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nviation compléte du produit dfhydrolyse. Le produit a
obtenu n'exerce pratiquement aucune activité anticoagulante

(< 0,05 unité U.S.P./mg (U.S.P. = Pharmacopée des Etats-Unis
d'Amérique)), mais il exerce une activité hypolipidémiante

qui est encore thérapeutiquement importante et qui est parti-
culiérement appropriée pour la thérapie d'états dyslipidémiques,

Depuis longtemps, on connalt 1l'importance physiolo-
gique de plusieurs protéoglycanes et glucosaminoglycanes en
dépit du fait que, fréquemment, on ne connaisse ni parfaitement,
ni méme partiellement le r6le physiologique réel et le mécanisme
de fonctionnement. Les expressions utilisées dans la présente
spécification sont celles adoptées par J.F. Kennedy dans
"Proteoglvcans-Biological and Chemical Aspects in Human Life" -
Studies in Organic Chemistry = volume 2 E sevier Scientific
Publishing Company, Amsterdam-(Oxford-N.Y. - 1970,

On connait également la haute activité thérapeutique
de plusieurs glycosaminoglycanes (naturelles ou svnthétiques)
telles que, par exemple, 1'héparine et le sulfate de dextrane,
La premiére a été utilisée longtemps pour la thérape d!'états
dthypercoagulabilité, pour la coagulation intravasculaire
largement répandue, pour le traitement de la préthromboembolie
et de la post—thromboembolie, comme deécrit, par exemple, par
L.B. Jaques dans "Heparin, and old drug with & new paradigm" =~
Science, 206, 52¢&, (1079) : V.V. KRakkar, D.P. Thomas - "Heparin
Chemistry and Clinical Usage" - Academic Press, Londres-hl,
1976, ainsi que dans des états de dyslipidémie, comme decrit
par J.F, Kennedy, L.B. Jagues, V.V. Rakkar, loc.cit, ; "lipo=-
protein Metabolism" - Editor S« Fisemberg - Progress in Bio-
chemical Pharmacology, volume 15 — Series Ed. Re Paoletti,

S. Karger, Bédle, 1€G7C,



Dans le cns spécifigue de ces derniers états patho-

locigques, ltutilisation thérapeuticue de 1'hiparine cst basde
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sur un traitement prolongé, méme en Taibles doses., A la loncue,
ce traitement prolongé risque de provoquer, chez le patient,

des états dangereux d'hypocoagulabilité, Clest pourquoi, on

a tenté d'établir une séparation entre l'activité hypolipidé-
miante de 1l'héparine et llactivité qui a été considérée comme
é¢tant d'une nature hypocoagulatrice,par exemple, par des modifi-
cations structurales appropriées de l'héparine ou par frac-
tionnement de 1'héparine disponible dans le commerce. A
présent, on a généralement reconnu et démontré que ces activités
étaient associées a la formation, "in vivo", de complexes de
glycosaminoglycanes/enzymes spécifiques, Ces complexes ont
pour but, soit dlactiver llemzyme, par exemple, dans le cas

du complexe antithrombine ITI/héparine en ce qui concerne
ltactivité anticoagulante de lthéparine, soit de rendre la
catalyvse plus aisée afin de mobiliser l'enzvme dans 1z circu-~
lation du sang, cette enzyme étant initialement fixee aux
parois des valsseaux.

Tel est le cas spécifigue pour le complexe lipo-
protéimolipase (LPL)/héparine (Hep), qui constitue le mécanisme
utilisé pour expliquer 1ltactivité hypolipidémiante également
appelée "activité clarifiante! qulexercent les glycosamino-—
glvcanes comme décrit par J.F. Rennedy ; L.B. Jaques ; V.V,
Kakkar et S. Eisemberg dans les publications mentionnées ci-
dessus,

Il existe pas mal de doutes a propos de la nature
de ces complexes, mais il est unanimement admis que le phé-

nomene en cause est une interaction Yin vitrol de nature exclu-~
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sivement ionique comme décrit par J.F. Kennedy, page 17

par L,B, Jaques dans les publications mentionnées ci-dessus,
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et ¢écalexment wne interaction "in vivo® de naturce ilonigue ou,
tout au plus, dlune nature presque senmi-polaire compte tenu
de la structure polvanionique de 1'héparine, ©n rait, dans
1'héparine, il existe plusieurs groupes sulfamidigues
(X-sulfate), ainsi que plusieurs groupes sulfoesters
(0-sulfate), les premiers étant plus labiles que les seconds
vis=i=-vis de l'hyvdrolyse acide (voir, par exemple, J.F.
Kennedy, page 220 ; I, Danishefski, H.B. Eiber, J.J. Carr-
Arch. Biochem, Biophys. 90, 114, 1960 ; K.H. Meyer, D,E,
Schwartz - Helve. Chime. Acta, 33, 1651, 1950).

Cette constatation générale dérive d'un grand
nombre dl'observations expérimentales parmi lesquelles on
mentionnera la perte progressive dlactivité anticoagulante
et clarifiante suite &4 1l'hydrolyse acide (avec des acides
minéraux) des groupes X~sulfate jusqu'a 1l'élimination complete
des deux types d'activité emn raison de la N-désulfatation
totale et de 1'0-désulfatation trés réduite (voir J.F. Kennedy,
page 229 3 S.S. Stivala, L, Yuan, J. Ehrlich, P.A. Liberti-Arch.

Biochem, Biophys. 122, 32, 1967 ; S.S. Stivala, P.A. Liberti-

Arch,., Biochem. Biophy¥s. 122, 40, 1967 ; S.S, Stivala, M. Herbst,
0. Kratky, I. Piltz-Arch, Biochem. Biophys. 127, 795, 196%).

I1 a été mentionné que ces activités pouvaient &tre
rétablies a la fois qualitativement et quantitativement en
régénérant les groupes N-sulfate par réaction des produits
d'hvdrolyse avec le complexe pyridine/SOs ou le complexe
t1"~:'Lmé"chylamine/SO,2 (voir J.F. Kennedv, page 230, et L. Levy,
F.J. Petracek - Proc. Soc. Exp., Biol. Med. 100, 901, 1062) ; eg
effet, grfice & cette opération, le caractere polyanionique

vcosaminoglycane est rétabli au méme titre que 1iapti=-

de la gl

1 < - - [ ” - -
tude & former le complexe ionique enzyme/heparine (voir

S.S. Stivala, op. cite 1967 ; et S.S. Stivala, op. cite 1068).
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En d<pit des remargues qui précédont, Levy a stipuld
gue 1l'hydrolise zcide (avec des acides mindraux) de 1l'héparince
avec un degré de X-sulfatation supérieur & 33% conduiszit a
un produit ayant subi plusieurs modifications irréversibles
pouvant &tre attribuées a un début de dépolymérisation et/ou
d'0=désulfatation, si bien qu'il est impossible de rétablir
1lactivité initiale aprés avoir a nouveau effectué la sulfata-
tion. En dlautres mots, si 1l'on régénére les groupes sulfate
du produit que 1'on obtient aprés une forte hydrolyse, dont
la structure est modifiée et qui, en lui-méme est inactif,
on ne rétablit pas pour autant le degré dl'ionicité qui est
suffisant pour créer le complexe enzyme/héparine modifiée
avec perte de ltactivité biologique jusqu'a des valeurs qui
ne sont pas significatives,

