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Opfindelsen angdr blandingey af sulfatarede polysac~
charider, som hav lavers gennemsnitamolekyivaegt snd heparin,
sop indsholder meller 8 og 20% keder med an molekyivegt pi
under 20060 dalton og mellen $ og 203 keder med an molekylvagt
p& ovar 8004 dalton, »g hvorl forholdet meller gennamsnits-
molekylvagten efter vegt og gennemsnitsmolekyivesgten after
antal er mellem 1,3 oy 1,8,

Opfindelsen anglr ogsd en fremgangswade til fremstil-
ling af disse blandinger zawt anvendelse af blandingerne.
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BLANDINGER AF SULFATEREDE POLYSBACCHARIDER SAMT FREM.
STILLING OG ANVERNDELSE DERAF,

Den foreliggende opfindelse angdr polysaccharider mad lav molekylvesgt,
iseer hepariner mead lav molakylvaagl,

Heparingr er binlogiske stoffer udvundet ved ekstraltion, som herer i famili-
en af giveosaminoglycaner, og de sr anvendelige pa grund af deres antikog-
guierends og antithrombotiske virkningsr. De anvendes isssr ved behandling
af vensthromboser efter operationer. | nativ form har hepariner imidlertid vis-
se ulemper, som begranssr deres anvendelse. Baledes kan den antikoagu-
lerande virkning fremkalde bisdninger, og feisomheden over for visse serum-
faktorer, sasom pfd, npdvendigger anvendsizse af relathvt haje doser. Det er
alisd nedvendigh at foregs den antithrombotiske virkning, som iseer tilskrives
antiprothrombinase, pa bekosining af den antikoagulerende virkning, som

tilskrives antithrombinvirkning.

Tit dette formél er der blevet foresidet fragmentering af hepariner H molekyier
med lavere molekylvaxgle. | BEP patentskeifl nr. 40.144 beskrives saledes
bHandinger af sulfaterede polysaccharider med samme generells strukiur som
de polysaccharider, der indgdr | heparin, idet disse polysaccharider indehol-
der en ethylenisk dobbselibinding ved en af keedeendeme og har en gennem-
snitsmolekyivaegt efter veegt pa mellem 2000 og 10.000 dalton. Disse bian-
dinger fas ved depobymansation og forseebning af en heparinester, Det er
ariert, at blandingems har en hei antithrombotisk virkning og en tolal anti-
koagulerende virkning, som er lavers end virkningsn af heparin.

dukter. Det er alisd sveert at vurders det bidrag, som hver heparintype giver
4 heparinproduklets virkning, det er sveert 2l bestermime heparintypemes op-
forsel under depolymerisgtionen, og det er sveert at kontroliere heparintypsr-
nes strukdur og sgenskaber | sluttrodukiame. Af disse grunds har de ovenfor
nesvnie problemer Hidee kunnet lssss pa en fuldsteendiy tilfredsstifends ma-
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de. De ovenfor baskrevne fremgangsmader, isasr fremgangsmaden baskrae-

vet | EF patentskeift nr. 40144, gar det ikke muligt &t 18 blandinger med gn-

skeds farmakologiske egenskaber, dvs. en tilsirsskkeligt ha| habreringstid |

plasma, en tistraskkeligt hej absorptionshastighed, en god biclogisk tilgeen-
5  gelighed og on lav "dearance’”.

Der er 0gsé blevel beskrevel andre fremgangsmader 6 fragmentering af he-
parin med henblik pad at formindske de ugnskeds virkninger (Johnson et al.,
Thrombos. Haemosias, Stuttg., 1876, 38, 586, Lane ¢f al., Thrombosis Re-

10 search 18, 651, US patentsioift ne. 3.786.167). Alle disse publikationer synas
at vise, at den snskeds virkning frermmes, nar heparinets fragmenteringsgrad
forgges (se ogsd EP patentpublikation nr. 301,818, som baskriver pentasag-
charider med antithrombotisk virkning).

15 Nyligt gennemferie undersggalser af hepariners virkningsmekanisme ved
dannelse af thrombin har vist, at hepariners virkning in vilro pavirkes af gen-
remsnitamolekylvasgten (Beguin ot al, Thromb. Haemost., 81, 30, 1888).
Forfatterne angiver, at heparingr med lav molekyivesgt fremfor alt har en an-
iprothrombinase-virkning, og at hepariner med hejere molekvivaegt har en

20 antithrombin-virkning.

