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Heparin imobilizovany na hydroxyal-
kylakryldtovich a hydroxyalkylmethakryld-
tovych nosidich jako sorbent plesmetic~
kych bilkovin, koagulednich faktori, en-
zymi, inhibitord enzymi, receptorl ste-
roidnick hormoni, lipoproteind, faktord
proteosynthesy a imuncaktivnich bilkovin,
vyznadujici se t{m, Ze na makroporesnich,
trojrozmdérnych hydrofilnfch kopolymerech
hydroxyalkylakryldti, pop¥ipadé hydroxy-
alkylmethakryldtd, ve kterych alkyl obsa-

huje 1 aZ 4 a%omw uhliku, s alkylendiakry-
léty nebo s alkylendimethakryldty, ve kte-

rjch alkylen obsshuje 2 a¥ 4 atomy uhli-
ku, je kovalentnd navdzén heparin.
Predmdétem vyndlezu je ddle zpisob
viroby shora uvedenyoch sloudenin, kterxy
spodivd v tom, fe se mekroporesni, troj-
rozmérné hydrofilni kopelymery hydroxy-
alkylakryldtd pifpadn¥ hydroxyalkylmeth-
akryldtd, ve kteryoh alkyl obsahuje 1 aZ
4 atomy uhlfku, s alkylendiakryléty nebo
8 alkylendimethakryldty, ve kterych alky-
len obsahuje 2 af 4 atomy uhliku, aktivu-
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jL reake{ s epichlorhydrinem, produkt ak-
tivace se ponechd reagovat s roztokem he-
parinu v tlumivém roztoku pH 8 aZ 10 p¥i
teplotd 10 a¥ 45 °C po dobu 10 &% 100 ho-
din & po skonSeni reakce se zbylé nezrea-
gované epoxidové skupiny odstrani pisobe-
nim ethanolaminu. )

_ Sloufeniny podle vyndlezu se pouiiva-
Ji jako sorﬁenty plasmatickych bilkovin a

-podobnych systémi.
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Vyndlez se tykd heparinu imobilisovaného kovalentni vazbou na trojrozmdrnych mekro-
poreanich hydrofilnich kopolymerech hydroxyalkylekryldtd pFipadnd hydroxyalkylmethakryldtd
8 alkylendiakryldty nebo dimethakryldty a zplisobu imobilisace, kterd je charakterizovéna
vé,zobnou reakoi nosife obsahujicfho na vnit¥nim povrchu mekropord reektivni epoxidové sku~
piny s heparinem,

Hydrofilni trojrozmdrné makroporesni kobolymery hydroxyalkylekryldétd a hydroxyalkyl-
methakryldtl s alkylondiakryléty nebo alkylendimethekryldty a zpisob jejich piiprevy Fize-
nou suspensni kopélymarisaci v pFitomnosti inertnich orgagickjch sloudenin ve vodném nebo
v organickém dispersnim prost¥edf jsou zndmy z 8s. autorskych osvddSenf ¥. 148 828 s
150 819. Kopolymery se vyznaduji velmi dobrymi mechanickjmi vlastnostmi & jejich sféricky
tvar g makroporesni struktura je pFedurduji k celé ¥ads aplikeci p¥l délen{ sloZityoh smd-
sf p¥{irodnfho i syntetiokého pivodu. Hydroxylové funkdni skupiny lze chemicky piemsnit Fa-
dou substitudnioh reakci, oxidaci a pod. Polymeranalogickymi reakcemi modifikované kopoly-
mery byly vyufity jako nosiSe ionogennich skupin (3s. autorské osvédSeni &. 171 963,

177 507 a 173 201) nebo jako specificky W¥inné sorbenty v afinitni ohromatografii (3s. au-
torské osvddleni &, 167 530, 175 047 a 193 845),