Ces observations expérimentales, ainsi que dlautres
telles que, par exemple, les rapports de J.F. Kennedy et
V.V. Kakkar, op. cite., concordent avec les observations de
Levy et avec ll'hypothése logique selon laquelle I'interaction
entre des enzymes de type coagulant et 1'héparime, ainsi que
liinteraction entre L.P.L. et 1!'héparine sont, pour les deux
tvpes de réaction, basées sur une affinité de nature €lectro-
statique, clest-a=-dire anionique, cependant qufil existe une
différenciation entre ces deux mémes types dl'interaction,

Etant donné que l'interaction de L.,P.L./héparine est d'une
nature lipophile légeérement plus forte en raison de la nature
de ltactivité de L.Psle, on a abouti & plusieurs conclusions :

1) Llactivité lipasémique de plusieurs préparations
pharmaceutiques disponibles dans le commerce est due a 1tutili-
sation de substances actives qui sont soit 1'héparine, scit
des dérivés mnaturels plus ou moins désulfatés. Ces substances

exercent une activité anticoagulante intrinseque qui est
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& wne hypocoazulsabilité suite 4 un traitesrent prolongé ¢ e

cltest le cas lors de la thérapie de la dyslipidc
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2) L'étude de nouveaux dérivés de glvcosaminoe—

n

glycanes, qui ont ¢té modifiés vis=i~vis des produits nzturels,
mais qui sont toujours spécifiquement du type de lthéparine

en ce sens qu'ils sont toujours des dérivés d'héparine, doit
étre basée sur une modification atteignant un degré tel que

le produit final conserve toujours un important degré dlanio-
nicité,

3) La matiére de départ utilisée pour obtenir ces
dérivés ne peut &tre que 1l'héparine elle-méme ayant subi une
désulfatation & un degré différent et dans laquelle le carac—
tére anionique a été rétabli avec introduction de groupes
anionigues contenant de l'azote, ces groupes étant moins
ionisés que le groupe sulfate, par exemple, des groupes
carboxyliques, Ces dérivés exercent une activité lipoprotéino-
lipasique gqui est toujours importante, avec une activite
anticoagulante réduite, si bien que ces dérivés réduisent les
risques d'hypocoagulabilité en thérapie humaine. Toutefois,
pour les raisons déji invoguées, la XN~désulfatation, de mémec
que la régénération ultérieure du groupe anionique contenant
de 1tazote ne doivent jamais dépasser 33-35% des groupes
N-sulfate initialement présents, En effet, on ne désire pas
obtenir un produit final "reconstitué! qui posséde un carac-—
tére extrfmement lipophile. qui est trop peu anionique et
qui ne convient pas pour icrmer un compiexe avec L,P.L. Bon
nombre de travaux de recherches ont été entrepris sur la base
de ces observations, spécifiguement sur les derivés N-succiny-
liques de l'héparine, plus ou moins hyvdroivsés, comme decrit

par I,B. Cushing dans le brevet des Etats-Unis d!Amérique n®



3,118,816 accordé le 21 janvier 1964 a la firme nTAbbott Labs" ¢t
ayvant pour titre : 1N-Succinyl heparin and Process' (= N-succi-
nyl-héparine et son procédé de préparation), ainsi que dans

les revendications du méme brevet. La revendication la plus
importante de ce brevet est celle basée sur lg substitution

(2 un degré ne dépassant pas 35% des groupes N-sulfate de
1'héparine constituant la matiere de départ) par les groupes
N-succinyle en conformité avec les travaux de Levy. Cette
revendication est également basée sur lthypothese selon
laquelle on a réduit excessivement 1llactivité lipasémique

des dérivés N-désulfatés qui ont été ensuite soumis & une
succinylation avec un degré de N-désulfatation supérieur a

35%. En effet, ces composés ont un caractére anionique trop
faible, si bien qu'ils ne sont pas en mesure de former le
complexe activateur "L,P.L,/héparine modifiée., Les mémes
conditions dlhydrolyse acide avec HC1 0,086N au cours dlune
période maximale de 3 heures permettent dlobtenir un dérivé

qui est exclusivement N-désulfaté dans les intervalles décrits
ci-dessus et ce, sans aucune O-désulfatation ou N-désacétylation,.
Ce produit de base que l'on pense gtre un produit optimum
lorsqufil a subi une succinylation avec du chlorure de succi-
nyle dans du benzéne et du bicarbonate de sodium, forme un
complexe de N-succinyl-~héparine qui est suffisamment ionique
pour former le complexe avec L.Po.L.,si bien qu'il est rendu
soluble dans le plasma et exerce une activité clarifiante
correspondante, Toutefois, cette activité nlest pas suffisante
pour permettre ltinteraction avec 1l'antithrombine III, si bien
que ltactivité inhibitrice exercée par llhéparine dans les
phénoménes de coagulation, est perdue. En dltautres mots, le
brevet des Etats-Unis d!amérique n° 3,118,816 a eu pour objet

de préparer un produit exercant une activité clarifiante com-



rarabhle & 1taclivité doe 1M'hdparine, rois sons cxercer la
hopie zctivitéd coammlatirice de cette derndére, La revendico-

tion 5 de ce brevet est basée sur 1tutilisation dl'un acide
dilué et les exemples décrivent ltlutilisation dlumn acide
minéral en une concentration ne dépassant pas 0,086M,

La haute activité lipasémique du produit obtenu
démontre que la méthode adoptée par ces chercheurs est correcte.
Toutefois, méme si elle est réduite vis-a-vis de l'héparine
constituant la matiére de départ, llactivité anticoagulante
résiduelle (8-10 unités U.S.P./mg) est toujours trop élevée
pour que llon puisse envisager une utilisation sans risque
d'hypocoagulation en thérapie humaine au cours d'une période
prolongée, Dans une publication récente (J. Biochem, 81, 989,
1979), K. Xagasawa et al. maintiennent que les héparines
N~désulfatées a des degrés différents et méme 4 des degres
élevés conservent 62 & 70% de ltactivité anticoagulante
initiale, ce qui est manifestement en contradiction avec les
résultats obtenus au cours des recherches précitées de Levy
et Stivala, ainsi qutavec les résultats obtenus par la
Demanderesses,

Toutefois, 11 doit étre tenu compte du fait que
Nagasawa a effectué la désulifatation avec du diméthylsulfoxyde
et du méthanol & ia température ambiante, clest-z-dire dans
des conditions trés différentes de celles adoptées pour obtenir
le produit de la présente inveniion facides minéraux de diffé-
rentes concentrations et a4 des vempératures qui sont toujours
supérieures & la température ambiante},

Llexposé ci~dessus résume 1'état de la technigue
antérieur 34 lz présente invention., De facon ¢tommante, iz
Demanderesse a trouvé que.dans des conditions diume hydrolyse
beaucoup plus intensive (clest-i~dire avec HCl 0,233K & une

-

température de 100°C au cours diune période de 6 heures) que

dana Te hrevet doc Fiatcwlmic AlAmériane n 2.11%.816 et ane.



sclon les travaux de Levy, le produit d'hvdrolyse de 1'héparine

'

vceinylation compléte

était biolegiq inactif et qulapreés

n

avec de llanbydride succinigue et du NaOH, on obtenait un
dérivé pratiquement exempt de toute activité anticoagulante
(soit moins de 0,05 unité U.S.P,/mg), tandis que 1llactivité
clarifiante était toujours thérapeutiquement importante.

