaessa.

Jo aikaisemmin ovat olleet tunnettuja (vrt. brittildis-
td patenttia 973 894 ja ranskalaista l&dkepatenttia
2739.M) hepariinin tdydelleen esterdityneet metyyli-

ja bentsyyliesterit. Samoin ovat tunnettuja (vrt.
brittildistd patenttia 1 501 095 ja ranskalaista pa-
tenttia 2 150 724) hepariinin esterit, jotka ovat syn-
tyneet siten, ettd hepariinin kaavassa olevat karbok-
syyliryhm&dt on korvattu osittain tai kokonaan seuraavil-
la ryhmilla:

-C-O—CH—O—S—RZ (Ry=H tai CH3; R,= alkyyli 1-4 C),

n '
0] Rl 0

X _ ~R3
~c-0-(CHy) —{| ] (n=1,2 tai 3), -C-0 Ry, R, =H,
N

0] 0] R
4 //RS
NO,, COOH, alkyylioksikarbonyyli), —C—O—(CHz)n-C—N’
" " \R
o) 0] 6
(n =1, 2 tai 3; R5, R6 = alkyyli 1-4 C).

Nd&md esterit ovat suurimmaksi osaksi pitk&vaikutteisia

koaguloitumista estdviid aineita.

Kyseessd olevan keksinndn mukaiset hepariinin esterit

on johdettu hepariinista korvaamalla hepariinin kaa-



vassa olevat karboksyyliryhmdt seuraavan kaavan mukai-
silla ryhmillé&:
- C-0-CH-2A (1)

0] R

joissa R on vetyatomi tai metyyliryhmd, ja A on vety-

atomi tai metyyli- tai fenyyliryhmd, tai

Y
-C-0-CH3, -C-0-C,Hg, CN tai {3{ ,
o) 0 X

jossa X on klooriatomi tai nitroryhm&, alkyyli, Jjoka si-
sdltd3d 1-4 hiiliatomia tai metoksi ja Y on vetyatomi
tai kloori, ja korvaaminen on osittainen tai tdydelli-
nen siini tapauksessa ettd A ei ole vetyatomi tai me-
tyyli- tai fenyyliryhmd ja osittainen korvaaminen vas-
taa karboksyyliryhmien esterfitymisastetta 10-90% siind
tapauksessa ettd A on vetyatomi tai metyyli- tai fe-

nyyliryhmé.

Edelld olevassa kaavassa (I) on R etupddssd vetyatomi

ja A on ryhm&

—C—O-C2H5, CN, Cl (p~kloorifenyyli) tai

0

—<:::>—-N02 (p-nitrofenyyli).

Edelld olevien estereiden alkali-, maa=-alkali-, magne-
sium—-, kvaternddriset ammonium-~ ja amiinisuolat kuuluvat
mySs keksint86n. Alkalisuoloista voidaan mainita erikoi-
sesti natriumsuolat ja maa-alkalisuoloista kalsium-—
suolat. Amiinisuoloista voidaan mainita tertifdiriset
amiinisuolat, erikoisesti trietyyliamiini-, pyridiini-
tai imidatsolisuolat. Kvaternddrisistd ammoniumsuolois-
ta voidaan mainita pitkdketjuiset kvaternddriset aikyy—
li- tai aralkyyliammoniumsuolat, erikoisesti dodekyyli-
trimetyyliammoniumsuolat ja bentsetoniumsuolat ja se-

tyylipyridiniumsuolat.



Kyseessd olevan keksinndn mukaiset hepariinin esterit
voivat olla ei-selektiivisid tai selektiivisid este-
reitd. Ei-selektiivisilld estereilld tarkoitetaan ky-
seessd olevan keksinn®6n piirissd niit& hepariinin es-
tereitd, joissa ilman erotusta ovat esterfityneet
D-glukuronihapon, ei-sulfatoituneen L-iduronihapon ja
sulfatoituneen L-iduronihapon renkaiden karboksyyli-
ryhm&t. Selektiivisilld estereilld tarkoitetaan kysees-
s8 olevan keksinndn piirissd niitd hepariinin esterei-
td, joissa ovat esterdityneet, osittain tai tdydelli-
sesti, joko ainoastaan D-glukuronihapon renkaiden karb-
oksyyliryhmdt, tai ainoastaan D-glukuronihapon ja ei-
sulfatoidun L-iduronihapon renkaiden karboksyyliryhmdt,
tai vield yksinomaan ei-sulfatoidun L-iduronihapon ja
sulfatoidun L-iduronihapon renkaiden karboksyyliryh-
m&t, tai lopuksi yksinomaan sulfatoidun L-iduronihapon

renkaiden karboksyyliryhmé&t.

Kyseessd olevan keksinndn mukaisia ei-selektiivisia

hepariinin estereitd voidaan valmistaa seuraavasti:

a) Valmistetaan ensiksi hepariinin hapan suola korvaa-
malla hepariinin happamet sulfaattiryhmdt kvaternddri-
silli ammoniumsulfaatti-ryhmill&d, ja hepariinin karbok-
syyliryhmidt j&ivit vapaaseen muotoon. T&llaisen hepa-
riinin happamen suolan valmistamiseen riittdd esimer-
kiksi kun k#sitellddn hepariinin neutraalia suoclaa,
jossa hepariinin sulfaatti- ja karboksyyliryhmdt on
korvattu vastaavasti kvaterndirisilld ammoniumsulfaat-
tiryhmilld ja kvatern&&risilld ammoniumkarboksylaatti-
ryhmillsd, hapon muodossa olevan karboksyylihapon katio-

nien vaihtohartsin avulla.