Dt er ogsa blevet foresidet at fraktionere hapariner til udvinding af blandin-
ger med mere homogen gennemsnitsmolekybvaegt, 1 EP patentpublikation nr.
337.327 beskrives saledes en fremgangsmade Hl fremstiliing af oligosaccha-
25 ridfregmenter afledt af heparin, og denne fremgangsmade muligger fremstil-
fing af blandinger med formindsket molekyivesgispredning. Helge denne
fremgangsmade flernes forst fraklioner med en gennemsnitsmolekylvesgt pé
under 3000 daltan, hwvitiet madferer, af fragmenter indeholdendes mindre end
10-18 saccharider flermnes fra slutprodukiet, og fraktioner med en molskyl-

30 wasgt pd over 7000 dalton. Denne behandling, som har H formal at homoge-
risere slutprodukiet, ger det ifelge opfinderme muligt at formindske den anti-
koagulsrends virkning under bibeholdelse al snsket antithrombotisk virkning.
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Ti trods for disse arbejder har de damnneds blandinger siadiy en tiibagevae-
rende blpdningsfremkaldende virkning sller en alt for lav antithrombotisk
virkning. Intet | den forpublicerede itleratur gor det muligh at bestemme hvitke
eqenskaber, der ber kombineres til opndeise af en optimal bivlogisk virkning,
5  Den konklusion, som foriatterne i de ovenfor angivne artikler drager, er si-

gende: Vi ved ikke hilken, der er den optimale kombination af heparinels
egenskaber. Najaglia karakiarisering af forskellige presparater og sammen-
igning af egenskabems med Rlindske observationer kan sventuelt give st
svar.

10
Diet har nu vist sig, at det er muligh st opnd hepariner med fordelaglige egen-
skaber, ismer  forebygosise og behandiing af thrombotiske tistands. Det har
siledes uventel vist sig, at ndr shuiprodukiet indeholder bade forbindelser
med hej molekylvaegl og forbindeiser med lav molekvivesgt, s& udviser pro-

15 duktel en bedre vickning, | modsasining 4 hwvad der fremgar af den kendis
reknik, synes det altsa at veers fordelagiigt, at der @ sluthlandingen bibeholdes
forbindelser med ho} molekylveegt samt en vis helerogenilet

Farmakokinetiske undersegelser af blandingerne ifglge oplindelsen visar, at
20 de forenar meget fordelaglige egenskaber,

Blandingeme falge opfindelsen har iseer en lesngers halveringstid end mo-
dent heparin 0g andre kendle produlder. Bet er desuden vigligh af undersire-
ge, at blandingsme ifeige oplfindeisen | modsseining 6 heparin har en halve-

25  ringstid, som e uathsengig af den injficerede dosis. Delle er interessant, da
den fremkaldie virkning er meget mere forudsigelig end ved anvendelss af
heparin.

Hos mennesker har blandingerne ifgige oplindelsen en uidmeaerket biologisk

a0 tlgengelighed, bestemt ved hjmip af anti-Xa-akiivileten. Saledes s en
varrdi pd ca. 30% for heparin og ca. 90% for blandingeme Heige opfindsisen,
Dette er meget fordelagtigt, da det muligger formindskelse af de injicerede
doser og forbedring af den lerapeutiske vitkning.
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En anden viglly sgenskab af blandingeme Helge opfindelsen er den siore
absorptionshastighed. Denne egenskab ger det muligh at opné en noesten
pieblikkelly biologisk virkning. Delte madiprer en hurtigers og sikrere be-
handling af patienden.

En anden egenskab af blandingeme Hglge opfindelsen er, at de har en lay
"clegrance” sammaentignet med modent heparin og andre kendte produkier,
Takket vaers den kemiske shruklur, maolekyivasglten og sulfatindhoidet udviser
hiandingerne Holge opfindelsen en god modstandsdygtighed mod nedbryd-
ning {desulfatering, hydrolyse) og eliminering, hvilket forpger blandingemes
terapeutiske virkning.

Blandingeme folge opfindelsen udviser desuden en kengere opholdstid end
udgangs-heparinet. Denne egenskab viser sig ved en forleengsise af den tid,
| hvitken produkiet forbliver aktivt In vivo, og allsd ved en bedre terapeutisk
virkning.

Blandingeme ifelge oofindelsen har ogsd en mindre felsomhad over for se-
rumfakiorer, hvilket forpger virkningsvarigheden in vivo og muligger anven-
delse af fave doser.

Uisse meget fordelagtige egenskaber f3s ved, at man under fremstifiingen
regulersr visse strukiuregenskaber af de tilstedevesrende forbindelser og re-
gularer molekyiveegifordalingen. De dannede blandingsr har el gunstigt for-
hald mellem fraktioner med hel molekylvaegt og fraklioner med lav molelyl-
vasgt, hwilket giver bBlandingsme npdvendige antithrombotiske egenskaber

Die karakteristiske egenskaber udirykkes ved hisslp af den procentusiie andsl
af tungs keeder respekiive lette kender og forholdet mellem blandingernes
gennemsnitsmolekylvenyt efier vaegl og deres gennamsnitsmolekylvaegt efter
antal, som afspejler molekylveegispredningen.
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Den foreliggende opfindeise angar saledes blandingsr af sulfaterede poly-
saccharider med den samme genersile struliur som de polysaccharider, der
indgédr | heparin, og disse blandinger er elendommelige ved, at de har lavere
gennemanitsmolakylvaagt efter veegt end heparin, at de indeholder mellem &
ng 20% kaeder med en molekylvesgt pa under 2000 dalton og mellem 8 g
20% kander med en molekylvaegt pa over 8000 dalton, og at forholdet mellem
gennemsniismolekyiveagten effer vaegl og gennemsnilsmolelyivesgien efter
anial ey mellem 1,3 og 1,8.