Heparin je mukopolysacherid pi. »dnfho pivodu. Jde o vysoce sulfatovany glykosamino-
glykan, u n¥ho¥ viak Sdst primérnich aminoskupin zdstdvd volnd a miZe reagovat za vhodnych
podminek s funkdnimi skupinami noside za vzniku kovalentni vasby. Heparin Je antikoaguiant,
jehoZ G¥innost je zalofena na schopnosti selektivnd interagovat s plasmatickym proteolytic-
kym inhibitorem antitrombinem III, Komplex antitrombin III - heparin mé gvfienou 1nhibi6-
ni aktivitu viéi trombinu a je ddle schop ' inaktivovat ndkteré aali{f faktory v koagulad-
nim schematu jako jsou faktory IXa, Xa, XIa a XII., S ohledem na svlj charakter polyenion-
tu interaguje heparin a véi5{ ¥1i mendi selektivitou s celou ¥adou biologicky aktivnich
sloudenin jeko jsou nfkteré dalifi plasmatické bilkoviny, lipasy, lipoproteiny RNA e DNA
polymerasy, receptory steroidnich hormoni, faktory proteosynthesy, imunocaktivnif bilkoviny
8 daldf. ' |

Kovelentni vazbou heparinu na polysacharidovy nosi¥ agarosu byl pomooi bromkyenové
aktivace pFipraven Zvédskou firmou Pharmacia Uppsala sorbent Heparin-Sepharose CL-6B., Ved-
le vysoké boinaci schopnosti ve vodnyoh roztocich, zdvislosti objemu zbotnalfch Sdstic na
hodnoté pH & iontové sfle roztoku, nep¥ilisd vysoké chemické odolnosti vidi extrémnim hod-
notém pH urdené polysacharidovym charakterem nosiéo a konelnd omezené stdlosti vidi plso-
beni mikroorganismi, pat¥i ke znadné nevyhods tohoto sorbentu aminolytické odbourdvini
afinantl vézanych pomoci bromkyanové metody, p¥i kterém vznikeji derivdty guanidinu. Ani
podminky aktivadni reakce s ohleden ne vysokou toxioitu bromkyanu, eni prokdzani hydroly~
sa afinantd pfi vlastnim pouZiti, nepat¥{ k idedlnim vlastnostem polysacharidového nosile
obsahujfoiho vézany heperin. Nekteré z uvedenych vlastnost{ komerdniho imobilisovandho he-
vparinu na agarovém noiiﬁi byly odstrandny u jiného typu sorbentu - polymethylmethakrylétu,
jehoi polymerisace byla iniciovéna hepﬁrinovimi radikdly. Vysledn} produkt obsahoval ceca
10 % hmot. vdsaného heparinu, jehoZ aktivita vidi antitrombinu odpovidale 1 % hmot. Sor-
bent byl viek pFipraven v amorfni pridskovité forms a'jii p¥i samotné polymerisadni reakci
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v pritomnosti heparinu dochdzelo ke 3tdpeni, projevujicim se sniZfenim molekulové hmotnos-
t1 heparinu a ke snifeni Jeho aktivity na 20 %. Hydrofobni nosig (polymethylmgthakrylét)
rovnd% p¥ispivé ke snifeni aktivity konedné formy imobilisovaného heparinu (M.C.Boffa et
al. Thrombos, Haemostas.(Stuttg.) 41(1979/346).

7 uvedendho je ziejmé, Ze pro dosafeni dobré mechanické a hydrolytické stability imo-
bilisovaného heparinu pro pouiti v leboratorni, pfipadnd v primyslové blospecifické chro-
matografické separadni technice je Zddouc{ volit nosil na bizi rigidnitho makroporesniho
materiflu s pravidelnym tvarem &dstic, ktery mé vhodné hydrodynamické vlastnosti pFi ko-
lonovém uspoiddéni procesu a ktery je dostatednd hydrofilni. Provedeni vazby heperinu mu-
si bft jednoduché, technologicky nendrodné e musi zarudit dostatednou stabilitu afinantu
vi8i hydrolyse besz ztrdty jeho biochemické aktivity. Téchto vlastnosti je dosaZeno imobi-
lisac{ heparinu na hydroxyslkylmethakryldtovych a hydroxyalkylakryldtovych nosilich.

