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Esilla oleva keksintd koskee pienimole-
kyylipainoisen hepariinin (LMW-heparii-
nin) valmistamista heparinaasilla suo-
ritettavan hepariinin entsymaattisen
depolymeroinnin avulla, jossa menetel-
massa hepariinia sydtetdadan jatkuvasti
depolymerointivychykkeeseen, depolyme-
roitu LMW-hepariini ultrasuodatetaan,
pidittynyt jae kierratetddn uudelleen
depo]ymeroinlivyohykkeeseen ja LMW-
hepariini keratadn suodoksesta. Mene-
telmi tekee mahdolliseksi LMW-heparii-
nin valmistamisen, jolla hepariinilla
on haluttu molekyylipaino ja alhainen
polydispergoituminen kapeissa rajoissa,
siten ettd kaytetaan LMW-hepariinival-
misteen molekyylipainon ja polydisper-
goitumisen jatkuvaa tai usein suoritet-
tavaa mittausta seka depolymerointi-
reaktion menetelmaparametrien korjausta,
niin ettd estetaan molekyylipainon ja
polydispergoitumisen poikkeamat halu-~
tuista arvoista.

Foreliggande uppfinning avser fram-
stillningen av heparin med 18g molekyl-
vikt (LMW-heparin) medelst enzymatisk
depolymerisering av heparin med hepa-
rinas, i vilket forfarande heparin kon-
tinuerligt inmatas i en depolymerise-
ringszon, det depolymeriserade LMW-hepa-
rinet ultrafiltreras, retentatet Ster-
cirkuleras till depolymeriseringszonen
och LMW-heparinet tillvaratas frdn filt-
ratet. Processen méjliggor framstall-
ning av LMW-heparin med onskad molekyl-
vikt och 13g polydispersitet inom sndva
grinser, s att kontinuerlig och ofta
forekommande mitning av molekylvikten
och polydispersiteten av LMW-heparin-
produkten och korrektion av process-
parametrarna av depolymeriseringsreak-
tionen utfors for att motverka avvik-
ningar i molekylvikten och polydisper-
siteten frdn onskade varden.



Pienimolekyylipainoisen hepariinin valmistusmenetelma

esilla oleva keksintd koskee pienimolekyylipainoisen hepa-
riinin (LMW-hepariinin) valmistusmenetelmdd, jossa kdytetdan
hepariinin entsymaattista depolymerointia.

Tavanomainen hepariini on mukopolysakkaridien heterogeeninen
seos, jonka molekyylipainoalue on 5000-50000 daltonia ja

lukukeskimddardinen molekyylipaino on noin 10-14000 daltonia.

Hepariini vaikuttaa suoraan tai epdsuorasti joukkoon prote-
iineja, erityisesti hyytymisjdrjestelmdn entsyymeihin.

Monet tekijat vaikuttavat hepariinin tehoon, kuten esimer-
kiksi toiminnallisten ryhmien jakaantuminen molekyylissa ja
molekyylipaino. On varmasti todettu, ettd viimeksi mainitul-
la seikalla on tdrked osuus hepariinin aktiivisuudessa, eri-
tyisesti antitrombiini III:n valittdmassa trombiinin ja te-
kijd Xa:n inaktivaatiossa.

Antitrombiiniaktiivisuus edellyttdd hepariinin vahimmdismo-
lekyylipainoa, joka vastaa noin 18 monosakkaridia, se on
noin 5400 daltonia, kun taas tekijd Xa:ta estava aktiivisuus
voidaan osoittaa hepariinimolekyyleilld, jotka ovat 5-6 sak-
karidiyksikdén mittaisia, kooltaan 1500-1800 daltonia.

Hepariinin molekyylipaino vaikuttaa voimakkaasti hepariinin
muiden vaikutusten sarjaan, esimerkiksi antitromboottiseen
tehoon (hepariinin oligosakkarideilla, jotka sisdltdavat mo-
nosakkarideja 18 tai sitd vdhemmdn, ndyttdd olevan heikko
antitromboottinen aktiivisuus), vaikutukseen, joka kohdistuu
ADP:n indusoimaan trombosyyttien aggregaatioon, biologiseen
hyvédksikdytettdvyyteen ihon alle suoritetun annostelun jal-



89943

keen, PF :n ja HRG:n inhiboitumiseen sekd aktiivisuuteen si-

siisen jarjestelmin hyytymisentsyymeitd kohtaan, jotka ent-
syymit vastaavat tekija Xa:n muodostumisesta.

Viime vuosina mielenkiinto on kohdistunut hepariinifragment-
teihin tai -jakeisiin, joilla on korkea Xal/antitrombiiniak-
tiivisuus ja joiden molekyylipaino on 4000 daltonista ylos-
piin 6000 daltoniin saakka, koska sellaisilla aineilla on il-
moitettu olevan hyvd antitromboottinen teho ja samanaikai-
sesti vdhdn tai ei ollenkaan taipumusta aiheuttaa vuotokompli-
kaatiota. Niiden biologinen hyvdksikdytettdvyys on myds ko-
honnut, erityisesti ihonalaisen annostelun jdlkeen.

Koska hepariinin vaikutuksen selektiivisyys korreloi molekyy-
lipainon kanssa, on todenndkdoistd, ettd on olemassa suhteel-
1isen kapea molekyylipainon alue, jolla hepariinin aktiivi-
suus on suotuisin.

Sen tidahden menetelmd LMW-hepariinin valmistamiseksi, jolla on
spesifinen, haluttu molekyylipaino ja kapea molekyylipainon
jakauma, esimerkiksi alhainen polydispergoituminen, olisi
edullinen.

Esil1d olevan keksinnon mukainen menetelmd tekee mahdolli-
seksi saada hepariinista depolymerointituotteen mikd tahansa
haluttu molekyylipainon alue.