Dot ar desuden blevet konsiatersl, at det er muligt at forbedre blandingemes
sgenskaber yderligers ved at formindske deres indhold af urenheder, De fle-
ste hepariner indeholder sadanne urenhader som nuckeinsyrer, polypeptider
og forskellige polysaccharider. Blandt disse kan iseer nssvnes chondroftingule
fater, heparansulfat og dermatansulfat. P3 grund af den megst haje molalkyl-
vapgt, de indgdende substituenter og sullsteringsgraden kan hver og en af
disse urenheder forstyrre fremstillingen af produldet (f.eks. depolymerisatio-
nen, sa den endalige molskylvmsgtiordeling forandres. Urenhademe kan og-
sa direkte pavirke akbivitsten ved at modificere egenskabsrme af de aklive
keeder. Hglge opfindelsen ar det muligt at eliminere disse urenhader, hvorved
der kan konstaterss en forbedring af sgenskaberne af de blandinger, som
har veeret underkastet denne forbehandling. Virkningen af denne forbehand-
fing kan méles ved anvendelse af dermatansulfat som wrenhedsstandard.

Blandingerne af sulisterede polysaccharider folge opfindelsen indeholder
foririnsvis mindre end 2% dermatansuifat.

fortrinavis en gennemsnitsmolekyiveegt sfler veegt pd mellem ca. 3500 og
5500 dalton.
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Kaedeme af de sulfaterede polysaccharider, som indgdr | blandingerme ifelge
gpfindelsen, indeholder fortrinsvis en 2-0-sulfo-d-enopyranosuronsyrs ved en
af kaedeendeme.

Den foreliggende opfindelsen angdr ogsd en fremgangsmade i fremstilling
af blandinger af sulfaterede polysaccharider, som har lavere gennemsnitsmo-
ekyivaagt end heparin og indeholder mellem 8 og 20% kaeder med an mole-
kvlvaegt pd under 2000 dalton og mellem 5 og 20% keader med an molekyl
vaegt pd over 8000 dalton, og hvorl forholdet meilem gennemsnitamolekyl-
vesgten efler veegt og gennemsnitamolekviveagien efter antal er mellem 1.3
ag 1.8, og demne fremgangsmade er sjendommelig ved, at den omfatier fal-
gende trim

{a} [ et forste trin omdannes heparin | vandholdigh medium tl et salt
deral ved haelp af of kvaternaert ammoniumsall med lang keeds,

{b} i ot andet trin forestres det dannede salt il dannelse af en ester
med en forestringsgrad pé mellem 8.5 og 14%, og

{c} i et tredie trin depolymeriserss den dannede ester med en
forestringsyrad pé mellem 9.5 og 14%.

Diat ar blevet konstaterst, at man kan reguiere depoiymerisationsniveaust og
dermed slutprodukdets molekyiere egenskaber ved at forestre salte! af ud-
gangsheparinet til passende forestringsgrad.

folge opfindeisen er det alisd muligh dirskle og pa reproducerbar made at
fremstille blandinger af sulfaterede polysaccharnider med de ovenfor angivas
egenskaber.

Det ved fremgangsmaden Hglge opfindelsen anvendte udgangsheparin er

fortrinsvis f svinsheparin, isser fra svineslimhinda. Det har vist sig, at aklivi-
teten g7 de dannede blandingsy kan variere vaesentligt athaengigt af ud-
gangsheparinets oprindelse. Nér udgangsheparinet hidrerer fra kveeg, fas
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saledes blandinger med hejere antikoagulerende virkning, end ndr heparingt
hidrgrer fra grises tarmslimhinde.

Halge en seerlig! foretrukken varant af fremgangsmaden ifplge opfindelsen
gennemisras desuden of indisdende trin 1 udfssldning af udgangsheparinet
vad heelp af en alkohol Denne forbehandling ger det muligh at formindske
indholdet af urenheder af typen chondroftinsuifat og heparansulfat. En alko-
hed, som giver gode resuliaier ved denne behandling, er methanol.