b) Pannaan reagoimaan mainitun hepariinin happamen

suolan kanssa alkoholi, jonka kaava on:



HO - CH - A (I1T)
¥
R

jossa R ja A merkitsevdt samaa kuin kaavassa (I).

b)-vaiheen reaktio suoritetaan alhaisessa lampdtilassa
(esimerkiksi OOC:ssa) jossakin inertissd liuottimessa
(esimerkiksi dimetyyliformamidissa tai metyleeniklo-
ridissa), jossa on mukana karbodi-imidi-tyyppistd
kondensoitumista edistidvidi ainetta (esimerkiksi disyk-
loheksyylikarbodi-imidid) . Karboksyyliryhmien esterdi-
tymisaste on riippuvainen ty&skentelyolosuhteista (kaa-
van II mukaisesta alkoholista, reaktion kestoajasta,

reagoivien aineiden mddrdsuhteista).

Vaiheessa b) saatu hepariinin esteri, jonka sulfaatti-
ryhmdt ovat kvaterniirisen ammoniumsulfaatin muodossa,
voidaan muuttaa alkali-, maa-alkali-, magnesium- tai
amiinisuolaksi tai ei-suolan muodossa olevaksi hepa-
riinin esteriksi ennestdidn tunnetuilla menetelmilli.
Esimerkiksi kun valmistetaan alkali-, maa-alkali-~ tai
magnesiumsuoloja, annetaan hepariinin esterin kvater-
nddrisen ammoniumsulfaatin muodossa reagoida vastaavan
asetaatin kanssa. Amiinisuoloja valmistettaessa anne-
taan hepariinin esterin kvaternddrisen ammoniumsulfaa-
tin muodossa reagoida natriumasetaatin kanssa siten,
ettd muodostuu natriumsuola, sitten annetaan H+—muo—
dossa olevien sulfonihapon kationien vaihtohartsin vai-
kuttaa t&hd&n natriumsuolaan siten, ettd muodostuu happoa,
muutetaan suolaksi mainittu happo amiinin avulla ja
eristetddn muodostunut aine lyofilisoimalla tai saosta-

malla asetonin avulla.

Keksinndn mukaisia ei-selektiivisid hepariinin esterei-
td valmistetaan etupdidssd antamalla hepariinin neutraa-

lin kvaternddrisen ammoniumsuolan tai amiinisuolan, eli



hepariinin suolan, jossa kaikki hepariinin happoryhmdit
on muutettu suolaksi, reagoida halogeenijohdannaisen

kanssa, jonka kaava on:

Hal - CH - A (IT1)
| N
R

jossa Hal merkitsee kloori-, bromi- tai jodiatomia ja
R ja A merkitsevdt samaa kuin kaavassa (I). Reaktio

voidaan esittdd seuraavalla kaavalla:

Hep-C-0O-M + Hal-CH-A —) Hep-C-O-CH-A + M Hal
" 1 L ]
0 R | 0O R

Hep ja M merkitsevdt vastaavasti edelld olevissa kaa-
voigsa hepariinijddnndstd ja kvaternddristd ammonium-

radikaalia tai amiiniradikaalia.

Hepariinin neutraalin kvaternddrisen ammoniumsuolan

tai amiinisuolan reaktio halogeenijohdannaisen kanssa,
jonka kaava on (III), tapahtuu joko inertin liuottimen
liuoksessa taili suspensiossa lampotilavdlilla -20°% -
+60°C. Inerteind liuottimina voidaan mainita erikoises-
ti dimetyyliformamidi, kloroformi, heksametyylifosforyy-
liamidi, metyleenikloridi, dimetyylisulfoksidi, tetra-
hydrofuraani ja asetoni. Karbkoksyyliryhmien esterdity-
misaste on riippuvainen ty®6skentelyolosuhteista (kaavah
III mukaisen halogeenijohdannaisen laatu ja liuottimen
laatu, reaktion kesto, reagoivien aineiden mddrdsuhde,

l&mpdtila jne.) .

Saatu hepariinin esteri, jonka sulfaattiryhmdt ja mahdol-
lisesti ei-esterdityneet karboksyyliryhmdt ovat kvater-
nddrisen ammonium- tai amiinisulfaatin tai -~-karboksy-
laatin muodossa, voidaan muuttaa alkalisuolaksi, maa-
alkalisuolaksi tai magnesiumsuolaksi, tai ei-suolan muo-
dossa olevaksi hepariinin esteriksi ennestddn tunnetuil-
la menetelmills, erikoisesti edelld esitettyjen menetel-

mien avulla.



Edelld selotettujen menetelmien avulla valmistetut
osittaiset tai tdydelliset esterit voidaan muuttaa varo-
vaisen hydrolyysin avulla estereiksi, joiden esterdi-
tymisaste on heikompi. T&llainen varovainen hydrolyysi
tapahtuu esimerkiksi antamalla mainittuihin osittai-
siin tai tdydellisiin estereihin vaikuttaa alkalikarbo-
naatin, erikoisesti dinatriumkarbonaatin vesiliuoksen,

30 minuutista 6 tuntiin, limpdtilav&dlilli 5°C - 25°cC.