Predmdtem vyndlezu je heparin imobilisovany na hydroxyalkylakryldtovych a hydroxyal-
kylmethakryldtovych nosiéioh.jako sorbent plasmatickych bilkovin, koaguladnich faktori,
enzymi, inhibitorﬁ enzymﬁ,‘receptorﬁ steroidnich hormond, lipoproteind, faktord proteo-
synthesy & imuncaktivnich bilkovin, ktery spolivd v tom, Ze sestédvd z epichlorhydrinem
ektivovaného mekroporesniho, trojrozmdrného, hydrofilnfho kopolymeru hydroxyalkylakrylé-
3 neboe hydroxyelkylmethekryldtdi, ve kteryech alkyl obsahuje 1 aZ 4 atomy uhliku s alkyl-
endiakryldty nebo s elkylendimethakryldty, ve kterfch alkylen obsahuje 2 af 4 atomy uhli-
ku, na kterém je kovalentn$ navizdn heparin v mnofstvi 0,5 aZ 100 mg/g suchého aktivova-
ného noside, -

ﬁéle Je pPedmitem vyndlezu gzplisob vyroby uvedenych sloudenin, kiery je charakterizo-
vén tim, Ze se makroporesni, trojrozm¥rné a hydrofilni kopolymery hydroxyekryl4td popii-
padd hydroxyalkylm?thakryldtﬁ, ve kterych alkyl obsahuje 1 aZ 4 atomy uhlfku, s alkylen~
diakryldty nebo s alkylendimethakryldty, ve kterych alkylen obsahuje 2 a¥ 4 atomy uhliku,
aktivuji reakei s 1 a% 5 ml epichlorhydrinu/g suchého kopolymeru, produkt aktivace se po-
nechd reagovat s roztokem heparinu v tlumivém roztoku o pH 8 aZ 10 o koncentraci 0,1 a%

1 g heparinu/g suchého sktivovaného nosife pFi teplotd 10 a¥ 45 °c po dobu 10 aZ 100 ho=~
din a po skonleni reakce se zbylé nezreaéované epoxidové skupiny odstrani plisobenim 8 a¥
20 ml ethanolaminu ve vodném roztoku.

Sorbenty podle tohoto vyndlezu obéahuji védzany heparin v aktivni formé a proti dosud
zndmym prepardtim vyuZivajicim jiné typy nosidd maji Fadu vyhod.

Ve srovnédni s heparinem vdzanym na polysaoharidovich nosidfch je p¥i siovnatelné-epe-
oifické aktivitd podstatny rozdil ve vlastnostech sérbentﬁ podle tohoto vyndlezu, jsou-li
v kontaktu 8 vodnymi roztoky dglenych sloZek, Makroporesni charakter hydroxyalkylakryléto-
vych a hydroxyalkylmethakryldtovych nosidd zaruduje stdlost objemu sorbentd pFi zméné pH
e lontové sily roztoku; sféricky tvar a mechanickd pevnost ddstic umo¥nuje vysoké pratoko~
vé rychlosti kapalného media v kolonovém uspo¥ddédni. Makroporesni charakter struktury do-
voluje penetraci molekul s molekulovou hmotnosti do cca 2.106 deltoni do wnit¥n{ domény
sorbentd bez podstatnych omezeni zplsobenych zpomelenim difuse, kterd je Sasto pozorové-

na u homogennich xerogelld polysacharidového typu. Sorbenty umoZnujf dokonce prdce za zvy-
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$eného tlaku nebo ve vysokyoh preparativnich sloupcich bez nebezped{ jejich seseddni a u-
cpévéni. Syntetiokd matrice noside zaruluje odolnost proti plsobeni mikroorganismi.

Aktivace akrylitovyich a methakrylétovyich nosi¥d p¥imou reakei s epichlorhydrihom Je
technologicky nenérodnd a poskytuje reaktivni produkt, kterf jé v suchém stavu moZno beze
ztrdty aktivity skladovat. DileZitou skutednosti je, Ze aktivace nosile prqbihé pouze na
vnit¥nim hydrofilnim povrchu pord, nikoli ve hmoté, tak%e po nédsledné vazebné reakei s he-:
parinem je eliminace zbyljch reaktivnich skupin dplné, pomdrné rychld a konq&né.