MNatriumheparineds renhed kan demsest bastemmes ved veeskechromatografi
rmed sterisk udelukkeize,

Detle indledende irin ger det issr mudigt at fremstille of heparin med ef ind-
hold af dermatansulfat pé mindre end 2%.

Saltdanneisen af heparinet gennemfores pé feigends made.

Heparinsalte! kan fromstilles ved, at et overskud af tisvarende salt omsaeties
mad et natriumbeparin | vandholdigh medium ved en temperatur neer 20°C.
et anvendte kvatemasre ammoniumsalt er forfrinsvis e benzethoniumsalt,
imger benzethoniumchiorid, som kan omsssties med natriumheparinat.

Forestringen | det andet trin af fremgangsméden gennemfores pa felgende
made.

Den partielle heparnester | form af salt, hvis forestringsgrad er pa mellem 9.5
oy 14%, kan fremsiilies ved forestring af det kvaterneers ammoniumsalt (med

tang keede) af heparin | et chloreret organisk oplesningsmiddel | nesrvierelse

af en chiorforbindelse. Resklionens effekiivitel kan foreges ved regulering af
andelens af de forskellige reaklionskomponenter, reaktionstemperaluran og
regktionstiden.

Den partislle heparinester er hensigismeassigt en aromatisk ester.
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Dren anvendte chloforbindslse sr fortrinsvis benayichiond, og det chiorereds
oplgsningsmiddel er fortrinsvis chloroform eller methylenchiond.

For at forestringsgraden skal blive pd mellarn 8.5 og 14%, er det iseer han-
sigtsmzessit, al der per vaegidel heparinsall anvendes 1 volumendsl chior-
forbindelse i 3-5 volumendsle chiorgrel organisk oplssningsmiddsl, samt at
reaktionen gennemferes | lebet af 15-48 timer ved en lemperalur pd mellem
25 og 45°C, fortrinsvis pa mellem 30 og 40°C.

Hpige an foretrukken udigrelzesform foreligger den particlie heparinaé‘tar ;
form af natriumsall

De sdledes dannede estere kan udvindses ved udfsidning ved help af an
atkohol, issr methanol, | naerveereise af natriumacetat, Der anvendes for-
fringvis mellemn 1 og 1,2 volumener alkohol per volumen reaklionsmedium.
Esterens forastringsgrad kan kontrolieres ved hajeffaldly veeskechromatogra-
fi. Nér der er tale om en benzyiester, kan man male den meengde benzyial-
kohol, som f8s ved forssebning af ssteren ved 0°C.

Det sidste frin af fremgangsmdden ifslge opfindelsen gemnemfares hen-
sigtamaessigh pa felgende méds.

Denolymerisationan sker fortrinevis ved, at esteren behandies med an steerk
base | vandig oplesning. Fordrinsvis anvendes natriumbydroxid.

Veegiiorholdet mellam base og ester er hensigisrmaessigt mellem 0,08 0g 8,2,

fortrinsvis mellem 0,08 og 0,15,

Reaktionsmedists temperatur indstifles 4l en vaardi pd mellem 50 og 70 °C,
fortrinsvis mellem 55 og 85 °C, og reaktionen gennarmfores | lsbet af 30 mi-
autter 8 3 timer, forrinsvis | lgbet af 1-2 dmer,
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Dot er desuden hensigismaessigh al gennemfore reaktionen | et medium,
hwort vasgtforholdet mellem vand og ester ar mellern 15 og 30.

Halge en sapddigh fordelagliy udisrelsesfonn gennemfores depolymerisationen
5  wved, at &n vaegide! af den { tiin 2 dannede aromatiske ester af hepanin | form
af salt, hvis foreslringsgrad er pd mellerm 8,56 og 14%, blandes med 0,08 —
3,15 vaegidele natriumbydroxid og 20-30 vasgidele vand, hvorefter den dan-
nede blanding holdes ved en tlemperatur pa mellem 55 og 65°C 1 1-2 timer,

10 Produkiet kan udvindes ved, at reaktionsmaeadiet neulraliseres ved hisslp af en
fortyndet mineralsyre, fortringvis saltsyre, hvorpd udissldning gennemfpres
ved hiselp af an alkchol, sdsom methanol.