LMW-hepariinia voidaan valmistaa alhaisin saannoin fraktioi-
malla tavanomaista hepariinia (D0S-2 944 792 ja 2 945 595).
Melkein kaikki LMW-hepariinista valmistetaan kuitenkin hepa-
riinin depolymeroinnin avulla, joka suoritetaan kemiallisin
tai entsymaattisin menetelmin, minkd jdlkeen suoritetaan
fraktiointi, jos se on tarpeen (vrt. A. Horner, Heparin, Kak-
kar, julkaisija Thomas, 1976, ja Perlin et al. Carbohydrate
Res. 18 185 (1971).
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Hepariinin kemiallista depolymerointia kuvataan julkaistuissa
EP-patenttihakemuksissa 0 037 319, 0 076 279 ja 0 014 184,
US-patentissa 4 351 938 sekd GB-patentissa 2 002 406.

Entsymaattista depolymerointia kuvataan US-patentissa
3 766 167, GB-patentissa 2 002 406, julkaistussa EP-patentti-~
hakemuksessa 0 014 184 sekd US-patentissa 4 396 762.

Pddasiallinen ongelma, joka on lTuonteenomainen kaikille erini
suoritetuille depolymerointimenetelmille, on polymerointi-
reaktion pysdayttdminen oikean keskimidiriisen molekyylipainon
kohdalla. Ennen kaikkea, depolymerointireaktio antaa tulok-
seksi hepariinifragmentteja, jotka ovat pienempid tai suurem-
pia kuin haluttu molekyylipaino, vieldpi sivureaktioiden
puuttuessa.

Hepariinin depolymerointiin kdytetyissd, tunnetuissa depoly-
merointireaktioissa, joissa kdytetdin epdorgaanisia depolyme-
rointireagensseja (typpihappoa, vetyperoksidia, jne.), ei ole
mitddn etusijaa kdsiteltidvin molekyylin koon tai pilkottavan
sidoksen sijainnin suhteen molekyylin sisilli. R.J. Linhard-
tin et al. mukaan, Biochem. Biophys. Acta 702 (1982) 197-
203, ei edes heparinaasientsyymi tee mitiin eroa toimintata-
pansa suhteen, vaan se on satunnaisesti endolyyttinen.

Tdmd tarkoittaa, ettd hepariinin jokaisen depolymerointiseok-
sen polydispergoituminen kehittyy statistisesti ennustetta-
vissa olevalla tavalla depolymeroitumisasteen funktiona. Eri-
tyisesti ajankohtana, jolloin keskimiddridinen molekyylipaino
on juuri halutun arvon ylipuolella, suurella osalla fragment-
teja on haluttu molekyylipaino, mutta depolymeroinnin satun-
naisen endolyyttisen luonteen vuoksi niilli on myos suhteel-
lisesti suurempi mahdollisuus depolymeroitua edelleen, jol-
loin muodostuu fragmentteja, joiden koko on optimi koon ala-
puolella.
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Jos halutaan kapeampaa molekyylipainon jakaumaa LMW-heparii-
nivalmisteessa, depolymerointiseos taytyy fraktioida, esimer-
kiksi fragmentit, joilla on suurempi tai pienempi molekyyli-
paino, erotetaan ja heitetddn pois. Tama merkitsee saantotap-
piota ja kalliin hepariinildhtdaineen hukkaa.

Esillid olevan keksinndn erddnid kohteena on antaa kdyttdon
menetelmi, jolla saadaan LMW-hepariinin depolymerointiseoksen
kapea molekyylipainojakauma ilman saantotappiota ja lahtdai-
neen hukkaa.

LMW-hepariinivalmiste, jolla on kapea molekyylipainon jakauma,
saatetaan saada jatkuvan menetelmdn avulla, jossa poistetaan
fragmentit, joilla on haluttu molekyylipaino, niin nopeasti
kuin mahdollista, jotta estetddn niiden lisddepolymeroitumi-
nen. Tami voidaan suorittaa depolymerointireaktioseoksen jat-
kuvan fraktioinnin avulla depolymeroinnin aikana, suodatuksen
avulla, kdyttdmilla selektiivistd suodatuksen vdliainetta,
joka sallii molekyylien, joilla on haluttu molekyylipaino,
lipiistd suodattimen, kun taas suurimolekyylisempi materiaali
(entsyymi mukaanluettuna) kierrdtetddn uudelleen Tisddepoly-~
merointia varten.

Monissa kokeissa on kuitenkin havaittu, ettd molekyylipaino
hepariinifragmenteilla, jotka pystyvat ldpdisemddn ultrasuo-
datusmembraanin, riippuu voimakkaasti piddttyvdn nesteen he-
pariinikonsentraatiosta. Piddttyvdn nesteen hepariinikonsent-
raation ollessa korkeampi, fragmenttien molekyylipaino saa-
dussa suodoksessa on suurempi.

Myos muut parametrit, kuten esimerkiksi pidattyneen jakeen
keskimairiinen molekyylipaino ja polydispergoituminen, reak-
tioseoksen pH, ionivahvuus ja orgaanisten muuntajien pitoi-
suus sekid suodattimen pinta-ala tuotteeseen verrattuina vai-
kuttavat suodoksen molekyylipainon jakaumaan.
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Tama tarkoittaa, ettd ei ole mahdollista luottaa yksinddn
suodatinvdliaineen ominaisuuksiin haluttaessa varmistaa suo-
doksen sisdltdmdn LMW-hepariinivalmisteen haluttu, vakio mo-
lTekyylipaino. Piddttyvdssd jakeessa (esimerkiksi depolyme-
rointireaktioseoksessa) tdytyy suuri joukko parametrejid pitii
vakioina, jotta saadaan tuotesuodos, jolla on vakiot, halutut
molekyylipaino-ominaisuudet, esimerkiksi keskimdadridinen mole-
kyylipaino ja polydispergoituminen.

Sen tdhden, ettd tuote poistetaan suodattamalla jatkuvan de-
polymerointireaktion aikana, olisi monimutkaista laskea, va-
kiinnuttaa ja pitdd yl11d4 vdlttdmattomii vakio-olosuhteita tai
steady state -tilannetta depolymerointireaktioseoksessa.