Keksinn®n mukaisia selektiivisid estereitd, joissa ovat
esterdityneet, osittain tai kokonaan, joko yksinomaan
D-glukuronihapon renkaiden karboksyyliryhmdt, tai yk-
sinomaan D-glukoronihapon ja ei-sulfatoituneen L-iduro-
nihapon renkaiden karboksyyliryhmdt, saadaan antamalla
kaavan (IIT) mukaisen halogeenijohdannaisen, joka on
mddritelty edelld, reagoida hepariinin happamen kvater-
nddrisen ammoniumsuolan kanssa, jossa ovat suolan muo-
dossa paitsi sulfaattiryhm&t, joko yksinomaan D-gluku-
ronihapon renkaiden karboksyyliryhm&t, tai yksinomaan
D-glukuronihapon ja ei-sulfatoidun L-iduronihapon ren-
kaiden karboksyyliryhm&dt, ja muut karboksyyliryhmé&t
ovat hapon muodossa. Tdmd reaktio suoritetaan samoissa
olosuhteissa kuin kaavan (IIT) mukaisen halogeenijohdan-
naisen reaktio hepariinin neutraalin kvaternddrisen

ammoniumsuolan kanssa.

Hepariinin happamia kvaterngidrisid ammoniumsuoloja,
joissa ovat suolan muodossa paitsi sulfaattiryhmét,
ainoastaan D-glukuronihapon renkaiden karboksyyliryvh-
mdt, saadaan antamalla kvaternddrisen ammoniumsuolan

vaikuttaa hepariiniin vesiliuoksessa pH-arvolla 3-4.

Hepariinin happamia kvaternddrisid ammoniumsuoloja,
joissa ovat suolan muodossa, paitsi sulfaattiryhmit,
vksinomaan D-glukuronihapon ja ei-sulfatoidun L-iduro-

nihapon renkaiden karboksyyliryhmét, saadaan antamalla



kvaternddrisen ammoniumsuolan vaikuttaa hepariinin ve-
siliuoksessa riitt&vé@n alhaisella pH-arvolla niin ettd
muodostuu hepariinin kvaterndédrinen ammoniumsucla, jos-
sa ovat suolan muodossa vain sulfaattiryhmdt (k&ytéan-
ndssd pH-arvolla 2-2,5) ja sen jdlkeen neutraloidaan
selektiivisesti ndin saadun aineen D-glukuronihapon ja
ei-sulfatoidun L-iduronihapon renkaiden karboksyyliryh-
mdt lisd&mdllsd laskettu madrd kvaternddristd ammonium-
hydroksidia dimetyyliformamidi-vdliaineessa. T&md mdd-
rd lasketaan mainitun aineen jonkin mddr&tyn painom&a-
rédn neutralointikiyrédstd dimetyyliformamidi-v&liainees-

Sa.

Keksinndn mukaisia selektiivisid hepariinin estereitd,
joissa ovat esteréityjé, osittain tai kokonaan, joko
yksinomaan sulfatoidun L-iduronihapon renkaiden karbok-
syyliryhmdt tai yksinomaan ei-sulfatoidun L-iduroniha-
pon ja sulfatoidun L-iduronihapon renkaiden karboksyyli-
ryhmdt, valmistetaan antamalla kaavan (II) mukaisen al-
koholin vaikuttaa hepariiniin vesiliuoksessa, jossa on
mukana kondensoitumista edistdvdd ainetta, joka on vesi-
liukoisen karbodi-imidin tyyppid, kuten esimerkiksi
etyyli-1l-(dimetyyliamino-3-propyyli)-3-karbodi~imidid,
ja vdliaineen pH on s&d&detty arvoon 3,5-4,5 ensimm&i-
sessd tapauksessa ja arvoon 2-3 toisessa tapauksessa.
Kaavan (II) mukaisena alkoholina voidaan kdyttdd var-
sinkin metanolia ja etanolia, ja t&ll6in saadaan vastaa-
vasti hepariinin selektiivisid metyyli- ja etyylieste-

reitd.

Keksinndén mukaiset yhdisteet, kun niihin annetaan vai-
kuttaa natriumhydroksidin 0,1-n - 0,6-n vesiliuoksen
ldmpdtilassa 20°% - 60°% tai jonkin orgaanisen emdksen
kuten diatsa-1,5-bisyklo/4,3,0/noneeni-5:n metyleeni-
kloridissa, depolymeroituvat ja muuttuvat sulfatoitujen

polysakkaridien seoksiksi, joiden keskim&ddrdinen mole-



kyylipaino on alempi kuin hepariinin. N&md seokset
ovat antikoaguloimisaineita ja antitromboottisia ai-
neita, joita voidaan k&ytt&d tromboosien ehkdisyyn ja

hoitoon.

Seuraavat esimerkit valaisevat keksint6d sitd rajoitta-
matta. Esimerkit 1-12 koskevat ei~selektiivisten este-
reiden valmistusta, esimerkit 13-20 selektiivisten es-

tereiden valmistusta.

Lihtbaineena esimerkeissd 1, 6, 7 ja 8 kdytetty heparii-
nin neutraali bentsetoniumsuola eli bentsetoniumhepa-
rinaatti on perdisin sian sisdlmyksistd saadusta hepa-
riinista, ja sen tyypilliset fysikaaliset ominaisuudet

ovat seuraavat:

keskimddrédinen molekyylipaino: 16 000 daltonia

ominaiskiertokyky vesiliuoksessa 20°C:ssa:
171750 : + 41°

antikoaguloimistehokkuus ' codex = 157 u.i./mg

Esimerkeissd 2, 3, 4 ja 5 l&htOaineena kdytetty heparii-
nin neutraali bentsetoniumsuola eli bentsetoniumhepari-
naatti on perdisin h&rén sisdlmyksistd saadusta hepa-
riinista, ja sen tyypilliset fysikaaliset ominaisuudet

ovat seuraavat:
keskimddrédinen molekyylipaino = 11 400 daltonia
/o720 =+ 37°

antikoaguloimistehokkuus codex = 128 u.i./mg.