P4 denne made er det muligt direkle og pa reproducerbar made at fremstille
15 an blanding af sulfaterede polysaccharikder, som indeholder mellem 9 og 20%

kender med en molekylvaegt pd under 2000 dalion og mellem 5 og 20% kee-

dar med en molekylvasgt pad over 8000 dalton, som har en gennemsniismole-

kyivaegt pa mellemn 3500 og 5500 dalton, og hvord forholdet mellem gennem-

snitsmolekviveegten efter veegt og gennemsnitsmolekylvaegien efler antal er
20 mellem 1,3 0g 1.8,

Blandingsrme felge opfindelsen kan hensigismepssigt anvendes som antith-
rombotiske midisr

25  De kan isger anvendss B at forhindre vensthromboser ved risiko-tilstands,
Dette gaslder ogsd ved langvarige ristko-tiistande. Blandingermne falge opfin-
datsen ger det for forste gang muligh ved bestemte doser st formindske risi-

er 70% i fraveprelse af behandling og ca. 258% | naervepreise af heparin, er ca.

a0 10% ved anvendelse af blandingerne Helge opfindsisen sller t og med end-
nu mindre.
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Ved indspraitning af blandingems ifeige opfindelsen | en kunstig nyres rarsy-
stem kan forekomsten af thromboser formindskes. Den sidstneevnte anven-
delse kan udvides B forhindring af thromboser | kirurgisk material,

£n anden fordelaglig terapeutisk anvendsaiss af blandingerne ifpige opfindst-
sen e forhindring af thrombotiske tistande { arterleme, iser ved myocar
digdnfarki.

Diet or desuden meget fordelagligt at anvende blandingeme faige opfindel-
san H forhindring af vensthromboser hos Kirurgiske patienter vaed behandiing
sfter opsrationen. Denne anvendelse or meget fordelagtig, da den gor det
muligt 8! undgd de bledningsrsicl under opeargtion og de problemer med tvpe
og dosis af badevelsesmidier, som kan optreeds ved behandling for operati-
o,

Alle dizse egenskaber viser de terapeutiske mulighsder for prasparatems
feige opfindslsen.

Opfindsisen ilustreres ved hiselp af de felgende, kke-begresnsends eksem-
plar.

Rastemmealsesmeioder

Produkiernaes molelyiveegle og molekylvaegifordslinger beostemmes  wved
haitrvksvaeskechromatografi med amvendelse af o serisforbundne seiler
{f.eks. de sailer, som forhandies under betegnelseme "TSK G 30008W {30 x
0,75 omy og “Lichrosorb 100 Diol” 10 u (25 x 0,78 om) eller "TEK G

E

ningsmiddal er en 0,3 M phosphatpuffer med en pHweardl pd 7, og strem-
men er 8,7 mi pr. minut, Systermet kalibreres med standarder fremstillet ved
fraktionering af enoxaparin "Pharmuka”} ved udelukkelseschromatografi pa
agarose-poly-acrylamid (IBFT) Helge den metode, der er besirevet af Bar-
rowlhffe et al., Thromb, Res., 12, 27-38 (18977-1878) ollsr DA, Lans &t al,
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Thromb. Res., 12, 287-271 (1877-1478). Resultaterne beregnes ved hjesip af
dataprograrmimet GPCE (Perkin Blimer).

i de fpigende eksempler males blandingemes toiale antikcagulerende virk-
ning ved turbidimett med anvendelse af den ferste intermnationale standard
for heparin med lav molekyiveegl. Virkning mod faktor Xa {den antithrombo-
tiske virkning) males ifelge den amidobtiske metode 0é chromagent substrat,
der er beskrevet af Teien ef al, Thromb. Res., 10, 388-410 {1877}, idet der
anvendes den ferste internationale standard for hepann med lav molekyl-
vaegl.

Eksampel 1

Cette eksempel Hlustrerer den indiedende behandling af natriumheparin 4
formindskelse af indholdet af urenheder af typen chondroitinsulfat og hepa-
ransulfat.

Tit en oplegsning af 10 g kommerciel! natriurnsal! af heparin 1100 ml vand in-
deholdende 3 g natriumchiornid saettes 80 mi methanol, Efter udfaldning frafil-
treres produkiat, hvorpa det vaskes og tomres. Renhedsgraden af det herved
dannade natrivmheparin males ved veeskechromatografl med sterisk udeluk-
kedse, Herved anvendes 1o sereforbundne seiler, nemilig de saller, som for-
handles under betegnsizeme "T3K 20008W” (80 x 0,75 om) og "TSK
F000SW” {80 x 0,75 om), koblet ti en LV-detekior indstiliet pa 208 nm. Den
anvendie moblle fase er en 0,8 M vandig oplesning af natriumsuliat, som
cirkulerer med on stremning pa 1 mi per minut. Proven ssmmenlignes med
an heparinstandard indeholdende 2% demastansuliat.

dre end 2% dermatansulfat,



DK 176524 B1

Dette eksempsl Bustrerer fremstillingen af det kvalermeere ammoniumsalt af

heparin.
5

T en oplgsning af 10 g natrhmheparinat ifplge sksempel 1 ndeholdende
mindre end 2% dermatansulfat { 100 mi vand ssstles en oplesning af 25 ¢
benzethoniumchiorid 1 128 mi vand, Produldst, som fas ved stustemperatur,
frafiltrerss, vaskes med vand og tgires.