Esilld olevan keksinnon mukaisesti timid ongelma on ratkais-
tu mittaamalla suodoksesta jatkuvasti tai toistuvasti M :n
tai polydispergoitumisen D poikkeamat halutuista arvoisga,
jonka jdlkeen depolymerointireaktion helposti siddettdvii
reaktioparametrejd, varsinkin substraatin konsentraatiota,
substraatin syottonopeutta, entsyymin aktiivisuutta, reaktio-
ldmpotilaa, paineen putoamista membraanisuodattimen toisella
puolella ja piddttyneen jakeen uudelleen kierrdtyksen vir-
tausta muutetaan jatkuvasti tai usein, niin ettd poikkeamat
halutuista arvoista vdhenevdt tai ne pysyvit tarkalleen mii-
rdtyissd rajoissa.

Esilld olevan keksinnon kokeissa on havaittu, ettd kayttimilli
nopeana vasteanalyysind A :ssd, suoritettavaa mittausta,
voidaan saavuttaa hepariinig depolymeroitumisen steady state
ja pitdd sitd yl1d jonkin aikaa. Samoin on selvitetty, miti
toimintaparametrejd voidaan sdatid helposti.

On havaittu, ettd on mahdollista saada aikaan suodokseen va-
kio, kapea molekyylipainon jakauma suorittamalla hepariinin
jatkuva depolymerointi heparinaasin avulla.
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Esilld oleva keksintd koskee ndin ollen menetelmdd pienimole-
kyylipainoisen hepariinin (LMW-hepariinin) valmistamiseksi
hepariinin entsymaattisen depolymeroinnin avulla, jolle mene-
telmidlle on tunnusomaista, ettd hepariinin vesiliuosta sydte-
tddn jatkuvasti heparinaasia sisdltavdan reaktioastiaan, jossa
hepariinille suoritetaan entsymaattinen depolymerointi; depo-
lymeroitua hepariiniliuosta poistetaan jatkuvasti reaktioas-
tiasta ja sille suoritetaan ultrasuodatus, jolloin saadaan
pidattynyt jae ja suodos; ainakin osa pidattyneestd jakeesta
uudelleenkierridtetddn reaktioastiaan; ja LMW-hepariinivalmiste
keridtdan suodoksesta, jolloin suodoksen valoabsorption nousu,
jonka saa aikaan tyydyttamdttomien pilkkoutumistuotteiden muo-
dostuminen, mitataan jatkuvasti tai usein koko prosessin aika-
na, ja suodoksen lukukeskimidrdinen molekyylipaino M, ja poly-
dispergoituminen D mddritetddn jatkuvasti tai usein, edul-
liseti alkuvaiheessa kunnes depolymerointireaktio on stabiloi-
tunut pysyvdlle tasolle, ja jolloin mahdolliset poikkeamat
halutuista arvoista korjataan sadtamdlla entsymaattisen depo-

lymerointireaktion prosessiparametreja.

Esilla olevaa keksint®3 valaistaan edelleen viittaamalla 1liit-

teend seuraaviin piirroksiin, joissa:

kuvio 1 esittdd hepariinin jatkuvan depolymerointimenetelmdn
edullisen muodon virtauskaaviota;

kuvio 2 esittdd eri jakeiden HPLC-mittaustuloksia, jotka on
saatu esimerkin 1 mukaisen jatkuvan depolymeroinnin
kuluessa; ja

kuvio 3 esittdd esimerkin 2 mukaisen jatkuvan depolymeroinnin

kuluessa saatujen eri jakeiden molekyylipainoa.

Hepariinin keskimddrdinen molekyylipaino eli LMW-hepariini
voidaan esittda lukukeskimddrdisend molekyylipainona (M,),
esimerkiksi painona/moolien lukumddra tai painokeskimddrdisena
molekyylipainona (M,) tai molekyylipainohuippuna (Myp) . My:a
tai Myp:a kdytetaan tavallisesti luonnehtimaan hepariinia tai

LMW-hepariinivalmisteita.
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Valmisteen molekyylipaino voidaan mddrittdd monin eri mene-
telmin, esim. geelipermeaatiokromatografian avulla (GPC/HPLC)
(N. Sugisaka, F.J. Petracek: Rapid molecular size characteri-
zation of heparins by high pressure liquid chromatography,
Fed.Proc. 36(1), 89-92, 1977), pienessd kulmassa saapuvan
Jaservalon sironnan avulla (LALLS) (D. Lecacheux, R. Panams,
G. Brigand, G. Martin: Molecular weight distribution of car-
rageenans by size exclusion chromatography and low angle la-
ser light scattering, Carbohydrate Polymers 5, 423-440,
1985), pienessd kulmassa saapuvan X-sdteen sironnan avulla
(S.S. Stivala, M. Herbst, 0. Kratky, I. Pilz: Physicochemical
studies of fractionated bovine heparin V, Arch. Biochem.
Biophys. 127, 795-802, 1968), viskositeettimittausten perus-
teella ja tasapainosentrifugoinnin avulla (S.E. Lasker, S.S.
Stivala: Physicochemical studies of fractionated bovine hepa-
rin 1, Arch. Biochem. Biophys. 115, 360-372, 1966), seka
osmoottisen paineen mittausten sekd dialyysitasapainon avulla
(K.E. van Holde: Physical Biochemistry, osa 2.3, sivut 39-47,
Prentice Hall, Inc., New Jersey, 1971). Kuitenkin edullisempi
0lisi menetelmd, jossa viiveaika olisi mahdollisimman lyhyt,
kuten esimerkiksi depolyrointimenetelmdssd muodostuneiden
toiminnallisten ryhmien madrittaminen.

Entsymaattinen depolymerointimenetelmd, jossa kdytetddn hepa-
rinaasia, soveltuu spektrofotometriseen lukukeskimddrdisen
molekyylipainon mddritykseen, koska entsymaattinen menetelmd
on poistava menetelmd, jossa muodostuu yksi pelkistdvd pddte-
ryhmd ja yksi pdateryhmd, joka sisdltda 4,5-tyydyttymattoman
iduronihappojohdannaisen, jolla on selvd UV-absorptio 230-235
nm:ssi. Molaarisen absorptiokertoimen Linker ja Hovingh
(Biochem. 11 (1972), 563-568) ovat julkaisseet joukolle

di-, tetra-, heksa- sekd oligosakkaridien LMW-hepariinifrag-
mentteja. Julkaistujen molaaristen absorptiokertoimien keski-
middrdinen arvo on 5500.