Esimerkeissd 10-12 l&htdaineena kdytetty hepariinin
neutraali bentsetoniumsuola eli bentsetoniumheparinaat-
ti on perdisin sian limakalvoista saadusta hepariinis-

ta, ja sen keskimddrdinen molekyylipaino on 16 000 dal-



tonia, ominaiskiertokyky vesiliuoksessa 20°C:ssa =

+44° ja antikoaguloimistehokkuus codex on 180 u.i./mg.
Esimerkeissd 13-20 ld&htOaineena kdytetty hepariinin:
natriumsucla vastaa edelld mainittua sian limakalvosta

saatua hepariinia.

Esimerkki 1

Liuokseen, jossa on 30 g bentsetoniumheparinaattia

600 ml:ssa dimetyyliformamidia, lisdt&d&n 30 g (kloori-
4)-bentsyylikloridia. Liukenemisen jdlkeen annetaan ol-
la kontaktissa 60 h ympéristén.lémpétilassa (noin 20°
C:ssa) ja lisdt&ddn sitten 600 ml 10-prosenttista nat-
riumasetaatin liuosta metanolissa. Muodostunut sakka
erotetaan suodattamalla, pestddn metanolilla ja kuiva-
taan vakuumissa. N&din saadaan 10,75 g hepariinin kloo-

ri-4-bentsyyliesteriid natriumsuolan muodossa.

Saadun aineen vesiliuoksen maksimiabsorptio on ultra-
violetissa aallonpituudella 220 nm. Optinen tiheys tdl-
14 aallonpituudella on vesiliuoksella, joka sis&dltdéd
5 mg ainetta 100 ml:ssa vettd, 0,605 paksuuden olles-

sa 1 cm.

Esimerkki 2

Liuokseen, jossa on 5 g bentsetoniumheparinaattia

125 ml:ssa dikloorimetaania, lis&t#d#n 5 g etyylikloo-
riasetaattia ja liukenemisen jdlkeen annetaan olla kon-
taktissa 3 vrk ajan ympdristén ldmp&tilassa. Haihdu-
tetaan liuvotin vakuumissa, otetaan j&&nnds 75 ml:aan
dimetyyliformamidia ja saostetaan se lisddmilld 75 ml
l0-prosenttista natriumasetaattiliuosta metanolissa.
Sakka, joka on erotettu suodattamalla, pestd&n metano-
lilla ja kuivataan sitten vakuumissa. Ndin saadaan

1,72 g hepariinin karbetoksimetyyliesterid natriumsuolan

muodossa.
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Esimerkki 3

Liuokseen, jossa on 10 g bentsetoniumheparinaattia

250 ml:ssa dikloorimetaania, lis&tddn 10 g (kloori-4)-
bentsyylikloridia, joka liuotetaan sekoittamalla. Anne-
taan liuoksen levdtd 24 h ympdriston ldmpotilassa, ja
haihdutetaan sitten liuotin vakuumissa. J&&nnds otetaan
150 ml:aan dimetyyliformamidia ja se saostetaan lisdd-
mdlld 150 ml 10-prosenttista natriumasetaattiliuosta
metanolissa. Suodatetaan ja pestddn sakka metanolilla
ja kuivataan vakuumissa ja saadaan 3,84 g hepariinin

kloori-4-bentsyyliesterid natriumsuolan muodossa.

Saadun aineen vesiliuoksella on maksimi absorptio ultra-
vieoletissa aallonpituudella 220 nm. Optinen tiheys t&dl-
13 aallonpituudella vesiliuoksella, joka sisdltd8d 5 mg
ainetta 100 ml:ssa vettd, on 0,337 paksuuden ollessa

1l cm.

Esimerkki 4

Liuokseen, Jjossa on 5 g bentsetoniumheparinaattia 125
ml:ssa dikloorimetaania lis&td&n 5 g (nitro-4)-bentsyy-
likloridia, joka liuotetaan sekoittamalla. Liuoksen
annetaan sitten seistd 3 vrk ajan ympdriston la&mpdti- |
lassa ja sitten haihdutetaan liuotin vakuumissa ja
liuvotetaan jd&nnds 75 ml:aan dimetyyliformamidia. Muo-
dostunut esteri saostetaan lisd&m&lld 75 ml 10-prosent-
tista natriumasetaatin liuosta metanolissa. Sakka ote-
taan talteen suodattamalla, pestddn metanolilla ja kui-
vataan vakuumissa. Saadaan tdlld tavoin 1,89 g hepa-

riinin nitro-4-bentsyyliesterid natriumsuolan muodossa.

Saadulla aineella on maksimi absorptio ultravioletissa
aallonpituudella 272 nm. Optinen tiheys t&l114 aallon-
pituudella vesiliuoksella, joka sisdltdd 5 mg ainetta

100 ml:ssa vettd, on 408 paksuuden ollessa 1 cm.
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Esimerkki 5

Liuokseen, jossa on 10 g bentsetoniumheparinaattia

250 ml:ssa dikloorimetaania, lisdtddn 10 g (kloori-4)-
bentsyylikloridia, jbka liuotetaan sekoittamalla. Liuok-
sen annetaan seisoa.ympéristén lémpdtilassa 24 h ajan,
sitten haihdutetaan liuotin vakuumissa. J&ddnnds otetaan
200 ml:aan eetterid ja erotetaan suodattamalla muodos-
tunut sakka. Ndin saadaan 10 g hepariinin kloori-4-

bentsyyliesterid bentsetoniumsuolan muodossa.