140
P samime made fremstilles benzethoniumsalist af et heparin, som ikke er
underkastet den | eksempel 1 beskrevne behandling,
Eksempel 3

15
Dette eksemped lustrarer fremstilingen af blandinger felge opfindeisen og
disse blandingers sgenskabser.
{1} Forestring.

20

Til en oplgsning af 18 g benzsthoniumheparinat {forbehandie! ved frem-
gangsmaden beskrevet | eksempeal 13 1 75 mi methvlenchiond sssttes 15 mi
banzyvichiond. Oplesningan opvarmes ved en {emperatur pd 35 °C, som op-
retholdes | 25 timer, Dersfisr tilsaettes 90 mi af en 10%'s oplpsning af natri-

25  umaceist | methanol. Bundizidet frafilreres, vaskes med methanol og teres.
Herved fas 6,5 g heparin-benzylester | form af natriumsalt, hvis forestrings-
grad (bestemt pa den overdor angivng made) er 13.3%.

{¢} Depolymerization.

10 g heparin-benzylester | form af natriumsalt (dannet péd den ovenfor be-
skrevne made) oploses | 250 mi vand. Den dannede oplesning opvarmes til
62 "C, ng der tilsasttes 0,9 g natriumbydroxid. Temperaturen holdes ved 62°C
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i1 time og 30 minutter, Realdionsblandingen afkeles derpd 41 20 °C og neu-
traliseres vad tlsmining af fortyndst salisyre. Natriumchiorid-koncentrationen
i reaktionsmediet indstilles derpd pd 10%. Produkiet uifsldes stuttelig | 750
mi methanol, hvorpd det frafilireres og {emes. Merved f3s ot heparin med de
falgends egenskaber.

Gennemsnitsmolekyivaegt efter veagt: 3800 dalton.
Molekylveegtiordeling:

20% kaeder med en molakviveegt péd under 2000 dalton,
5,5% kesder med en molekyiveegt pa over 8000 dalton.
Spradning: 4 = 1,38,

Anti-Xa-aktivitel: 108 internationale enheder (Efmg).
Antikoagulerende virkning: 22,8 1E/mg.

Eksempel 4

idet der gas ud fra esters med en forestringsgrad pd mellem 9.5 og 14%
framstiles pd lignende made depolymerizserede hepariner med de feigende
egenskaber,

{8y Germemsnitsmolekylvaegt effer veagl: 4425 dalton.
Molekyhvasgtfordeling:
12,4% keeder med en molekylvaagt pd under 2000 dalton,
0,3% kemder med en molekyiveegt pd over 8000 dalton.
Spredoing: d = 1,37,
Anti-Xa-virkning: 102 IE/mg.
Antikoagulerende virkning: 33 IE/mg

30

(b}  Gennemsnitsmolekylvasgt efter vesgl 45879 dalton,
Molekyivasgtfordeling:
11,2% kaeder med en molekylveagt pa under 2000 dalton,
10,4% kaader med en molekylveagt pa over 8000 dalton.
Spredning: d = 1,37,
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Anti-Xa-virkning: 104 2/mg.
Antikoagulerende virkning: 37 IE/mg.

o} Gennemanitsmolekyiveest efter vaegt: 44486 dalion.
Molekyivesgtfordeling:
12,8% keeder med en molekylviegt pd under 2000 dalton.
8 5% kasder med en molekylvasgl pd over 8000 dalion.
Spredning d = 1,38
Ant-Ka-vickning: 100 2/mg.
Antikoagulerends virkning: 32 IE/mg.

Eksempet b

Dette eksemped llustrerer fremstillingen af en blanding, som ikke er omiatist
af opfindelsen.

{1}y Forestring.

Tit en opigsning af 15 g benzethoniumbeparinat (forbehandiet falge meloden
baskravet! | sksempel 1) 1 80 mi methylenchiond seettes 12 mi benzyichlosid,
Den fremkomne oplgsning opvarmes B en temperatur pd 28 °C, som opret-
holdes | 30 timer, Derefler lilsseties der 80 mi af en 10%'s oplesning af natri-
umacetat | methanol. Bundialde! frafiltreres, vaskes med methano! og terres.
Herved 83 8.3 g heparinbenzyviester | form af natriumsalt. Delle produlds
forestringsgrad bestemmes ved, at man ved hisslp af hejeffeklly vieskechro-
matografi bestemmer den maengde benzylatkohol, som frigares ved forsseb-

ning af esteren ved 0°C. Forestringsgraden er 8,2%.