Voidaan helposti johtaa yhtd16, kuten esimerkiksi



1 235 (1)
M c.s

joka antaa suhteen, joka vallitsee lukukeskimiiriisen molekyy-
lTipainon (M ) ja 235 nm:ssid mitatun absorption nousun vililli.
n
Kaavassa (1) M on depolymeroidun tuotteen lukukeskimidrii-
n
nen molekyylipaino, M on hepariinisubstraatin lukukeski-

v s ., _n,u . .
mddrainen molekyylipaino, ¢ on substraatin konsentraatio
(g/1), AA235 on absorption 1isdys 235 nm:ssd mitattuna ja
€ on molaarinen absorptiokerroin.

M :n laskeminen on mahdollista, kun hepariinisubstraatin
(ﬁ ) Mn’ substraatin konsentraatio (c, g/1) ja tyydyt-
tymattom1en depolymerointituotteiden absorptiokerroin (¢)
ovat tunnetut ja AA mitataan.

235

Monissa kokeissa hepariini depolymeroitiin heparinaasilla,
joka oli osittain puhdistettu hydroksyyliapatiittikromatogra-
fiaa kdyttdmdl1d Linkerin ja Hovinghin mukaisesti (Methods in
Enzymology 28 (1972), 902-911).

Lukukeskimddrdainen molekyylipaino M Jaskettiin yhtdlén (1)
n

mukaan sekd kdyttden julkaistua e:n arvoa 5500, ja Mn:n ar-

voa verrattiin GPC-HPLC:11d midritettyyn Mn:n arvoon.

Tdten havaittiin kuitenkin, ettdi M :n (M (AA)) laskettu
n
arvo erosi aina 20 %:iin saakka M :n arvosta, joka mddri-

tettiin HPLC:n avulla.

Muuntamalla kaava (1) muotoon
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)

AA =Cc . ¢ (2)

1o-1

235 M M
n n,u

on mahdollista laskea absorption lisdys AA235, joka vastaa ha-

Tuttua Tukukeskimddrdaistd molekyylipainoa M . Mutta kokeet

osoittivat jdlleen, ettd jos depo1ymerointinpysaytettiin

AA :n laskettuun arvoon, todellinen M , joka oli mddritetty

HPE%?n avulla, oli merkittdvdasti suuremgi kuin haluttu M :n

arvo, jos kdytettiin Hovinghin ja Linkerin mddrittamda E?n

arvoa 5500.

Pddteltiin, ettd huono vastaavuus M (AA):n ja M (HPLC):n vd-
1i11da johtui arvon e = 5500 kaytosta

Yhtd16n (1) muuntaminen uudelleen seuraavaan muotoon

€= A . MUM (3)
235 n n,u
c (M - M)
n,u n
ilmaisee, ettd voidaan laskea kdyttdmdllda c:n ja M :n tun-

n,u .
nettuja arvoja sekd samanaikaisesti mddritettyja AA235:n ja
Mn (HPLC):n arvoja.

Td11ld tavalla saatiin arvo € = 7600, joka antoi hyvdn korre-
laation lasketun M (A):n ja havaitun M (HPLC):n arvojen vi-

n n
1i11d monissa kokeissa.

Vaikka yl11d esitettyd yhtdl16d (1) kdytetddn erddepolymerointi-
menetelmddn, on havaittu, ettd jatkuvasta depolymerointireak-
tiosta saadun valmistesuodoksen M voidaan laskea kdyttamdlla
yhtd16d (1) sekd arvoa ¢ = 7600, 2de11yttéen, ettd jarjestel-
md on ldhelld steady state -tilaa. Poikkeamat steady statesta
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vahentdvat M,;:n laskemisen tarkkuutta, mutta antavat viela
tietoa tarpeellisten muutosten suunnasta. Yhtaldssa (1) M,, on
tunnettu, AA,s mitataan kdyttamdlld "on-line"-spektrofotomet-
ria, ja c:n arvo voidaan saada mittaamalla suodoksen taiteker-
roin RI kayttamdlld "on-line"-kalibroitua RI-ilmaisinta tai
mittaamalla UV-absorptio kahdella eri aallonpituudella, esi-
merkiksi 197 ja 235 nm:ssa.

Koska suodoksen RI ja Ays:n mittaus antaa vadlitdnta informaa-
tiota menetelmdn tilasta, menetelmidparametrien tarpeelliset
korjaukset voidaan tehdd valittdmdsti, kun havaitaan poik-
keamat halutuista molekyylipainon ja polydispergoitumisen ar-
voista.

Aiheeseen perehtyneelle henkildlle on selvad, etta UV-absorp-
tion nousu, jonka saa aikaan tyydyttdmittdmien hajoamistuot-
teiden muodostuminen heparinaasin vaikuttaessa hepariiniin,
voidaan mitata muilla aallonpituuksilla kuin 235 nm:ssa. Ab-
sorptiokerroin kuitenkin mitataan 235 nm:ssa, koska silld on
maksimi tassd aallonpituudessa.

Depolymerointireaktiota voidaan valvoa sdadtelemdlla substraa-
tin sydttdnopeutta, substraatin syottdkonsentraatiota subst-
raatin virtausnopeussuhteeseen nihden sekd entsyymin aktiivi-
suutta. Substraatin sydttdnopeuden muutokset voidaan saada
muuttamalla substraatin virtausnopeutta tai substraatin syot-
tdkonsentraatiota tai molempia. Substraatin sydttdkonsentraa-
tion muutokset substraatin virtausnopeussuhteeseen nahden voi-
daan saada muuttamalla substraatin sydttdkonsentraatiota tai
substraatin virtausnopeutta tai molempia. "Substraatin vir-
tausnopeus" tassd yhteydessd kdytettynd tarkoittaa substraatin
tilavuutta aikayksikk®d kohti (esim. litra/tunti).
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"Substraatin sydttokonsentraatio" tarkoittaa hepariinin kon-
sentraatiota jdrjestelmddn suoritetussa substraatin sydtossd
(esim. mg/m1). "Substraatin sydttonopeudella" tarkoitetaan
hepariinin painomidraa, joka on sydtetty jdrjestelmdan ai-
kayksikossa (esim. g/tunti). “"Substraatin virtausnopeus” x
"substraatin syottdokonsentraatio" = "substraatin syottono-
peus”.