Les conditions d'hyvdrolyse concernant la concentration
de 1l'acide et le temps de la réaction, sont calculées de facon
a provoquer une N-désulfatation totale et une 0O-~désulfatation
réduite, La succinyvlation intensive effectuée ultérieurement
aboutit a4 la formation d'un produit qui est toujours reproduc-
tible en ce qui concerne son activité biologique et ses pro-
priétés phvsicochimiques, Dans le produit obtenu, l'unité
disaccharide est 4 base d'héparine, laquelle est constituée
du 2-=0-sulfate dlacide r=L=iduronique et du 6=0-sulfate d!z=D-
glucosamino=2-N~-sulfate avec une liaison 1,4 ou qui est cons-—
tituée du 6~0O-sulfate dlacide ;-D-giucuronique et du 6~0-
sulfate d!z=D=glucosamino~2=K—acétyle avec la liaison 1,4
comme décrit par R.W. Jeanloz "Heparin, Structure, Function
and Clinical Implications', Edition R.A. Bradshaw et S, Wessler .
Adv, Exples Med. Biol, 52, 3, 1974.

Dans ce produit, on a introduit des unités hémi-
succinigues jusqu'a ce aqulon atteigne 1,2 unité disaccharide,
En contraste direct, dans les produits mentionnés par Cushing,
cette valeur est, tout au plus, de 0,6 lorsque 1l'héparine
initiale subit une hydroivse au cours diune période de I heures
avec une K-désulfatation & 35% correspondant & la limite

maximale,
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succinyle suivant la présente invention présentent une perte

totale dlactivité anticoaculante qui est inférieure & 0,05

uriité T.S.P./mc et cette caractéristigue z ¢t



tous les tipes d'hiéparines gul ont été utilizds comme

de départ, Fn fait, cette caractéristigue z &té

P

au cours dlexpériences effectuées avec de l1l'héparine avant unc

P,/mg. Fn outre, on a ohbservé les propriétés suivantes :
1) Le produit 2 une composition qui est dlune
nature constante lors de 1lt'isoélectrofocalisation en utilisant
différents types dthéparines comme matiére de départ. De plus,
ce produit posséde un degré moven dl'anionicité qui est sensi=-
blement inférieur aux valeurs obtenues suivant le brevet
précité des Etats-Unis d'Amérique, ces valeurs variant en
fonction de la durée d'hydrolyse et, partant, en
fonction du degré de N-succinylation. De méme, les produits
obtenus suivant Cushing varient entre eux suivant la période
dthyvdrolyse et aucun de ces produits ne manifeste, lors de
1'isoélectrofocalisation, un comportement semblable & celui
du dérivé de la présente invention (voir figure 1),
La figure 1 montre aqulen plus dl'une variation
survenant dans le profil des bandes, l'intensité de la coleo-

ration est, avec un dépdt ¢égal, plus faible dans le cas du

produit de la présente invention, ce qui démontre une dif
rence structurale, clest-a-dire une plus faible affinité
vis=a-vis des agents colorants,.

2) Le produit préparé suivant la présente invention
a un comportement constant lors de itélectrophorése, conjointe-

ment avec les propriétds mentionnées ci-epris, En oulreg

H)

il posséde un plus faible degré diacidité totale non seu
vis~a-vis de l'héparine utilisée comme matiére de dépari, mais

vés obtenus par Cushinge. & outre,

lm

également vis=a-vis des dér
les dérivés obtenus par Cushing sont sensiblement différents

1'un de ltautre suivant lz période dthvdrolvse et cette



différence est plus Cvidente eoenre lorsque le desrd dl'livdro-
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on analvse les propri
suivant la présente invention par spectrométrie de réscnaznce

magnétique nucléaire protonique, ainsi qulavec C s ainsi

13
qu'on le décrira ci-aprés, on observe un haut degré de succi-
nylation sur l'atome d!azote et, en partie également, sur
1'atome dloxygéne., Ce degré de succinvlation est de 1'ordre
de 1,2 unité hémi-succinique /unité disaccharide, ainsi qulon
1'a mentionné ci-dessus., En contraste direct, lorsqulon
examine les mémes types de spectres obtenus avec les produits
de Cushing dont le degré d'hydrolyse initiale est variable,
on observe un degré maximum de succinvlation de llordre de
0,6 unité hémi-succinique/unité disaccharide.

4) Activité antilipémique constante : lorsque,
comme matieére de départ pour l'hydrolyse, on utilise plusieur
types d'héparines dlorigines différentes, on obtient toujours
une substance exercant une activité lipasémigue constante éga
a environ 50% de l'activité de 1'héparine constituant la
matiére de départ (valeur cui est acceptable comme movenne
pour différents échantillons),.

Cette activité correspond également a 50% de celle
obtenue avec le dérivé de Cushing, clest=a=dire le produit
d'hydrolyse aprés une pé€riode comprise entre 2,5 et 3 heures,
Toutefois, ce produit exerce toujours une activité anticoagu-
lante se situant entre © et 10 unités U,S,P./mz. Il est &

noter que llactivité lipasémigue de lihéparine est beaucoup
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plus prolongée & la fois dans le cas du dérivé préparé suivant

5 -

la présente invention et dans le cas du dériv uivan
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5) la toxicité aicu® est plus faible aue celle de
1t'héparine constituant la matiére de départ, ainsi que cellc
du produit de Cushing qui est obtenu par hydrolyse pendant
une période de 2,5 & 3 heures et gui exerce une activité
anticoagulante se situant entre § et 10 unités U,S.P./mo.

En effet, chez les rats, la valeur DL__ (= dose létale a

50
50%) par administration intraveineuse est de 2,4 g/kg, tandis
que la toxicité aigu€ du sel de sodium de 1t'héparine de départ
est dlenviron 0,9~1 g/kg, la toxicité aigu& du dérivé de
Cushing étant de 2,3 g/kge

On donnera ci-apreés un exemple de préparation et de
détermination des propriétés du produit suivant la présente
inventiona,

Préparation

o

Dans un ballon de litres muni dlun réfrigérant,
d'un agitateur mécanique et dl'une admission dl'azote en vue de
travailler sous une atmosphére inerte, on dépose 2 litres
dleau distillée et 200 g du sel de sodium d'héparine, Tout en
agitant, on dissout le produit a la température ambiante,

puis on ajoute 400 cm3 de HC1 2N, On élimine llair de 1la
solution claire au moyen dlazote et, tout en maintenant une
atmosphére dlazote, on dépose la solution dans un bain-marie

bouiliant et on la maintient dans ces conditions pendant une

période de 6 heures, On refroidit ensuite la solution a la

+
e
Fod
by

{f5s]
)
Y
Q
o

a

température ambiante et, tout en refroidissant

-

on porte le pH & 5,5 par add

[N

on dfune scliuiiorn saturee ifroide

XN

T
de XaOH, Tout en maintenant la temperature dans llintervalle

initial de 5 & 10°C et le pH, & une valeur dienviron % par

o

ddition dl'une solution de NafH, on sjoute, par PUrtions
400 g dlanhvdride sucecinique, Ltaddition finale porte le pH