103 g af den ovenfor fremstillads heparin-banzylester | form af natriumsalt op-
ipses | 200 mi vand., Oplesningan opvarmes H 58°C, og der tisssttes 1,1 g
natriumhydroxid. Temperaturen holdes ved 88 °C 1 1 time. Reaktionsblandin-
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gen afksles demnesst i 20°C og neutraliseres ved {ilsmining af fortyndet salt-
syre. Natdumchloridkoncentrationen | reaklionsmedist indstilles derefter pa
10%. Produkist udfasldes i slut | 800 mi methanol, hvorpa det frafiltreres og
imrres, Herved fas st heparin med de felgende egenskaber,

Gennemsnitsmolekylvaegt efler veegt 5425 dalton.
Molekylveagtfordeling:

3,8% kesder mad en molekyivaegt pd under 2000 dalion.
19,5% keader med en molelovivasgt pé over 8000 dalion.
Spredoing: d = 1,44,

Anti-Xa-virkning: 122 1E/mg.

Antikoaguisrende virkning: 88,6 iBE/mg.

Det fremgdr af resuliaterne, at dette produkt har en hei antikcagulerende
virkning, Blandingeme fremstiliet Helge opfindelsen har sdledes bedre egen-
skaber.

Eksempel 8

Dette sksempel Hlustrerer den forbedrede siabilitet in vivo gf blaningeme ifgl-
ge opfindalsen, udiryk! vad hisslp af halveringstiden | plasma.

Et ferste farmakokinetisk forseg blev gennemfert mad frivillige Torsagsperso-
ner mad en alder pd mellem 21 og 30 &r. Forsgyspersoneme maodiager injek-
tionear | doser fra 20 1 80 mg pr. mil Blodpraver med st volumen pd 4,5 mi
tages pa forskellige tidspunkier og opbevares ved ca. 4 °C. Praveme centri-
fugeres derefler ved 2300 ¢ 115 minutler, og et plasma, som or falligt pa

stemmes demeest ved maling af anti-Xa-virkning. Der gores nedenfor rede

for de fremkomne rasultater,

MNar de | aksempel 3 og 4 framstillede blandinger indgives | en dosis pd 40
mgq, er habveringstiden engere end 4 timer | 75% af tilfssldene, og halve-

=1
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ringstiden ar lsengere and 4.5 timear | 45% af tilfeldens. Ved en dosis pa 80
mg & halveringstiden leengeare end 3,7 timer 1 78% af tifidene. Nar intaid
hepatin nficeres intravenest under identiske doseringsbetingalser, males en
halveringstid pad ca. 0.8 timer. Bt produkt fremstillet #sige den fremgangsma-
de, som beskrives | del europssiske patentskrift nr. 40.144, udviser en halve-
ringstid p8 over 4,5 timer | 17% af ifxeidens,

£t andet forseg gennemfertes under lignends Detingslzer med anvendelss af
20 patienter. Nar blandinger Halge opfindelsen indgives | en dosis pa 40 myg,
er halveringstiden over 4 timer | 80% af tilfeeldens, og halveringstiden er over
4.5 timer | ca. 40% af tifseldene. Ved en dosis pd 20 mg er halveringstiden
over 3,9 timer | 60% af tilfesldens.
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FATENTERAY

1. Blandinger af sulfalerade polysaccharider med samme generelie struk-
tur som de polysaccharider, der indgar { heparin, kendetegne tved, at
de har lavere gennemsnitsmolekyivesgt sfter vasgt end heparin, at de inde-
holder mellem 8 og 20% keeder med en molekylvaagt pd under 2000 dalton
og mellem & og 20% kasder med en molekylvaegt pd over 8000 dalton, og at
forholdet mellem gennemsnitsmolekyivesgten effer vesgl og gennemsnifsma-
lekylveegten effer antal er p& meliem 1,3 0g 1,6,

2. Blandinger ifelge oav 1, kendete gnetved, at de indeholder min-
dre snd 2% dermatansulfat,

3. DBhndingerifpige ltavieilerZ Kendeteygn st ved, at de har en
gennemsnitsmolekyivesgt efter veegt pd mellem ca. 3500 oy ca. 5500 dalton,

4. Blandinger ifelge ethvert af kravene 1-3, kendete g n et ved, at ke
deme af sulfsterede polvsaccharider indeholder en  2-0-sulfo-4-
enopyranosuronsyre vad en af kedeandeme.

5. Fremgangsmade 8 fremstilling af blandinger af sulfaterade polysacchar-
der ifaige sthvert af kravene 14, kendetea g netved, at der gennemfores
de felgende trine

{z) i et forste trin omdannes ef heparin | vandhoidigt medium 4l et sall deraf
ved hieelp af et kvalemsert armmoniumsall med lang kaede,

{b} i et andet wrin foresires det fremkomne salt tl en ester mead en forestrings-
grad mellermn 8.5 og 14%, og

(¢} | et tredie trin depclymeriseres den fremkomne ester med en forestrings-
grad meliem 8.5 og 14%.