Entsyymin aktiivisuutta voidaan 1isdtd lisddmdlla entsyymid
tai nostamalla reaktioldmpotilaa, tai aktiivisuutta voidaan
vihentidd laskemalla reaktioldampotilaa tai poistamalla entsyy-
mia reaktioastiasta (esimerkiksi, jos se on tehty liikkumat-
tomaksi). Muut parametrit, joita voidaan kdyttdd depolyme-
rointireaktion sddtelyssd, ovat paineen pudotus membraanisuo-
dattimen toisella puolella tai piddattyneen jakeen uudelleen-
kierrdatys.

Esilld olevan keksinnon mukaisesti menetelmdparametrien
korjaukset voidaan suorittaa seuraavasti:

a) Jos suodoksen M on suurempi kuin haluttu M :n arvo,
substraatin sybttﬁgopeutta voidaan vdhentaa pignentémél1é
substraatin virtausnopeutta tai substraatin sydttokonsentraa-
tiota tai molempia tai lisdatddn entsyymin aktiivisuutta. Jos
Mn on alhaisempi kuin haluttu Mn:n arvo, menetelldan vas-
takkaisella tavalla.

b) Jos suodoksen polydispergoituminen on voimakkaampaa kuin
on toivottavaa, substraatin sydttdokonsentraatiota substraatin
virtausnopeussuhteeseen nihden voidaan pienentdd vdhentdmdlla
substraatin syottokonsentraatiota tai 1isdamdl1l1d substraatin
virtausnopeutta tai molempia. Jos polydispergoituminen on ha-
luttua mddrdd vahdisempdd, menetellddn vastakkaisella tavalla.
c) Jos M sekd polydispergoituminen poikkeavat halutuista ar-
voista, COidaan suorittaa y11d mainittujen korjausten yhdis-
telmd. Korjaukset voidaan suorittaa seuraavissa esimerkeissa
kuvatulla tavalla, joista esimerkki 1 valaisee ainoastaan
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Mn:n sddtelyd ja esimerkki 2 valaisee Mn:n sddtelyd ja
polydispergoitumista mainitussa jarjestyksessd.

Esilid olevan keksinndn mukaisesti kdytetty heparinaasi
valmistettiin tunnetulla tavalla, jota Hovingh ja Linker ovat
kuvanneet (Methods in Enzymology 28 (1972), 902-911 ja

J. Biol. Chem. 245 (1970), 6170-6175), kasvattamalla Flavo-
bacterium hepariumia hepariinia sisdaltdavdlla substraatilla,
kokoamalla solut ja rikkomalla solut ddanikdsittelyn avulia
sekd puhdistamalla heparinaasi mm. suorittamalla kromatogra-
fia hydroksiapatiitilla.

LMW-hepariinituote voidaan saostaa lisddamdlld alkoholia (mie-
luummin 0,6-10 tilav./tilav.), ja depolymeroitu tuote voidaan
puhdistaa hyvin tunnetuin menetelmin, esimerkiksi valkaisun

avulla, steriilisuodatuksen avulla sekd alkoholisaostuksella.

Hepariinin depolymerointireaktio suoritetaan mieluummin
)
25-40 C:n lampdtilassa ja pH:ssa 6-8.

Yksi heparinaasiyksikkd mddritellddn Hovinghin ja Linkerin
mukaisesti, Methods in Enzymol., 28 (1972), 902-911.

Jotta varmistutaan depolymerointireaktion nopeasta takaisin-
syoton saddostd, joka riippuu keskimddrdisen molekyylipainon
ja polydispergoitumisen poikkeamasta halutuista arvoista,
voidaan menetelmd suorittaa kuvassa 1 esitetylld tavalla. Kuva
1 kuvaa esilld olevan keksinnon erityistd suoritusmuotoa, joka
nimenomaan on kdyttokelpoinen depolymeroitaessa hepariinia
entsymaattisesti LMW-hepariiniksi, jonka polydispergoituminen
on alhainen, kdyttamdlld liikkumattomaksi tehtya heparinaasia
pddasiallisena entsyymin ldhteend. Kuitenkin esitetddan myos
tapa hepariiniliuoksella suoritettavaa tdydennystd varten.

Hepariinisubstraattia, jolla on ennalta mdaritetty, haluttu
konsentraatio, kdytetddn siten, ettd hepariinin varastoliuos-
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ta 16 sekoitetaan puskurin 17 kanssa sekoittajassa 1 ja

seos syotetddn annostelupumpun 2 avulla suljettuun kierto-
reaktiovyohykkeeseen. Reaktiovydohyke koostuu pidattynytta
jaetta kierrdttdvdstd pumpusta 4, ultrasuotimesta 5, ent-
syymireaktioastiasta 3 ja tdamdn kanssa rinnan kytketysta
venttiilistd 6. Koska reaktiovydhyke on suljettu substraa-
tin syottdlinjaa ja ultrasuodatusmembraania lukuunottamatta,
suodoksen virtaus tulee olemaan yhtd suuri kuin substraatin
virtaus. Piddttyvan jakeen nopea virtaus on toivottavaa, jot-
ta estetddn polaroituminen ultrasuodatusmembraanilla. Tama
saattaa kuitenkin vaurioittaa liikkumattomaksi tehdyn entsyy-
mikerroksen, mikd johtuu paineen pudotuksesta, joka tapahtuu
kerroksen toisella puolella. Pidittyneen jakeen pddvirta
kiertdd sen tahden rinnakkain kytketyn linjan ja venttiilin

6 kautta, jota avataan tai suljetaan paineen pudotuksen
sddtdamiseksi entsyymikerroksen toisella puolella.

Ultrasuodatusmembraanin toisella puolella suodatuksen painet-
ta, joka mitataan manometrilld 14, voidaan lisdtd, jos se

on tarpeen sulkemalla venttiili 15 osittain. Entsyymireak-
tion ldmpdtilaa voidaan sddtdd vedenkiertovaipan (reaktioas-
tian 3 ympdrilld (ei kuvattu)) avulla. LMW-hepariinijae, joka
poistuu ultrasuodoksessa sijaitsevasta depolymerointivydhyk-
keestd, analysoidaan keskimddrdisen molekyylipainon ja poly-
dispergoitumisen suhteen. Ndytteenottolaite 7, joka on esi-
tetty skemaattisesti, ottaa ndytteitd automaattisesti, ennen
kuin suodos kulkee mittareihin 8, 9, 10.