Esimerkki 6

Liuokseen, jossa on 120 mg bentsetoniumheparinaattia

2,4 l:ssa dimetyyliformamidia, lis&t&&n 120 g (kloori-
4) -bentsyylikloridia, joka liuotetaan sekoittamalla.

Liuos jdtetddn sitten seisomaan ymp&ristén limpdtilas-
-sa 60 h ajaksi, sitten lis&tddn 2,4 1 l0-prosenttista
natriumasetaattiliuosta metanolissa. Muodostunut sakka
erotetaan suodattamalla, pestddn metanolilla ja kuiva-
taan vakuumissa. N&in saadaan 46 g hepariinin kloori-

4-bentsyyliesterid natriumsuolan muodossa.

Saadulla aineella on vesiliuoksessa maksimi absorptio
ultravioletissa aallonpituudella 220 nm. Optinen tiheys
tdl114 aallonpituudella vesiliuoksella joka sisdltii

5 mg ainetta 100 ml:ssa vettd on 0,573 paksuuden olles-

sa 1 cm.

Esimerkki 7

Liuokseen, jossa on 30 g bentsotoniumheparinaattia

600 ml:ssa dimetyyliformamidia lis&tddn 30 g etyyli-
klooriasetaattia. Liukenemisen jdlkeen annetaan olla
kontaktissa 60 h ajan ympdristtn l&mpdtilassa, sitten
lisdtd8n 600 ml 1l0-prosenttista natriumasetaattiliuos-
ta metanolissa. Muodostunut sakka erotetaan suodatta-
malla, pestdd&n metanolilla ja kuivataan vakuumissa.
Ndin saadaan 10,78 g hepariinin Karbetoksimetyyli-es-

terid natriumsuolan muodossa.
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Esimerkki 8

Liuokseen, jossa on 5 g bentsetoniumheparinaattia 125
ml:ssa dikloorimetaania, lis&dtdd@n 5 g klooriasetonit-
riilid, joka liuoteﬁaan sekoittaen. Liuos jadtetdédn

48 h ajaksi ympdristdén lémpdtilaan, sitten haihdute-
taan liuvotin vakuumissa. J&8nn8s liuotetaan 75 ml:aan
dimetyyliformamidia ja saostetaan lisd&mdlld 75 ml
l0-prosenttista natriumasetaatin liuosta metanolissa.
Sakka erotetaan suodattamalla, pestdédn metanolilla ja
kuivataan vakuumissa. N&in saadaan 1,63 g hepariinin

syanometyyliesterid natriumsuolan muodossa.

Esimerkki 9

Liuotetaan sekoittaen 3 g esimerkissd 6 saatua heparii-
nin kloori-~4~-bentsyyliesterid 120 ml:an l0-prosenttis-
ta dinatriumkarbonaatin vesiliuosta. Sekoitetaan 2 h
ajan lémpdtilassa 20°c - 25°C ja sdddetddn sitten liuok-
sen pH arvoon 6 lisddm&lld kloorivetyhapon N vesiliuos-
ta, sen jdlkeen vesiliuokseen ndhden kaksinkertainen
volyymi metanolia. Muodostunut sakka eristetddn suodat-
tamalla ja saadaan ndin 2,1 g hepariinin kloori-4-bent-

syyliesterisi.

Saadulla aineella on vesiliuoksessa maksimi absorptio
ultravioletissa aallonpituudella 220 nm. Optinen ti-
heys tdllad aallonpituudella vesiliuoksessa, joka sisdl-
td8 5 mg ainetta 100 ml:ssa vettd, on 0,260 paksuuden

ollessa 1 cm.

Esimerkki 10

Liuokseen, jossa on-10 g bentsetoniumheparinaattia

50 ml:ssa dikloorimetaania, lis&dtd&n 10 ml bentsyyli-
kloridia. Liuvotetaan ja jatet&&n liuos 96 h ajaksi ym-
pdristdn l&mpdtilaan, sen jdlkeen lis&td&n 50 ml 10-
prosenttista natriumasetaattiliuosta metanolissa. Saa-

tu sakka otetaan talteen suodattamalla, pestddn meta-
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nolilla ja liuotetaan uudestaan 20 ml:aan l0-prosent-
tista natriumkloridin vesiliuosta. Lisdtd&n 50 ml meta-
nolia ja eristetddn suodattamalla 3,62 g hepariinin

bentsyyliesterid natriumsudlan muodossa.

Saadun aineen tyypilliset fysikaaliset ominaisuudet

ovat:

Karboksyyliryhmien esterditymisaste: 70 %
Absorptiospektri ultravioletissa, vesiliuoksessa joka
sisdltdd 50 /ug/ml:
maksimi absorptio aallonpituudella 195 nm - 205 nm
optinen tiheys aallonpituudella 205 nm paksuuden ol-
lessa 1 cm: 0,359.