Lo
i

2 une valeur dlenviron 7,4 & 7,5. On maintient



froide sous agitation pendant 30 winutes, puis on ajoeute trois
volumes dléthanol & 095°, On essore 4 la troope le priécipitd
formé qui est initialement huileux,mais qui devient solide
lorsqulon le laisse reposer, aprés quoi on le séche a 1l'lair,
On redissout le précipité dans 3 lites dl'eau distilléeet on le

oumet a une dialyse dans un appareil d'une €limination nominale de 60O

o

daltons vis—=a-vis de l'eau distillée et jusqu'a élimination
du succinate de sodiume On soumet ensuite la solution finale
a une lyophilisation. On obtient 200 g d'un produit sous
forme dl'aiguilles,

Isoélectrofocalisation

On effectue la détermination suivant la méthode de
P.G. Righetti et E, Gianazza, B.BeAs 532, 137 (1978). On
utilise 7% de gel de polyacrylamide T contenant 1% LeKeBe
2,5=45% 3 1% LeKeBe 3=3 3 0.,1% LeKeBas 3,5~10 ampholine, On
dissout les échantillons dans de lt'urée 8M en une concentration
de 20 mg/ml, puis on les applique sur du papier "Whatmann®
(3MM) en quantités égales pour tous les échantillons (ZSG/Pg).
On effectue les essais dans les conditions sulvantes :
1/2 heure + 3 heures ; 12 W et 100 V maximum ; T = 0°C,
Coloration : bleu de toluidine dans de ltacide acétique a 27,

Les résultats sont repris en figure 1 dans laguelle les parties

et

et 2 se rapportent au dérivé de glycosaminoglycane, ZSO/pg

(on & uwtilisé deux préparations provenant de charges différentes

avec des dérivés provenant dlune charge du sel de sodiuxm
d'héparine avant une activité anticoagulante de 165 urnitds
UeSePo/mg, préparée suivant le procédé de Cushing avec des

durées dlhvdrolvse de 2C minutes et de 150 minutes respective-



reent, on oaae cosceplration de ;jC)fgg La portie 5 ecerespond
au sel de sodium d'hiéparine avant une activité anticsasulante
de 165 unités TS Pe/mz et & partir de laguelle on ohiient les
dérivés correspondant aux parties 2, 3 et 4 en une concentra-

tion de 250 }.Lg.

Electrophorése

Les résultats d!'électrophorése reproduits en figure 2
ont été obtenus dans les conditions suivantes : acétate de
baryum 0,1M, pH : 5,8 ; pellicule d'acétate de cellulose
(Sepraphore III-Gelman) de 5,5 x 11 cm ; tension : 40 V ;
essai effectué pendant une période de 4 heures a la température
ambiante ; dépdt de slpg. Coloration : bleu Alcian sous
forme d'une solution de 150 mg dans 100 ml d'éthanol a 95°,
dilué 4 1l:1 avec de llacétate de sodium 0,5M, pH = 5,8,

On détermine la décoloration dans de ll'acide acétique

a 5%s On effectue lz diaphanisation avec une solution dlacide

acétique 3 15%, du méthanci a 84

Fead
i

. du toluéne & 0,57 et de
1'acétone a 0,5% pendant une minute,

En figure 2, les taches a2, b et d ont été formees
avec des dérivés obtenus suivant la présente invention en
utilisant, comme matiére de départ, trois charges différentes
d'héparine commerciale, La tache c a été obtenue avec le

dérivé préparé suivant la méthode de Cushing aprés hydrolyse

e

pendant 2,5 heures, 1l'echantillon avant une activité anti-

coagulante résiduelle de 10 unités U.S.P+/mg.

L
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sultsts repris en risure 2 ont €té obtenus

fa = «

[

’».

dans les conditions suivanies : sclution dlacide trichicr-

P

»

acétique 0,05M réglée & un pH de 3 avec du XaOH ; pellicule

dlacétate de cellulose (Sepraphore TII-Gelman
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ension : 45 V : essai effectué pendant une période de 3 heures

5% 1z température ambiante ; dépSt de 3 mg. La coloration & été
/



dfterminée comme décrit ci-dessus, On a Cgalement ddteirnind

ion comme décrit ci-dessus,

rt

la diaphanisa

:

e

T

En fisure 3 partie

a

\v3
}w.l
o

I

- -

préparé suivant la présente invention en uvilisan

ct
-

o

I

matiére de départ, de 1'héparine ayant formé la partie b,
cltest=a=dire de 1'héparine & 170 unités U S Po/mze L& prriice
c a été obtenue avec un produit préparé suivant la méthode

de Cushing aprés hvdrolyse acide de la méme héparine pendunt
30 minutes, tandis que la partie d a été obtenue avec un
autre produit préparé suivant la méthode de Cushing apres
hyvdrolyse acide pendant 180 minutes, toujours en utilisant

1la m8me héparine comme matiére de départ.

. s P 1 ez
Spectre de réscnance magnétique nucleaire 3C du dérivé

de glvcosaminoglvcane

Les résultats ont été obtenus & 15,2 MHz dans du

dioxanne=D,.0 ; étalon interne : dioxanne (67,4 parties par

in
i
s
1}
ot
}...l
ct
N
+
n
0
o)
B

million) ; le

y

Le procédé adopté a ét€ décrit par Ge. Gatti, B. Casu, Gekhe

&

.,

Hamer et AeSe Perlin, "Macromolecules® 12, 1001 (1979},
Le spectre comparé & celui du sel de sodium de
1théparine {ces spectres étant déterminés dans les mémes

conditions), domne les différences et signaux suivants :

bor

1) On observe un nouveau signai & 181,8, attribuable
au CO0~ du radical succinique j

2) un nouveau signal & 177.attribuable au —CONH du
radical succinigue :

3) un signal & 176,7, attribuable au COOH du radical
iduronique.analogue & celui de lThéparine ;

4) un petit signal & 102, attribuable au C; des
petites quantités du radical dfacide glucuronique;analogug