Esilld olevan keksinndn suoritusmuodossa mitataan kolme pa-
rametrid: taitekerroin (RI), UV-absorptio 235 nm:ssid (A )
ja polydispergoituminen (D). RI ja A235 mitataan jatkuvgggi
tai lyhyin vdlein vastaavasti RI-ilmaisimen ja spektrofoto-
metrin 9 avulla. D mddaritetddn satunnaisestiikromatografia-
laittein 10 suoritetun M :n ja M :n GPL-HPLC-mddrityksen
avulla. Ndytteistd saadut guloksetnsyﬁtetéén tietojenkdsitte-

ly-yksikkodn 12, joka laskee LMW-hepariinin konsentraation c
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(g/1itra) RI:std, lukukeskimddrdisen molekyylipaino M
(Dalton) c:std absorption lisdyksen 235 nm:ssd (AA ?, ent-
syymiaktiivisuuden (NE) kaavasta NE = AA X virtgagnopeus,
sekd polydispergoitumisen D HPLC-tuloksista. Kdsittely-
yksikkd sditelee prosessia laskettujen parametrien M , D, ¢
sekd NE:n perusteella sddatdmdlla substraattikonsentrgatiota
sekoittajan 1 avulla, virtausnopeutta (SEV) pumpun 2

avulla, entsyymiaktiivisuutta varastoliuoksesta 18 entsyy-
minlisdysventtiilin 13 avulla ja/tai reaktioldmpdtilan

siidon (ei esitetty kaaviossa) avulla, paineenpudotusta memb-
raanisuodattimen toisella puolella venttiilin 15 avulla ja
pidittyneen jakeen kiertovirtausta kierrdtyspumpun 4 avulla.
Ohjausvirtapiirit sekd automaattisesti toimiva laitteisto,
joka on kaaviomaisesti esitetty kuvan 1 juoksukaaviossa, ovat
tavanomaisia jarjestelmida ja laitteita, eikd niitd tarvitse
kuvata tdssd yhteydessad.

Hepariinin jatkuvasti tapahtuva depolymerointi kuvan 1 mukai-
sesti, laboratoriomittakaavassa, esitetddn alla esimerkkina.

Esimerkki 1

Flavobacterium heparinumia kasvatettiin hepariinia sisdltd-
villi substraatilla, ja heparinaasi valmistettiin homogenoi-
dusta solukonsentraatista suodattamalla se 100 KD:n sekd va-
kevoima11d 30 KD:n ultrasuodattimien avulla. Entsyymi tehtiin
liikkumattomaksi CNBr:113 aktivoidun Sepharose 4B:n avulla
hepariinin ldsndollessa.

750 yksikkod liikkumattomaksi tehtyd heparinaasia, jonka las-
kettu depolymerointikapasiteetti ympdriston lampbtilassa oli
5-600 mg/h hepariinia, jonka Mn dvllSOO, LMW-hepariiniksi,
jonka M ~4000 daltonia, asetettiin entsyymireaktioastiaan 3.

Jérjest21mé tiytettiin hepariinisubstraattiliuoksella (10
mg/ml 0,1 M Na-asetaatissa, 0,005 M Ca-asetaatissa, pH 7,0),
josta oli poistettu pidattynyt ilma, ja hepariinisubstraat-
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tia syotettiin jarjestelmddn alkunopeudella 60 ml/h, ympdris-
tonldmpotilassa.

Joidenkin minuuttien jdlkeen suodoksen virtausnopeus vastasi
tasmdlleen substraatin virtausnopeutta. Kokeen aikana koot-
tiin jakeet, joiden suuruus oli 10 ml. Taitekerrointa RI
tarkkailtiin jatkuvasti, ja absorptio 235 nm:ssd, A , mitat-
tiin usein, ainakin kerran jaetta kohti, sen jdalkeen Eun
niytteet oli laimennettu 1,7-M perkloorihapolla.

Valmisteen lTukukeskimddardinen molekyylipaino M Jlaskettiin
n

RI- ja A235-arvoista ja sijoitettiin jakeen numeroa vastaan

graafiseen esitykseen, kuvan 2 osoittamalla tavalla.

HPLC-molekyylipainoanalyysi suoritettiin muutamista jakeista.
Tulokset varmistavat lasketut M -arvot, kuten kdy ilmi kuvas-
ta 2, ja lisdksi tulokset antavgt kdyttoon painokeskimadrdi-
sen molekyylipainon M sekd polydispergoitumisen D (kaavasta
D=M/M 1askettuna)w1ukuarvot. Koska laskettu M vastaa
hyvian r-‘arvoa, joka on mitattu HPLC:114&, kyseessg oleva esi-
merkki néyttéé toteen, ettd yhtdl1da (1) voidaan kdyttdd jat-
kuvalla depolymerointireaktiolla saadun LMW-hepariinivalmis-
teen Mn:n maarittamiseen.

RI, A23 -menettely antaa ldhes vdlitdontid tietoa menetelmin

tilasta ja tekee mahdolliseksi korjausmittausten suorittami-
sen.

Esilld oleva esimerkki valaisee edelleen valmisteen saamis-
ta, jolla on haluttu M , siten ettd substraatin virtausno-

n
peus sdddetddn substraatin syottokonsentraation ollessa kiin-
ted.

Koe suoritettiin kolmessa vaiheessa.
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1) Virtausnopeus 60 ml/h: Téssd vaiheessa tuotteen M 1lisddn-
tyi tasaisesti ja saavutti halutun 4000 daltonin arvgnfvzz
jakeen jalkeen.

2) Virtausnopeus 30 ml/h: Muutamien lisdjakeiden jdlkeen vir-
tausnopeus viheni 30 ml:aan/h jakeesta no 27 ldhtien.