Esimerkki 11

Liuokseen, joka sisdltdd 10 g bentsetoniumheparinaat-

tia 50 ml:ssa dikloorimetaania, lisdtddn 0,9 ml metyy-
lijodidia ja annetaan olla kontaktissa 24 h ajan ympé&-
ristdn lampdtilassa. Sitten lis&dtd&n 50 ml l0-prosent-
tista natriumasetaatin liuosta metanolissa. Saatu sakka
eristetddn suodattamalla, pestddn metanolilla ja liuo-
tetaan uudelleen 20 ml:aan l0-prosenttista natriumklo-
ridin vesiliuosta. Lis&dtddn 50 ml metanolia ja otetaan
talteen suodattamalla 3,38 g hepariinin metyyliesterid
natriumsuolan muodossa, Jjonka karboksyyliryhmien este-

roitymisaste on 55 %.

Esimerkki 12

Liuokseen, jossa on 10 g bentsetoniumheparinaattia

50 ml:ssa dikloorimetaania, lis&td&n 1 ml etyylijodi-
dia ja jitetH&n liuos 24 h ajaksi ympdristdn l&mpSti=
laan. Sitten lisdtd&n 50 ml 10-prosenttista natriumase-
taatin liuosta metanolissa. Muodostunut sakka erotetaan
suodattamalla, pestdd&n metanolilla ja liuotetaan uudel-

leen 20 ml:aan 1l0-prosenttista natriumkloridin vesi-
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livosta. Lisdtddn 50 ml metanolia ja otetaan talteen
suodattamalla 3,45 g hepariinin etyyliesterid natrium-
suolan muodossa, jonka karboksyyliryhmien esterdity-

misaste on 45 %.

Esimerkki 13

Liuokseen, jossa on 10 g hepariinia (natriumsuolaa)

40 ml:ssa vettd lisdtddn 2,5 ml etikkahappoa ja sitten
hitaasti ja sekoittaen 150 ml 1l0-prosenttista bents-

etoniumkloridin vesiliuosta. Muodostunut sakka otetaan
talteén sentrifugoimalla, pestddn vedelld jé kuivataan.

Saadaan 19,67 g hapanta bentsetoniumheparinaattia.

Liuotetaan 5 g edelld olevaa ainetta 100 ml:aan dime-—
tyyliformamidia ja lis&dtd&n 5 g (kloori-4)-bentsyyli-
kloridia. Annetaan olla kontaktissa 48 h ajan ympdristdn
ldmpbtilassa, sitten lisdtddn 100 ml 10-prosenttista
natriumasetaatin metanoliliuosta. Muodostunut sakka ero-
tetaan suodattamalla, pest&didn metanolilla ja kuivataan |
vakuumissa. Ndin saadaan 2,11 g hepariinin (kloori-4)-

bentsyyliesterid natriumsuolan muodossa.

Saadun aineen tyypilliset fysikaaliset ominaisuudet:
Karboksyyliryhmien esterditymisaste: 22 %

Absorptiospektri ultravioletissa vesiliuoksessa, joka
sisdltidsd 50 /ug/mlz
maksimi aallonpituudella 126 nm-220 nm
optinen tiheys aallonpituudella 220 nm paksuuden
ollessa 1 cm: 0,120.

Esimerkki 14
Liuokseen, jossa on 10 g hepariinia (natriumsuolaa)

40 ml:ssa vettd, lisitddn 2,5 ml etikkahappoa, ja sit-
ten hitaasti ja sekoittaen 150 ml l0-prosenttista bents-

etoniumkloridin vesiliuosta. Muodostunut sakka otetaan
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talteen sentrifugoimalla, pestddn vedelld ja kuivataan.

Ndin saadaan 10,67 g hapanta bentsetoniumheparinaattia.

Liuotetaan 5 g edelld olevaa ainetta 25 ml:aan dikloo-
rimetaania ja lis&t&dn 2,2 ml metyylijodidia. Liuosta
pidetddn valolta suojattuna 24 h ajan ympdristdn l&m-
pbtilassa. Lis&td&n 75 ml l0-prosenttista natriumase-
taatin metanoliliuosta. Muodostunut sakka erotetaan
suodattamalla, pestdin metanolilla ja kuivataan vakuu-
missa. Saadaan 2 g hepariinin metyyliesterid@ natrium-
suolan muodossa (karboksyyliryhmien esterditymisaste:
22 %).

Esimerkki 15

Liuokseen, jossa on 10 g hepariinia (natriumsuolaa)

40 ml:ssa vettd, lisdtddn 2,5 ml muurahaishappoa ja
sitten hitaasti ja sekoittaen 150 ml l0-prosenttista
bentsetoniumkloridin vesiliuosta. Otetaan talteen sak-
ka sentrifugoimalla, pestddn se vedelld ja kuivataan
vakuumissa. N&din .saadaan 20,5 g hapanta bentsetonium—
heparinaattia. Liuotetaan 10 g edelld olevaa ainetta
200 ml:aan dimetyyliformamidia, lisdtd&n sitten 27,4 ml
0,1-n tetrabutyyliammoniumhydroksidin liuosta n-pro-

panolin ja metanolin seoksessa.

Lisdtddn 10 g (kloori-4)-bentsyylikloridia ja j&tetd&dn

5 vrk ajaksi ympdristSn ldmp&tilaan. Lisdtddn 250 ml
l0-prosenttista natriumasetaatin metanolilijuosta. Erote-
taan suodattamalla 4,50 g hepariinin (kloori~4)-bentsyy-

liesterid natriumsuolan muodossa.

Saadun aineen tyypilliset fysikaaliset ominaisuudet:
Karboksyyliryhmien esterditymisaste: 45 %

Absorptiospektri ultravioletissa vesiliuoksessa, joka

sisdltdda 50 /ug/ml:
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maksimi aallonpituudella 196 nm - 220 nm
optimi tiheys aallonpituudella 220 nm paksuuden
ollessa 1 cm: 0,265.