3 celui de 1'héparine

ue



Qa

iiri

sicnal a4 100, &

oue a

5)
iduroniguear
6) un nouveau signal

halo

i

95,3, att
D'une maniére analogue,
étant

0

e
Q.
®

ce signal

de N=succinyl-glucosamine,
al a 97,7,
glucosamine guil

fu

1tunité

on observe la disparition du signa
dical de X-sulfate de
t 1la matiére de

ibuable au C1 du ra
que & l'héparine constituant

ator
is

est caracté
7) une nouvelle série de signaux entre 72 et 76
du radical N~succinyvlglucosaminique,

ces signaux du spectre
706

ti

départ ;
a

attribuables aux C, et C4
ainsi gqultau C2 du radical iduronique ;

de 1lt'héparine sont rassemblés en un seul signal intense
8) une paire de signaux a 70 et 71, atiribuables

et C. du radical N-succinylglucosaminique, ainsi qulaux

auwx C
2
aun C- du radical

bt

du radical iduronique, ces signaux €étant analogues

signa

W

]
21 & 07,
al eta

Cc, et CS
4 ceux des mémes atomes de l'heparine
titribuable
nt anaiogue au

1]
[N
(l:g

0) un sig
ce
€ ;

epari
tribuable au C; du
observe
1

A

K=succinviglucosaminique
du Cg du radical N=sulfonvle de 1'héparin
>

10} un nouveau signal a 54,5,
En méme temps, o
C., du radice

& 58,8, ibuable au
théparine
33,5, attribuablc

radical N-succinylglucosaminique.
signel '

la disparition d
. N-sulfonvliglucosaminigue dans le spectre de
11) deux nouveaux signaux & 33 et
aux -C“,COO- et =CH,=C(=KE- du radical succinigue de la -
: succinyli-héparine,
13, e
Spectre de résonadnce magnectigue nucleaire £ du derive
obtenu suivant la méthode de Cushing aprés hvdrclvse acide
pendant 150 minutes
173 X e .
Le spectre ~°C du produit donne les signau deerits
dans les paragraphes 1=5, ¢ et 11 ci-dessus pour le coampose
iNVEenTIiOon,

de 1z

présente
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o onavncerpe le s mal g

R 2 i ,1 3

glucosaminigue, qui est décrit dans le paracsrzphe 6 ci-dessus

" ]

on observe llapparition du pic df & la Nesuccinvig

tandis que l'on observe toujours le pic di au C du radicail
N=-sulfonylglucosaminique, ce qui démontre que, dans cet

-~

échantillon, la N-ddsulfatation est incempléte et qulil v &

toujours un mélange de groupes N-sulfate et XN—succinvle,.

Les signaux dus aux CS’ C, et C5 du radical X-

4
sulfonyie ou du radical N=sueccinyl~glucosaminique, ainsi
gutaux C2’ CZ’ C4 et C5 du radical iduronique, apparaissent
sous forme dl'une série de pics qui peuvent &tre groupés en
deux groupes principaux aux aientours de 70 et 76, En consd-
quence, 1l!'état de choses se situe & un stade intermédiaire
entre le cas de l'héparine et celui du dérivé préparé confor-
mément & la présente invention (paragraphes 7 et 8§ décrits
Ci—dessus).

O note l'apparition d'um nouveau pic & 54,5, cor-
respondant au pic décrit dans le paragraphe 10 du dérive

faisant ll'objet de la présente invention. Toutefois, ls¢

ignal apparaissant a 58,0 et indiquant lz présence du carbone
C, du radical N=sulfonylgiucosaminique de 1t'héparine est

toujours présent,.

13

Spectre de résonznce macnétigue nucléaire C du dérivé obrtenu

r

suivant Cushing apreés hvdrolvse acide pendant une période de

30 minutes

décrits pour le produit ohtenu eprés byvdrolvse pendant 150

minutes, sont toujours présents, En particulier, les pics

&

décrits dans les paragraphes 1 et 2 sont beaucoup moins intenses



que le pic décrit dan wpss des spectres
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du compousé de glycosaminoglycanes et cu compose obtenu 2pres

utes, ce gui indigue un plus faible

(en]
2]
fie
jou}

hydrolvse pendant 18

W

degré de succinylation.

Les pics décrits dans les paragraphes 3, 4, 5, 9 et
11 sont les mémes pour le produit de glycosaminoglycane et pour
le produit obtenu aprés hyvdrolyse pendant 180 minutes. Le
signal de C, du radical de (N-sulfonvl-cluccsamine) a 97,7
est présent, mais plus intense prés du signal de Cl de 1a
N-succinyl-héparine & 95,3, ce qui démontre a nouveau un
faible deecré de succinylation (paragraphe 0 ci-dessus). LlLes
signaux dus aux CS’ C4 et C-5 du radical X-sulfonyl- ou X-succi=-
nyl-glucesaminique, ainsi que ceux dus aux CZ’ C3, C4 et C5
du radical iduronique (paragraphes 7 et § ci-dessus) apparais-—
sent sous une forme intermédiaire se situant entre les signaux
du produit obtenu aprés hydrolyse pendant 150 minutes et les
signaux obtenus avec 1'héparine comme matiére de départ.

Le pic accentué a 54,5 du C2 du radical X=succinyvl-
glucosaminique est proche du pic a 58,8 di au radical X-sulfo-
nvl-glucosaminique, le premier étant plus intense que le second

(paragraphe 10 ci-dessus}.

Spectre de résonance magnétiidue nuciéaire 1E enregistré avec

"Varian ¥L-100" a 100 MEz

On utilise les spectres de résonance magnétique
nucléaire 1H afin de déterminer le degré de succinyiation en

« z e 3 L2 5 -
e sicpal ¢'hvdrogene cans
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Cl, deux atomes d'hvdrogéne/unité de disaccharide, & savelir

e

un pour 1ll'unité iduronigue et un pour ltunité glucosaminicque,
ainsi cue le signal des atomes dl'hydrogéne de 1lacide succi-

- . . - f . « .
nique, soit un total de 4 atomes dthydrogéne/radical dlaci

[N
m

succinique, On obtient les reésultats suivants @
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1,2 wnité dlacide succinique/unité de disaccharide ;

acide pendant 30 minutes : 0,2 unité d'acide succinique/
unité de disaccharide ;

3) dérivé obtenu suivant Cushing aprés hydrolyse
acide pendant 180 minutes : 0,6 unité d'acide succinique/
unité de disaccharide.

En conclusion, ces essais démontrent que le dériv
obtenu suivant la présente invention est le résultat d'un
plus haut decré de désulfatation et de succinylation compar
tivement au dérivé obtenu suivant Cushing, tandis gque le
produit obtenu suivant la présente invention a subi une hyd
acide dans des conditions plus rigoureuses gue celles adopt
par Cushing, clest-&-dire une hyvdrolyse pendant une période
180 minutes.

Toxicite

La toxicité du dérivé de glycosaminogl cane
démontrée dans les exemples ci-aprés, lesquels illustrent
1'activité lipasémique et 1llactivité clarifiante, a fait
ltobjet d'essais sur deux espéces d'animaux, clest=a-dire s
des souris par voie intraveineuse,ainsi gque sur des rats pa

voie intraveineuse et également par voie intrapéritoneale e

par voie orale. Le support utilisé est une solution phvsio

. . s J; F
gique. Les valeurs DL_, exprimees en mg/ke sont les suivan
£ 50

mfles aibincs "Swiss! diun poids

[
i)
M

{

D
i

Espéce @ sour

moyen de 22+ 1

(i

Administration intraveineuse : DL 3.414 melkco

50

(2.027,6-3,826,2).
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rats albincs miles "Wistar! dl'un poids
moven de 150+10 <,
Administration intraveineuse : DL5 : 2,400,2 mg/kg

administration intrapéritonéale : DLSO : > 3.500 mg/kg
administration orale : DLSO : > 5.000 mg/kg

La valeur DLSO obtenue chez la souris par administra-
tion intraveineuse du dérivé préparé suivant Cushing est

dtenviron 2,300 mg/kg

Activité sur 1ll'hvpercholestérolémie et l'hvpertriglvcéridémie

provoquées par "Triton"

L'activité hypocholestérolémiante et l'lactivité

. - - - 1

hypotrigiveéridiaue ont €té déterminées par ll'essai dl'hypo-
cholestérolémie et dlhypertriclycéridémie au moven de "Triton"

=

(WR-1339) comme indigué par &

oAl

rattini S£.,, Morpurgo P., Paoletti

R. : Arzm, Forsch, &, 206 (1050} ; E.

e

iarmo, E, Lampa et al. :
Archivo per le Scienze Mediche 132, (3}, &3 (1975).