Kuten voidaan nihda kuvasta 2, vaste oli tasainen M :n lasku.
3) Virtausnopeus 60 ml/h: Kun valmiste M saavutti grvon 3300
daltonia jakeessa 43 vield vdahentyen, a1gitettiin uudelleen
alkuvirtausnopeudella 60 ml/h. M :n arvon putoaminen pysdhtyi,
ja sitd seurasi uudelleen tasaingn 1isdys, joka tasoittui ja-
keen no 60 kohdalla. Tdstd kohdasta lahtien ja kokeen koko
loppuajan pienet vaihtelut havaituissa parametreissa ilmaisi-
vat, ettd muuttumaton tila (steady state) oli saavutettu.

Vertailun vuoksi kdytettiin liikkumattomaksi tehtyd hepari-
naasia hepariinin polymerointiin erdtyyppisissd reaktioissa.
Eriissi kokeessa hepariini depolymeroitiin lukukeskimddrdi-
seen molekyylipainon arvoon M ~4000 daltonia, joka on vertai-
lukelpoinen jatkuvalla menete?mallé saadun "steady state"-
valmistesuodoksen Mn:n kanssa.
Eridssd toisessa kokeessa hepariini depolymeroitiin painokes-
kimiiriiseen molekyylipainoon, joka on vertailukelpoinen jat-
kuvalla menetelmidllid saadun "steady state"-valmistesuodoksen
M :n kanssa.

n

Mn- ja Mw-jakaumat analysoitiin HPLC:n avulla. Kahden
reaktiotyypin tulokset annetaan alla sijaitsevassa taulukossa.
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Taulukko I

Jatkuva reaktio M M D M

w n n

(mitattu HPLC:114) (lask. RI:std ja
Jae no A tstd)

235

65 6152 3734 1,65 3950
74 7365 4179 1,76 4120
83 6650 3979 1,67 3950
94 6823 4114 1,66 4120
keskiarvo 6748 4002 1,69 4035

S.D. #500 S.D. +200  S.D. +0,05 S.D. +100

Erdnd suoritettu reaktio 1 (M :na/4000 saamiseksi)

Ndyte no M M D
W n
7894 3996 1,98
7507 3937 1,91
7503 3897 1,93
keskiarvo 7635 3943 1,94

Y11d esitetystd kdy ilmi, etti jatkuvasta menetelmdastd saadun
LMW-hepariinivalmisteen polydispergoituminen on huomattavasti
vihentynyt erind suoritettavaan depolymerointimenetelmiin
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verrattuna. Edelleen kdy ilmi, ettd lasketut M -arvot pitdvdt
n
hyvin yhtd jatkuvalle reaktiolle mitattujen M :n arvojen
n
kanssa.

Esimerkki 2

Hepariini depolymeroitiin LMW-hepariiniksi liikkumattomaksi
tehdyl14d heparinaasilla, kdyttdmdlla esimerkin 1 mukaista
laitetta ja esimerkin 1 mukaisia ilmaisumenetelmia.

Valmistusta sdaddettiin kahdessa vaiheessa.

Vaiheessa 1, kuten esimerkissd 1, kdytettiin substraatin vir-
tausnopeuden vastetta reaktiona valmistesuodoksen M :n poik~-
keamaan halutusta, noin 4000 daltonin suuruisesta arvosta,
jotta saatiin steady state, jossa substraatin virtausnopeus
vastasi suodoksen haluttua Mn-arvoa.

Kuten voidaan nihdi taulukosta IV ja kuten on esitetty kuvas-
sa 3, alkuperdistd substraatin virtausnopeutta, joka oli 60
ml tunnissa hepariinisubstraatille, jonka konsentraatio oli
10 mg/m1, vihennettiin asteittain 12 ml:ksi tunnissa, joka
vastasi substraatin syottonopeutta 120 mg tunnissa, jotta
saatiin steady state (I) jakeesta no 78 lukien.

Steady state -tilassa LMW-hepariinivalmisteen lukukeskimddradi-
nen molekyylipaino ja polydispergoituminen, jotka saatiin GPC-
HPLC-analyysin perusteella, olivat vastaavasti M = 4150 ja

D = 1,71 vastaten painokeskimddrdistd molekyy11pa1no M =
7100.

Toisessa vaiheessa jakeesta no 114 ldhtien substraatin syot-
tbkonsentraatiota substraatin virtausnopeuden suhteen muutet-
tiin 25-kertaisesti viahentdmidlld substraatin sydttokonsent-
raatiota viisinkertaisesti 2 mg:aan hepariinia millilitrassa
sekd lisdimilld viisinkertaisesti substraatin virtausnopeutta
aina 60 ml:aan tunnissa, jolloin substraatin syottonopeus py-
syi 120 mg:na tunnissa.
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Muutosten johdosta syntyi uusi steady state -tila (II) jakees-
ta no 140 l1ihtien, kuten voidaan nihdid taulukosta II ja ku-
vasta 3.

Lukukeskimddrdinen molekyylipaino M sdilyi kdytinnéllisesti
katsoen muuttumattomana, mutta va1m?steen polydispergoitumi-
nen vdheni niin alhaiseen arvoon kuin D = 1,55, joka vastasi
Mw:n arvoa 6450, kuten voidaan nihdi taulukosta IV ja ku-
vasta 3.

Taulukko I1

Jae Substr. kons. Virtaus- M M D M
no*) nopeus " " N
(mg/m1) (m1/h) (laskettu) (GPC-HPLC-analyysi)
1 10 60 3850 4300 1,73 7450
6 - - 4300 4500 1,73 7800
7 - 30 4500
9 - - 4700 4750 1,78 8450
10 - 18 4900 5000 1,76 8800
20 - - 4560 4450 1,79 7950
50 - - 4100 4350 1,76 7650
75 - - 4350 4700 1,78 8350
80 - 12 4300 4150 1,71 7100
100 - - 4150 1,69 7000
110 - - 4050 1,74 7050
115 2 60 4100 1,67 6725
130 - - 4250 1,65 7000
140 - - 4050 1,58 6400
150 - - 4150 1,55 6450
160 - - 4200 1,55 6500
170 - - 4500 4300 1,55 6650

*) Jakeen koko: 10 ml
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Esimerkkien 1 ja 2 tuloksista ja vastavasti kuvien 2 ja 3
graafisista esityksistd voidaan nihdi, ettda esilld olevan
keksinnon mukainen jatkuva depolymerointi toimii pitkiad jak-
soja hairiottd, mikd havainnollisti sitd seikkaa, ettd jatku-
va depolymerointireaktiojdrjestelma on suhteellisen pysyva.
Niinpd kyseessd olevan keksinndn toteuttamisen avulla tutki-
taan hepariinin jatkuvan depolymeroinnin suorittamista ilman
sen saatoa A +n tai muiden vastaavien mittausten avulla,
esimerkiksi HPLC-molekyylipainomittausten avulla. Kuitenkin,
kuten jo mainittiin, A -mittauksen avulla suoritettu sddtd-
minen muodostaa edu]]isgn toimintatavan.