Esimerkit 16-20

Liuokseen, jossa on 0,600 g hepariinia (natriumsuolaa)

7 ml:ssa vettd, jonka pH on sdddetty haluttuun arvoon
(vrt. alla olevaa'taulukkoa) lisddmdl1& kloorivetyhapon
N vesiliuosta, lis&dtddn 0,300 g etyyli-1-(dimetyyli-
amino-3-propyyli)-3-karbodi-imidia.

Annetaan olla kontaktissa 1 h ajan ympdristdn lampdti-
lassa ja lisdtd&n 2,5 ml natriumkloridin vesiliuosta,
jossa on 280 g/1, sitten 15 ml metanolia. Otetaan tal-
teen muodostunut sakka suodattamalla, pestddn se meta-
nolilla ja kuivataan vakuumissa. Ndin saadaan heparii-
nin metyyliestereitd natriumsuolan muodossa, joiden
karboksyyliryhmien estertitymisaste on ilmoitettu alla

olevassa taulukossa.

Esi- Hepariinin vesi- Saadun esterin Esterd&i-
merkki liuvoksen pH _paino ’ ~tymisaste
16 2,5 0,565 g 77 %
17 3 0,647 g 70 %
18 3,5 0,527 g 50 %
19 4 0,545 g 31 8
20 4,5 0,550 g 19 &
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Patenttivaatimukset

1. Hepariinin esterit, tunnetut siitd, ettad
ne johdetaan hepariinista korvaamalla hepariinin karb-

oksyyliryhmdt ryhmilld, joiden kaava on:

-C-0-CH~-A (1)
n v
0 R

jossa R on vetyatomi tai metyyliryhmd ja A on vety-
atomi tai metyyli- tai fenyylirvhm&, tai

o - Y
-C-0-CH -C-0-C,H., CN tai
0 0 X

Xydﬁ klooriatomi tai nitroryhmd, alkyyli, jossa on 1-4
C-atomia tai metoksi ja Y on vety- tai klooriatomi,:

ja korvaaminen on joko -osittainen tai té&ydellinen sii-
nd tapauksessa, ett%’A ei ole vetyatomi tai metyyli-

tai fenyyliryhm& ja osittainen korvaaminen vastaa

X

karboksyyliryhmien estertitymisastetta 10 % - 90 %
siind tapauksessa, ettd A on vetyatomi tai metyyli-
tai fenyyliryhm&, ja mainittujen estereiden alkali-,
maa-alkali- ja magnesiumsuolat ja kvaterndidriset ammo-

nium- ja amiinisuolat.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukaiset hepariinin esterit,
tunnetut siitd, ettd kaavan (I) mukaisissa ryh-

missd@ R on vetyatomi ja A on ryhmda

-C-0-C,H CN 1 tai NO
C-0~Cais, @ @2’

O
ja mainittujen estereiden alkali-, maa-alkali- ja

magnesiumsuolat, kvaternddriset ammonium- ja amiini-

suolat.

3. Patenttivaatimuksen 1 mukaiset hepariinin esterit,
tunnetut siitd, ettd ne ovat ei-selektiivisia
estereitd ja mainittujen estereiden alkali-, maa-alka-
li- ja magnesiumsuolat, kvaterndidriset ammonium- ja

amiinisuoclat.
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4. Patenttivaatimuksen 1 mukaiset hepariinin esterit,
tunnetut siitd, ettd ne ovat selektiivisid es-
tereitd, joissa ovat esterdityneind, joko osittain tai
kokonaan, yksinomaan D-glukuronihapon renkaiden karb-
oksyyliryhmdt ja mainittujen estereiden alkali-, maa-
alkali- ja magnesiumsuolat, kvaternddriset ammonium-

ja amiinisuolat.

5. Patenttivaatimuksen 1 mukaiset hepariinin esterit,
tunnetut siitd, ettd ne ovat selektiivisia
estereitd, joissa ovat esterdityneind, joko osittain
tai kokonaan, yksinomaan D-glukuronihapon ja ei-sulfa-
toidun L-iduronihapon renkaiden karboksyyliryhmédt, ja
mainittujen estereiden alkali-, maa-alkali- ja magne-

siumsuolat ja kvaternddriset ammonium- ja amiinisuolat.

6. Patenttivaatimuksen 1 mukaiset hepariinin esterit,
tunnetut siitd, ettd ne ovat selektiivisid es~-
tereitd, Jjoissa ovat esterdityneind, Jjoko osittain tai
kokonaan, yksinomaan ei-sulfatoidun L-iduronihapon ja
sulfatoidun L-iduronihapon renkaiden karboksyyliryh-
mdt, ja mainittujen estereiden alkali-, maa-alkali-

ja magnesiumsuolat ja kvaterndddriset ammonium- ja

amiinisuolat.

7. Patenttivaatimuksen 1 mukaiset hepariinin esterit,
tunnetut siitd, ettd ne ovat selektiivisiid
estereitd, joissa ovat esterbityneind, joko osittain
tai kokonaan, yksinomaan sulfatoidun L-iduronihapon
renkaiden karboksyyliryhmdt, ja mainittujen estereiden
alkali-, maa-alkali- ja magnesiumsuolat ja kvaterndi-

riset ammoniumsuolat ja amiinisuolat.

8. Minkd tahansa patenttivaatimuksista 1-7 mukaisten
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estereiden alkalisuolat, tunnetut siitd, ettd

alkalinen kationi on natrium.