8. Fremgangsmade Helge krav 5, kende te gnetved at det andet trin
gennerrferes | el chioreret organisk oplesningsmiddel | naerveerelse af en
chiorforbindelse.
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7. Fremgengsmade felge krav 8, ke nd et e g n et ved, at chiorforbin-
delsen er bengyichiond, og at oplasningsmidiet er chiorefonm sller methy-
lenchiorid.

8. Fremgangsmade ffelge et vilkarligt af lravene 57, kendetegnet
ved, at forestringen gennemfares ved blanding af 1 veegidel heparinsalt med
ca. 1 wiumends! af en chlorforbindelse | 3-8 volumendels af of chlorerat or
ganisk oplesningsnidde! ved en temperatur $d mellem 28 og 48°C, fortring-
vis mellern 30 og 40°C.

g, Fremgangsmade ffplge rav 8, kendete gn et ved, at det tradie trin
gennemfgres ved, at esteren behandias med en steerk base | vandiy oplps-
ning.

10, Fremgangsmads ifpige krav 8, kendete gn e tved, af veegtiorholdet
mellern base og ester er meliem 0,03 og 0,2, fortrinsvis mellem 0,08 og 0,15,

11. Fremgangsmide felge krav8 ke ndete g netved, al viegifornoldst
meitern vand og ester er mellem 15 0g 340,

12, Fremgangsmade felge krav @, kend et e gn et ved, at mediels tem-
peratur indstilies pd en veerdi pd mellem 50 og 70°C, fortrinsvis mellern 55 og
65°C, og at reaktionen gennermferes | lpbet af 30 minutter 1 3 timer, foririns-
vis | ipbet af 1-2 timer

13. Fremgangsméade felge ot vilkdrligt af kravens 5-12, kendetegneat

alkohol

14. Fremgangsmade ifelge krav 5, kendete gn et ved, at urenheder
fiarnes fra blandingems.
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15. Fremgangsmade elge kKrav 14, kend et e g n et ved, at urenheder
valgt blandt nucleinsyrer, polvpeplider og polyvsaccharider, iser chendroitin.
sulfater, heparan- og dermatansulfat, flemes.

16. Fremgangsmade fplge krav 18, kendete g neived al demantan-
sulfatet fiemes t ef restindhold pé under 2%.

17. Fremgangsmade folge ethvert af de foregdende krav 5 og 14-18, ke n
delegnelved atder fremstiles blandinger med en gennemsnitsmolakyl-
veagt mellern ca, 3500 dalion og ¢a. 5500 dallon,

18. Fremgangsméade Helge krav 8, kendete g n e tvad, ati det farste trin
smdannes heparinet i benzethoniumsallet.

19, Fremgangsmade felge krav 5 kendete gne {ved, atidat andet trin
gennemfsres forestringsn med &t chiorderivat, issr benzyichionid.

20, Fremgangsmade ifplge av 5, kendelegn et ved, atidet andet
trin gennemferes foresiringan med st organisk oplssningsmidded.

21. Fremgangsmadea iivlge wav B kendete gnetved, atidet andet trin
reguieres muengdernsg af de forskellige reagenser og temperaturen og reakdi-
cnsliden.

22. Fremgangsmade Halge krav 5, kendetegn e tvad, al i det andet
trin af forestringen dannes en aromatisk ester som heparinester,

23, Fremgangsméde ifplge krav S kendete gn et ved, al esteren, der

gr dannet | det andel ¥rin, udvindes ved udisldning med alkohol, isser

methano!, | nesrveerelse af natriumacsist.
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Z24. Fremgangsmade feige krav 5, kendete g n et ved, at forastrings-
graden afl heparinesteren reguleres, isser ved hyjeffeldiv vaeskechromatografi
i vaaskefase,

25, Fremgengsmade felge wev S, kendetegnetved ati det tredie
trin gennemiores depolymerisationen med en staerk base | vandig oplgsning,
izesr med natriumbydroxid.

28, Anvendelse af Dlandinger af sulfaterede polysacchander Holgs ot vilkar-
ligt af kravene 1-4 t fremstilling af terapeutiske prasparater,

27. Anvendelse islge krav 28 4 fremstiling af terapsutiske presparater be-
regnst tif anvendeise tl forhindring af venethromboser efter operationser.

28, Terapsutisk prasparat pa basis af blandinger af sulfatersds polysacchari-
der med samms generelie strukturer som de polysaccharider, der indgér |
haparnin, cg som har en lavere gennemsnitsmolekylveegt efler vaegt end he-
parin, som indeholder mellem 9 og 20% keader med en molekvivesgt pa un-
der 2000 dalton og mellem § og 20% keeder med en molekyivesgt pé over
000 dalton, og hvis forhold meliem gennemsnitamolekyiveegien efter veagt
og germemsnitsmolekyiveagten efter antal igger mellem 1,3 0g 1.6,

28, Praeparat folge krav 28, som er &f antithrombotisk praeparat,
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