On a effectué les expériences avec des rats albinos

miles adultes de la famille "Wistar" pesant entre 160 et 210

o)

n

et préalablement choisis au hasard.

On divise les animaux en groupes de 10 : un groupe
recoit unigquement le support du produit & examiner, c'est-a-dire
la solution physiologique, tandis que l'on traite les autres
groupes avec : 1) "Iriton’ et 2) "Iriton” conjointement avec

la substance a examiner suivant le mode dladninistration et

les dosages indigqués dans le tableau 1. Dans chaque cas
= 2

pe

le "Triton® est administreée en une dose de 200 mg
intraveineuse & des rats maintenus & jeun pendant une période

de 12 heures en les laissant simplement boire librement de

Ilecau,



Les substances devant $ire vtilisées comme antaconiste
sont administrées par voie intrapéritonéale ou par voie orale

deux heures avant et deux heures aprés l'administration du
"Triton"., Entre lladministration du "Triton" et la deuxiéme
administration du produit faisant 1'objet de ll'essai, on donne
a nouveau de la nourriture aux animaux et, aprés avoir supprimé
la nourriture, on leur laisse simplement le libre accés & 1'vau,
Au terme d'une période de 12 heures aprés lladministration cu
"Triton", on préléve un échantillon de sang par ponction car-

é

el

erpination des triglycérides

s

diaque et lion effectue 1z
suivant 1la combinaison dlessai de "Biochemia Boehringer®,

I1 slagit en 1'occurrence dlune déterpmination enzvmatique des

triglveérides aprés saponiiicaiior avec de 1lhvdroxvde de potas—
sium éthanolique (KGH}! suivant Fszstein M. : PKlin, Wschz.

Klin. Biochem." 12, 1074, 403, par le procede

*
H

1

g

Test-a-dir

o]

o

»ssai enzvmatique colorimétrique. Les résultsts
sont repris dans le tableau 1.

Les tableaux 2 et 3 reprennent les résultats expeéri-
mentaux obtenus aprés provocation de Iihivperlipémie au moven
du "Triton", ces résultats évant obtenus par administration orale
4 des rats et suivant les méthodes décrites ci-dessus, de la
substance active de givcosarminogiveane dans deux Supports

différents, cette substance étant dlune nature lipophile,



TABLEAU 1

Dosage des triglyvcérides et du cholestérol chez des rats "Wistar

pesant + 200 g et soumis & un traitement saprés provocation de

lthyperlipémie au moyen de "Triton" en une guantité de 200 mg/kg

par voie intraveineuse,.

f : ' I
Composé § Dose ¢ Mode : Triglycé—s Choles-
% (mg/kg) dtadmi-  rides | térol
: istra- {mg%) | (mcs%
‘ ¢ tion t
 Témoins ! Solution : Intra- 111,62+3: 71,8142
¢ © physiolo=-' périto- §
! gique - mnégleet - f
t 2 ml/kg orale :
: i
ItTriton! © 206 Intra-  479,78+7:168,12+5
: veineuse |
13 ! s
i , 5 i
H 13 :
n .
:Glycosaminoglycane 26¢ Intra- 100,16+6:151,00+0
'+ "Triton® péri-
L0200 me/ke) tonesle
b
iGlyvcosamineglveane 40 - Intra- 130,64+6 116,505
‘+ "Iriton" peri=-
1(200 mg/kg) tonéale
iGlycosaminoglycane 106 ~ Orale - 320,70+6:171,30+%7
‘4 "Triton"
‘(200 mg/kg)
tGlycosaminoglycane 2006 Orzle 25G,75+7 162,476

+ WTriton!
(200 mg/kg)




Pl e AT 2

ir:ixoze des triglycérides et du cholestdrol chez das 1ats

a0

"Wistar! pesant 200410 g et soumis &4 un traitement aprés
provocation de 1'hyperlipémie au moyen de "Iriton" en une
dose de 200 mg/kg par voie intraveinecuse, Le produit a

examiner est administré dans un support a base de "Tween',

| f '
iComposé % Dose Mode Triclycé- Choles~
; [ (mg/kg) d'admi- rides térol
g : nistra- (mgZ) (me&
: ‘ tion
{Témoins ‘Solution Orale 111,62+3 71,8142
i 'physiolo-

-gique

(2 ml/kg)
"Triton" 200 Intra-  479,78+7 198,1245

veineuse

Glvcosamino— 50 Grale 355,%2+10 170,317
glyveane + "Iriton?”
(200 mg/ kg
Glvcosaming— 100 Oraie 210,37+9 136,026

‘clvcane + "Triton'
(200 mg/kol)




Dosage des triglycérides et du cholestérol chez des rats

"Wistar! pesant 200410

ug

et soumis a un traitement apres
provocation de l'hyperlipémie au moyen de "Iriton" en une
quantité de 200 mg/kg par voie intraveineuse, Le produit
a4 examiner est administré dans un support a base de tri-

glycérides,

Composé Dose . Mode Triglycé- Choles-
i (mg/kg) = dladmi- rides térol
; nistra- (mg%) E (mgs
» : : : .
i Témoins ¢ Solution : Orale 111,62+3 § 71,8132
¥ : physiole- !
: gique ?

: (2 mg/ke)

‘iTriton! . 200 - Intra- 179,787 -103,75%7
veinsuse

- . - ~ i S e s o
-Giveosaming= 5G Orale 347 ,8249 172,260
~glivecane +
,”Iritor"
(20¢ mg/kg)
-Glvcosaminec— 100 Orzie 202,23+6 11€,75=0
givcane +
U FPriton®

i, L
{200 mg/ke)

Activité lipoprotéinolipasique (essai d!Ediol)

Les effets clarificateurs du produit suvivant la

présente invention ont ét< étndiés sur des rats albinos miles

"Wistar" d'un poids moven de 190+10 g suivant Bianchini
(P, Bianchini, G. Guidi, B. Osimsz : "Blood leveis of the
Clearing Factor After Adaministration of & Natural Glucurono-

glucosaminoglycan” - Biochem, Expl, Biol. X, (m. 3), 1972,
Les znimaux sont choisis au hasard et ils sont

divisés en groupes de six gue llon nourrit de la maniere

habituelle,



(4) Riponse & e

—

On injecte les préparations pharmaceuliques (ctest-
S-dire le dérivé suivant la présente invention et le dérive
suivant Cushing avant une activité anticoagulante résiduelle
de 10 unités U.S.P./mg) par voie intraveineuse en une dose
de 10 mg/kg et en un volume de 5 ml/ke dans une solution
physiologique,