9. Minkid tahansa patenttivaatimuksen 1-7 mukaisten
estereiden maa-alkalisuoclat, t unne t ut siita,

ettd maa-alkalikationi on kalsium.

10. Minkd tahansa patenttivaatimuksen 1-7 mukaisten

estereiden magnesiumsuolat.

11. Minkd tahansa patenttivaatimuksen 1-7 mukaisten
estereiden kvaternddriset ammoniumguolat, tu n n e -
t ut siitd, ettd kvaternddrinen ammoniumkationi on

bentsetoniumkationi.

12. Menetelmd, jonka avulla voidaan valmistaa patent-
tivaatimuksen 3 mukaisia yhdisteitd, t unne t t u
siitd, etta

a) valmistetaan hepariinin hapan suola korvaamalla
hepariinin happamet sulfaattiryhmdt kvaternddrisilli
ammoniumsulfaattiryhmilld ja hepariinin karboksyyliryh-
mdt pysyvat vapaassa muodossa,

b) annetaan mainitun hepariinin happamen suolan rea-

goida alkoholin kanssa, jonka kaava on: ' 3

HO - CH - A (II)
R

jossa R ja A merkitsevdt samaa kuin patenttivaatimuk-
sen 1 kaavassa (I),

c) muutetaan mahdollisesti n&din saatu hepariinin es-
terin kvaternddrinen ammoniumsuola mainitun esterin
alkali-, maa~alkali- tai magnesium- tai amiinisuolak-
si, tai ei-suolan muodossa olevaksi hepariinin este-

riksi.
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13. Patenttivaatimuksen 3 mukaisten yhdisteiden val-
mistusmenetelmd, t unne t t u siitd, ettd pannaan
reagoimaan hepariinin neutraalinen kvaternd&rinen
ammoniumsuola tai amiinisuola halogeenijohdannaisen

kanssa, jonka kaava on:

‘Hal - CH - A . (ITI)
R

jossa Hal merkitSee kloori-, bromi- tai jodiatomia ja
R ja A merkitsevdt samaa kuin patenttivaatimuksen 1
kaavassa (I), ja muutetaan mahdollisesti ndin saatu
hepariinin esterin kvaternddrinen ammoniumsuola tai
amiinisuola mainitun esterin alkali-, maa-alkali- tai
magnesiumsuolaksi tai ei-suolan muodossa olevaksi

hepariinin esteriksi.

14. Patenttivaatimuksen 3 mukaisten yhdisteiden val-
mistusmenetelmd, t unnet t u siitd, ettd jomman

kumman pétenttivaatimuksen 12 tai 13 mukaisen menetel-
md&n mukaan saadut yhdisteet hydrolysoidaan varovaises-

ti.

15. Patenttivaatimuksen 14 mukainen menetelmd, t u n-
nettu siitd, ettd varovainen hydrolyysi suorite-

taan k&yttdm&lld alkalikarbonaatin vesiliuosta.

16. Patenttivaatimuksen 4 mukaisten yhdisteiden val-
mistusmenetelmd, t un n e t t u siitd, ettd annetaan

halogeenijohdannaisen, Jjonka kaava on:

Y

Hal - CH - A (I1I1)
R
jossa Hal on kloori-, bromi- tai jodiatomi ja R ja A
merkitsevidt samaa kuin patenttivaatimuksen 1 kaavassa
(I), reagoida hepariinin happamen kvaternddrisen ammo-
niumsuolan kanssa, jossa ovat suolan muodossa, paitsi
sulfaattiryhmdt, yksinomaan D-glukuronihapon renkaiden

karboksyyliryhmdt.



21

17. Patenttivaatimuksen 5 mukaisten yhdisteiden val-
mistusmenetelmd, t unn e t t u siitd, ettd annetaan

halogeenijohdannaisen, jonka kaava on:

Hal - CH - A (I11)
R
jossa Hal on kloori-, bromi- tai jodiatomi ja R ja A
merkitsevdt samaa kuin patenttivaatimuksen 1 kaavassa
(I), reagoida hepariinin happamen kvatern&ddrisen ammo-
niumsuolan kanssa, jossa ovat suolan muodossa, paitsi
sulfaattiryhmédt, yksinomaan D-glukuronihapon ja ei-

sulfatoidun L-iduronihapon renkaiden karboksyyliryhm&t.

18. Patenttivaatimuksen 6 mukaisten yhdisteiden val-
mistusmenetelmd, t un n e t t u siitd, ettd annetaan

alkoholin, jonka kaava on:

HO - CH - A (I1)
R
jossa R ja A merkitsevdt samaa kuin patenttivaatimuksen
1 kaavassa (I), reagoida hepariinin kanssa vesiliuok-
sessa jossa on mukana kondensoitumista edistdvidi ainet-
ta, Jjoka on vesiliukoisen karbodi-imidin tyyppid ja

vdliaineen pH on v&lillad 2-3.

19. Patenttivaatimuksen 7 mukaisten yhdisteiden val-
mistusmenetelmd, t un ne t tu siitd, ettd annetaan

alkoholin, jonka kaava on:

HO - CH - A (11)
R
jossa R ja A merkitsevdt samaa kuin patenttivaatimuksen
1 kaavassa (I), reagoida hepariinin kanssa vesiliuok-
sessa, jossa on mukana vesiliukoisen karbodi-imidin
tyyppid olevaa kondensoitumista edistdvdd ainetta ja

vdliaineen pH on v&dlillsd 3,5-4,5.
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