Vlestn{ vezba heparinu se uskutednuje adic{ primérnich aminoskupin.hepafinu na epoxi-
dov¥ kruh aktivovaného kopolymeru. Nutnou pédminkdu je, aby aminoskupiny nebyly protoniso-
vény, Je broto nutno upravit alkelitu rozioku heparinu vhodnym pufrem na hodnotu pH 8 a% |
10, S vyhodou lze pduiit 0,1 ¥ bordtovyoh pufrd a pH 9,4, Teplote a Sas reakce urduji stu~
peh konverse, s vyhodou lze vézat heparin p¥i teplotdch 10 a¥ 45 °C po dobu 10 ef 100 ho-
din p¥i mirném michéni suspense, Stanoveni obsahu vézaného heparinu bylo provedeno titraci
sulfoskupin louhem v methanolickém roztoku (L.B. Jaques and H.J.Bell, in Methods of Bio~
chemiocal A;alyais, Ed.D.Glick,Vol., 7,254-309, Interscience Publishers Inc., New York, Lon-
do;, 1959), 0¥inek sorbentd podle pFedmstu vynélehu byl ovéfovén v redlnyoh systém@ch.

Predmdt vynfilezu je objasndn v -~ fsledujfcich p¥fkladech provedenf, aniZ by viek byl
Jimi jakkoli omezovdn. ‘

P¥{klaad 1

100 g kopolymeru ethylendimethekryldtu s 2-hydroxyethylmethekryldtem o vyludovacim
limitu 106 daltond s velikosti sférickych Z4stic 100 aZ 200/um se nabotnd v 500 ml 50%
hydroxidu draselného po dobu 15 hodin p#i teplot§ 5 . Takto zbotnaly nosil se odfiltru~
"Je a za stélého michdn{ se vnese do reaktoru opatieného zpdtnfm ohladilem a teplomdrem, ve
kterém bylo pFfedloZeno 400 ml epichlorhydrinu. Asi po 1 hodind vystoup{ teplota reak¥n{
sm8sl na teplotu varu epichlorhydrinu. Po odezﬁéni reakce se p¥idd 100 ml nasyocendho rogz-
toku bromidu draselného a reakdni sm3s se zah#{vd k varu po dobu 3 hodin. Po skonSenf
reakce se sktivovany sorbent odfiltruje,'na filtru se promyje 3 x 500 ml acetonu, Irychle
2 x 1000 ml vody do neutrdlni reakce filtrdtu, znovu 3 x acetonem, etherem a vysul{ se ve
vakuové suSdrnd p¥i 20 °¢C po dobu 24 hodin. Obsah epdxidovfeh skupin se atanovuje titrad-
né: 0,420 mmol/g suchého kopolymeru.

1 g aktivovaného nosiSe pFipraveného podle uvedeného postupu se nechd stét 3 hod.
v 5 ml Serstvd destilované nebo prevarend vody (30 minut véru). Vode se odfiltrujé a vlh-
ky nosi¥ se promyje bordtovym pufrem (0,1 M, pH 9,4). Ve stejném pufru se prid4 rostok
0,2 a% 0,3 g heparinu (100 m.J. v 1 mg prepardtu). Po dobu 70 hodin se smis protiepdvd pFi
teplot$ 20 a% 25 °C, pak se pufr se zbytkem nezreagovansho heparinu oddéli od pevné féze
filtraci nebo odstieddnim e piipadnd po pFidén{ Serstvého heparinu se pouZije k npv3 reak-
¢l s aktivovanym nosidem. _

Pevny podil se promyje vodou & pomoci ethanolaminu se vysyt{ zbyvajici nezreagovend
epoxidové skupiny. Na 1 g aktivovaného nosile se p#idd rowmtok 4 ml ethanolaminu v 8 ml vo-
dy a p¥i 20 °C se suspense michd 2 hodiny, roztok me odsaje a pi¥idd se nov§ roztok 4 ml
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ethanolaminu v 16 ml vody e p¥i 20 °¢ se produkt michd po dobu 4 hodin. Nezreagoveny etha-
nolamin se odstran{ odsitim a produkt na filtru se prom§vé vodou a 0,1 M bordtovim pufrem
do negativni reakce vi&i Na—1,2-naftochinon-4-sulfonétu (J.M.McKibbin in Methods of Blo-
chemical Analysis, Ed.D.Glick,Vol.7,111-143, Interscience Publishers Inc., New York, Lon-
don, 1959). G¥inek piipravensho sorbentu byl ové¥en isolaci ndkterych bilkovin z lidské
plasmy. 1 g takto imobilisovaného heparinu vdie 45 aZ 60 mezindrodnich jednotek (NIH)
$rombinu. Obsah vézaného heparinu 3,9 mg/g suchého nosice.