Aprés des périodes prédéterminées de 5, 10, 20, 40,

=aux 4 une anesthésie &

8

60 et 90 minutes, on soumet les an

1

-

e

1téther, puis on préléve un échant on de 5 mwl de sang par
ponction cardiaque en utilisant une seringue séche que 1l'on

a préalablement traitée aux silicones. On verse rapidement le

sang dans des éprouvettes graduées centrifugées contenant
0,28 ml de citrate de sodium 2 20%. On soumet la matiére a

5
o
-
=
ol
@
U
"
M
o
o

une centrifugation 2 t 4,000 tours pendant 15

On prépare des é€prouvettes contenant I ml diune

- . -

solution & 0,157 diune émuision lipidicue gui & et€ stabilisc

mn
G

("iipostratel, "Ediol-Calbiochem" )}, cette emuision ayant ére
préalablement filtrée. Dans chaque éprouvelte, on dépose un
échantilion du plasma i examiner en une gquantite de 2 ml.
On veille & laisser stécouler une péricde diune minute lors
de la préparation de tous les échantillons de telle sorte
que 1llon puisse effectuer une iecture appropriée exactement
aprés 30 secondes dans chaque cas, ainsi que des lectures

ultérieures 15 minubes aprés incubation du plasma "Ediol"

‘—}'IOC¢

la densité optique du mélange & 00C nm. Four iz détermination

de ltlactivité clarifiante, on régle la lecture de la densite

fed

P

optique a 100, la lecture de la densité oprique étant effectuce



Ltactivité clariviante eost cxprimde Par un pour .. wiode

FER A

cette derniere lecture, tandis que les lectures T i ures

-~
A
~S e

sont exprimées en (=
Les résultats démontrent que, dans la doze de 10 mer/ha,
la valeur A 7 atteint un maximum de =27% cing minutes soris
ltadministration, tandis que le dérivé préparé suivant C
et ayant une activité anticoagulante résiduelle de 10 unités
U.S.P./mg atteint une valeur maximale de ~50% 10 minutes apreés
Padministration. Dans les deux cas, l'activité clarifiante

disparalt 40 minutes aprés lladministration,

(b) Réponse dose/effet

On effectue une autre série dlexpériences conformé-
ment au procéde décrit ci-dessus selon lequel on administre

toujours & des rats et par voie intraveinecuse, des doses

croissantes de glyveoasaminoglycanes, soit plus exactement
4 C 4
0,2, 0,3, 0,6, 6,5, 1, 2, 3 et 5 mg/rac,

procédes décrits ci-dessus, on trace la courbe dose/effet,
Cette courbe aboutit & une détermination dlune valeur DES
(= dose efficace a 50%) égale & 2,2 mg/rat, soit 11,5 mg/ka.

Le dose efficeace minimale est de 0,75 mg/rat, soit 3,75 mg/kg

avec une réduction linézire zllant jusqula 2,5 mg/rat.

conclure que ll'indice thérapeutique du produit de la présente
invention se situe entre 35
une valeur moins favorable gue 1'indice thérspeutigus du
dérivé préparé suivant Cushing, lequel est de 700-2300,
Lorsqulon compare 1ltactivité clarifiante du glvco-
saminoglycane et du produit de Cushing, on aboutit 2 1z cone

clusion selon laquelle llactivité clarifiante du produit de 1la



pivsente dnvention est ¢oale 4 la noivid de oelie du wroduit

N
v

de Cushinge. En réalité, Cushing

n

tipule gue la dose thérapeu-

-

a 5 mg/kg et gque

o

tique se situe dans ll'intervalle de O,

U

dose optimale est comprise entre 1 et 3 mg/ke,soit un inter-—
valle de 70 a 210 mg du poids du corps,

En vue dlexercer une activité clarifiante lors dlune
thérapie pratiquée par voie parentérale, dans le cas du glvco=
saminoglycane, la dose optimale se situe entre 2 et 10 mg/ke,
soit entre 140 et 700 mg du poids du corps. Cette conclusion
est également basée sur les résultats obtenus au cours des
expériences de dyslipidémie provoquée par "Triton" chez les
rats.

Lorsgulon compare les deux préparations concernant
la dose optimale vis=a=-vis du poids du corps et en considérant
nte du dérivé de Cushing est de

=

gue ltactivité anticoasul

o
]

10 unités UeSoPo/mg, tandis que liactivité anticcagulante

- . - .. s ~ / :
du giyvecosaminogliyvcane est de 0,05 unité U,S.P./mg, on aboutix
&2 lz conclusion oulun traitement efrectudé avec ce dernier

produit donne une activité anticoagulante se situant entre

}
[
=
Pt

—!
m

7 et 35 unités TSP ./pOlas du r*c,f'p:s/a(irmr‘ stration, tandis
gue la thérapie pratiquée avec le dérivé de Cushing donne

une activité anticoagulante se situant entre 700 et 2,100
unités U.,S.P./poids du cerps/administration,

Les résultats ci-dessus font ressortir de toute
évidence llavantage résultant dv plus faible risque d'hypo-
coagulabilité, en particulier on considére que le pro-
iongement de la thérapie peur provoguer une hipocoagulabilitd
et que ce risque est moindre avec le produit suivant la prd-

sente invention,

Cet avantage staccentue du fait que llabsorption



iduites, cette caractéristicuce roendant une thérapie par

voie orale intéressante,.

08

Résultats de pharmacologie clinigue

On a administré le glycosaminoglycane par voie intra-
veineuse et & jeun dans les doses indiguées ci-aprés, en solu-
tion dang 6 ml dleau distillée exempte de pyrogénes, a des
sujets volontaires sains de quatre groupes :

Groupe I : 6 sujets (3 masculins, 3 féminins) &gés de 25 &
35 ans. Dose : 90 mg, soit 1,3-1,6 mg/kg du poids
du corps.

42 50 anse. Dose : 100 mz,

(821

Groupe IT: ¢ suiets masculins 8gés de 3

w

seit 1,3=1,5 mg/kg ;
Groupe III : les 6 sujets du groupe II, 3 semaines apres le

premier traitements Dose : 300 mg, soit 3,0~4,5

mg/kZe
Groupe IV : 6 sujets (4 masculins, 2 féminins) Zgés de 30 &
60 ans. Dose : 1306 mg. soit 1,0=2,% mgikc,
Au moment G, omn prélé le sang pour pratiguer les
déterminations de base et, immédiatement aprés, on administre

le glvcosaminogiyvcane, On procede a des prélévements ulterieurs
de sang aux moments suivants : 5 minutes/10 minutes/30 minutes/
60 minutes.

3 .
[

On effectue les déterminations en partie sur du

[N

plasma traité au citrate et, en partie, sur du sang Ycomplet!,

Centrifusation & 3.000 fours/minute pendant 15 minutes.
étepminations : activité lipaséricue (LPL, exprimée en JANEAS!
suivant llessai précité diidicl ; giycérine libre (exprimée

en mM/litre de plasma}, acides gras non estérifiés (exprimés
en meq/litre de plasma;, durée de thrombine partielle f{en

secondes) suivant les méthodes cliniques normales,



RESULTATS

GROUPE T
Moments Activité Glycérine Acides gras non E
lipasémique libre estérifiés :
(moyenne) (moyenne) (moyenne) E
t
! i
0 minute 92,53 5 0,062 0,462 ;
5 minutes 61,39 . 0,193 0,683 ;
! : i
30 minutes 76,99 9 0,119 0,583 {
‘ .
60 minutes 88,59 : 0,081 0,474
1 A
! ;

Remarques :

1)

2)

Liactivité lipasémique maximale apparalt déja 5 minutes
aprés lladministration du glycosaminoglycane avec une
réduction de 33,6% du trouble d!'Ediol a 600 nm.

Toujours a4 5 minutes, on observe un accroissement de plus
de 200% de la teneur en glycérine libre ; a 60 minutes,
cet accroissement est nettement plus faible, mais tou~-
jours présent.

A nouveau 2 5 minutes, les teneurs en acides gras non

estérifiés sont accrues dlenviron 100% comparativement

au moment O.

GROUPE IT
Moments Activité Glycérine |Acides gras | Throm-

lipasémique libre jnon estéri~-| bine

{moyenne (moyerne) !fiés partielle

| (movenne) (secondes)
0 minute 92,82 0,084 | 0,408 24
10 minutes 70,82 § 0,206 | 0,899 25
30 minutes 78,50 5 0,114 0,550 25
6Q minutes 84,49 0,084 0,521 24




Remargues 3
1) 10 minutes aprés 1ladrinistration, on observe les acciois-

sements les plus élevés de 1lactivité lipasémique (247)

w

de la teneur en glycérine libre (~150%) et de la teneur
en acides gras non estéricicés (~ 120%).
2) La valeur de thrombine partielle reste pratiguemsnt vI:7¢

a la valeur de base pour tous les sujets.

CROTPE_TTT

Moments % Activité t Glycérine Acides gras Thrombine
| lipasémique libre non estérifiés partielle
: ¢ (moyenne) “(movenne) . (moyenne) {secondes)
0 minute 99,40 0,104 0,150 26
I
110 minutes 50,07 0,440 0,021 26
120 minutes 5G,63 0,405 0,651 25
|66 minutes 65,50 G,262 0,617 26

Remargues @

~

1)

b

ia dose de 300 mg (toujours aprés 16 rinutes), on observe
les activités meximales qui sont nettement supérieures zauX
précédentes : 49% pour llactiviteé lipasemique ; environ
300% pour la teneur en glycérine libre et environ 450%
pour la teneur en acides gras non estérifiss. Les valeurs
restent remarcusblement significatives également apres

60 minutes.

i guement conse-

o
~t

Les valeurs de thrombine partielle somt pr

W

tantes et écales & la valeur de base,




3

4
1
e i
YMoments L Activité ; Glyvcérine

- Lo Throrbhine
lipascémicue ! libre pigtielle
(moyvenne) : (movenne) e orrdes)
|
. % 5 ' :
0 minute 90,4 % 0,0599 i 0,410 % 24
10 minutes 72,78 0,10%84 0,514 23
30 minutes 74,63 0,0740 P 0,750 2
60 minutes 81,44 0,0404 © 0,656 " °

Les résultats sont analogues a ceux des groupes
précédents.

De plus, pour les groupes II, III et IV, on a déter-
miné le lipidogramme (E&~lipoprotéines, pré-i=lipoprotéines,
kilomicrons) par néphélémétrie ; les valeurs sont exprimées
en mg/100 ml de sérum. On a reievé les observations suivantes :
a) chez les sujets du groupe IT, la valeur des f=lipoprotéinces

av moment O (425-450) & diminué & ~ 250 aprés 10 minutes

et, par conséguent, elle se situait entre 250G et 300G apries
60 minutes, tandis gque les valeurs en pré=:=lipoprotéines

et en kilomicrons sont restées pratiquement constantes

(270-250 et respectivement 11,7-12,2),

Somrr®

Groupe TII : dans ce cas, la valeur de base des I-lipo-
protéines a diminué & environ 120 apres 10 minutes et elle
était de 150-220 aprés 0G minutes, On nfa observé aucune
variation importante pour les valeurs en pré=f-lipoprotéines
et en kilomicrons,

c) Groupe IV : la veleur des =lipoprotéines a diminué de
190-220 (moment 6) & 120=1230¢ aprés 10 minutes et elle est
restée 4 ce niveau également apres 00 minutes. Les valeurs
en pré-Z-lipoprotéines sont restées pratiguement inchangées

avec une légére diminution des valeurs en kilomicronsSe.
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REVEADICATIONS

1, Dérivé succinylique dfhéparine désulfatée, carac—

-
("‘r\

~isé en ce que la tenecur en XN-sulfate est inférieure & 107
comparativement a l'héparine constituant la matiere de départ,
tandis que le radical succinyle est présent en une quantiteé
supérieure a 0,0 par unité de disaccharide.

2, Dérivé suivant la revendication 1, caractérisc¢
en ce que le radical succinyle est présent en une quantité
dlenviron 1,2 par radical de disaccharide.

3. Dérivé suivant la revendication 1, caracterisc
en ce que llactivité anticoagulante est inférieure & 0,5 unite
internationale/mg
4e Procédé de préparation dlun dérivé succinviique

»

d'héparine désulfatée, dérivé dans lequel la teneur en groupes

Kesul

)

ate est inférieure & 10% comparativement 2 1théparine
constituant la matiére de départ, tandis que le radical succi-

nvle est présent en une quantité supérieure & 0,06 par unité

-

de disaccharide, caractérisé en ce qulil consiste & hydrolyser
de 1théparine avec un acide fort au moins 0,1N a une température
supérieure & la température ambiante, puis faire réagir le
produit de cette hvdroivse avec de Itanhvdride succinigue & un
pH supérieur & 7.

5« Procédé suivant la revendicat ion 4, caractérise
en ce que la température se situe entre 70 et 100°C, tandis
que llon effectue l'hydrelvse pendant une période de plus de
2 heures.

6. Procédd suivant la revendication 4, caractérisc

en ce qulon utilise un acide fort au moins 0,55

7. Procédé suivant la revendicatiorn 4, caracterisc
en ce que le rapport pondéral entre 1tanhydride succinigue

et le produit dl'hydrolyse se situe entre 1:1 et 5:1,



e

- 33 -

8+ Procédé en vue de réduire la teneur en lipides

du sang "in vivo" chez un sujet vivant dont le sang a une

Torte teneur en lipides, caract

en ce que le sujet vivant

pidémie,

[$40)
~'s
h

3 Y

¢ en ce qu'il consiste 3

opposé suivant la revendication 1.

10, Composition pharmaceutique pour la thérapie

d'états de dyslipidémie, caractérisée en ce que, comme ingré-

dient actif, elle comprend le dérivé succinvliique d'héparine

suivant la revendication 1.

11, Compesitiorn suivent

forme de dosage unitaire approprié

par voie parentdirale

12, Composition su

-

d.

o
N
(%41

ol e

et 40 mg/kg du poids du corps.

la revendication 10, sous une

pour une administration

iz revendicavion 1l carac-

érisce en ce gue lg forme de dosage unitaire se situe entre

13, Compositvion suivant la revendication 10 sous

une forme de dosage unitaire appropriée pour une administration

par voie orale,

14, Composition suivant

térisée en ce que laz dose unitaire

kg du poids du corps,.

oy

- e e
2\ AN A U C

f— . n ey ~— -

la revendication 13, carac-—
se situe entre 30 et 300 mg/
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