Priklad 2

Aktivace kopolymeru 2-hydroxyethylakryldtu s ethylenglykoldimethakryldtem (vyluSova-
cf 1imit molekulové hmotnosti 500 000 deltond) se provédi anelogicky jako v'pfikladu 1.
Reakce s heparinem se provéddi za stejnyoh podminek jako v pffkladu 1 s tim rozdilem, Ze
teplota reakce se udriuje_né 10 %, p¥i trvéni'reakce 160 hodin pii §H tlumivého roztoku
10, Obsah vézaného heparinu stanoveny titraci sulfoskupin &in{ 2,8 mg/g suchého nosile.

P¥iklad 3

Imobilisace heperinu se provddf analogicky jako v pFikledu 1 s t{m rozdilem, Ze Jjako
noside bylo pouZito kopolymeru 2-hydroxyethylakryldtu s ethylendiakryldtem o vyluSovacim
limitu molekulové hmotnosti 10% aeltont. Obseh vézaného heparinu ¥ini 3,0 mg/g suchého

noside.

P¥{klad 4

Aktivace kopolymeru 2-hydroxyethylmethakryldtu s ethylendimethakryldtem o vyluove-
ofm limitu molekulové hmotnosti 2.106 daltont se provddi stejnd jako v pfikladu 1. Reakce
é'heparinem ge rovndZ provédi analogicky, jako v piikladu 1 s tim rozdilem; Ze mnoZstvi
heparinu nasazeného k reakci &inf 0,5 g ve 4 ml 0,1 M bordtového pufru pH 9,4. Reak¥ni
teplote 8inf 40 aZ 45 9 a dobe reakce 30 hodin. Po dosyceni zbjvajfcich epoxidovych funké-
nich skupin se sorbent zbavi ethanolaminu eluci v chrometografické kolond. Obsah vézaného
heperinu $inf 4 mg/g suchého nosile.

PEEDME®T vYNALEZU

1. Heparin imobilisovany na hydroxyalkylekrylétovych a hydroxyalkylmethakrylétovych
nosiich jako sorbent plasmatickych bilkovin, koagula¥nich faktord, enzymi, inhibitori
enzymi, receptord steroidnfch hormond, lipoproteind, faktord proteosynthésy a imunoaktiv-
nfch bilkovin vyznadujici se tim, Ze sestdvd s epichlorhydrinem aktivoveného makroporés-
nfho, trojrozmdrndho, hydrofilniho kopolymeru hydroxyalkylakryldtd nebo hydroxyalkylmet-
akryldtd, ve kterjoh elkyl obsahuje 1 ef 4 atomy uhlfku, s alkylendiekryldty nebo s alkyl-
endimethakryldty, ve kterych alkylen obsahuje 2 a¥ 4 atomy uhliku, na kierém je kovalent-
n% navézén heparin v moZstvi 0,5 aZ 100 mg/g suchého aktivovaného noside.
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2. Zpisob vyroby sloudenin podle bodu 1, vyzna¥ujicf se tim, ¥e se mekroporésni,
trojrozmérné a hydrofilni kopolymery hydroxyakryldtd p¥ipadnd hydroxyalkylmethakrylétﬁ,
ve kteryeh alkyl obsabuje 1 aZ 4 atomy ublfku, s alkylendiskryldty nebo s alkylendimeth-
akryléty, ve kterych alkylen obsehuje 2 a¥ 4 atomy uhlfku, aktivujf reakeci s 1 a% 5 ml
epiohlorhydrinu/g suchého kopolymeru, produkt aktivace se ponechd reegovat s roztokem he-
parinu v tlumivénm roztoku pH 8 a¥ 10 o koncentraci 0,1 aZ 1 g heparinu/g suchého aktivo-
vaného nosi¥e p¥i teplotd 10 aZ 45 % po dobu 10 aZ 100 hodin & po skon¥eni reakce ge zby-
1é nezreagované epéxidové skup;ny odstrani plisobenim 8 a¥ 20 ml ethanoleminn ve vodném

roztoku.
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