Kuten esimerkin 2 antamista tuloksista voidan pddtella, esil-
13 olevan keksinndon mukaisesti voidaan saada LMW-heparii-
nivalmiste, jonka polydispergoitumisaste on jokseenkin alhai-
nen saavuttaen (katso jakeet 140-170) alueen 1-1,6, joka on
edullinen kyseessd olevaa keksintdd toteutettaessa.
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Patenttivaatimukset

1. Menetelmd LMW-hepariinin valmistamiseksi hepariinin ent-
gymaattisen depolymeroinnin avulla, tunnettu siitd, ettd hepa-
riinin vesiliuosta sydtetadn jatkuvasti heparinaasia sisdlta-
vadan reaktiocastiaan, jossa hepariinille suoritetaan entsymaat-
tinen depolymerointi;

depolymeroitua hepariiniliuosta poistetaan jatkuvasti reaktio-
astiasta ja sille suoritetaan ultrasuodatus, jolloin saadaan
pidattynyt jae ja suodos;

ainakin osa piddttyneestd jakeesta uudelleenkierrdtetaan reak-
tioastiaan; ja

LMW-hepariinivalmiste keratdadn suodoksesta,

jolloin suodoksen valoabsorption nousu, jonka saa aikaan tyy-
dyttamattoémien pilkkoutumistuotteiden muodostuminen, mitataan
jatkuvasti tai usein koko prosessin aikana, ja suodoksen luku-
keskimddrdinen molekyylipaino M, ja polydispergoituminen D
mdaaritetadan jatkuvasti tai usein, edulliseti alkuvaiheessa
kunnes depolymerointireaktio on stabiloitunut pysyvalle tasol-
le, ja jolloin mahdolliset poikkeamat halutuista arvoista kor-
jataan sadtamdlla entsymaattisen depolymerointireaktion pro-
sessiparametreja.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, tunnettu siitd,

etta valoabsorptio mitataan 235 nm:ssd ja ettd lisdksi mita-
""" taan jatkuvasti tai usein suodoksen taitekerroin RI, ja etta
mittaustuloksia kdytetddn LMW-valmisteen lukukeskimddrdisen

molekyylipainon M, laskemigseen suodoksesta.

3. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, tunnettu siitd,
ettda substraatin sydttdnopeutta alennetaan, jos suodoksen si-

sdltdmin depolymeroidun hepariinin lukukeskimddrdinen molekyy-
lipaino M, on suurempi kuin haluttu molekyylipaino.

.;.; 4. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, tunnettu siita,
ettd substraatin sydttdnopeutta lisdtddn, jos suodoksen sisal-
taman depolymeroidun hepariinin lukukeskimddrdinen molekyyli-

paino M, on alhaisempi kuin haluttu molekyylipaino.
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5. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, tunnettu siita,
ettd suhdetta hepariinisubstraatin sydttdkonsentraation ja
substraatin virtausnopeuden valilla alennetaan, kun depolyme-
roidun hepariinin suodoksen polydispergoituminen on suurempi
kuin haluttu polydispergoituminen.

6. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, tunnettu siita,
ettd suhdetta hepariinisubstraatin sydttdkonsentraation ja
substraatin virtausnopeuden valilla lisatdan, kun depolyme-
roidun hepariinin suodoksen polydispergoituminen on alhaisempi
kuin haluttu polydispergoituminen.

7. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, tunnettu siita,
ettd heparinaasin entsyymiaktiivisuutta sdddetddn, jolloin
sitd alennetaan, jos LMW-hepariinin depolymerointivalmisteen
molekyylipainosta tulee liian alhainen, ja entsyymiaktiivi-
suutta lisdtddn, jos LMW-hepariinin depolymerointivalmisteen
molekyylipainosta tulee liian korkea.

8. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, tunnettu siita,

ettd heparinaasia kdytetddn liikkumattomassa muodossa.

9. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, tunnettu siita,
ettd prosessiparametreji sdddetddn siten, ettd valmistetun

LMW-hepariinivalmisteen polydispergoituminen on noin 1-1,6.

Patentkrav

1. Forfarande for framstdllning av LMW-heparin genom enzy-
matisk depolymerisation av heparin, ké&nnetecknat av att man
kontinuerligt matar in en vattenldsning av heparin i en hepa-
rinas-innehdllande reaktor och i denna utsdtter heparinet for
enzymatisk depolymerisation;

kontinuerligt avldgsnar depolymeriserad heparinldsning fran
reaktorn och utsatter densamma for ultrafiltrering foér erhdl-
lande av ett retentat och ett filtrat;

recirkulerar atminstone en del av retentatet till reaktorn;
och

uppsamlar LMW-heparinprodukten frdn filtratet;
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varvid dokningen i filtratets ljusabsorption fdrorsakad av
bildning av omdttade nedbrytningsprodukter uppmites kon-
tinuerligt eller ofta under hela processen, och talmedelmole-
kylvikten M, och polydispersiteten D for filtratet bestammes
kontinuerligt eller ofta, fdéretrddesvis i ett inledande steg
tills depolymerisationsreaktion har stabiliserats pa en stabil
nivd, och varvid eventuella avvikelser frdn de Onskade vardena
korrigeras genom att justera processparametrar for den enzyma-

tiska depolymerisationsreaktionen.

2. Forfarande enligt patentkravet 1, kannetecknat av att
ljusabsorptionen uppmites vid 235 nm och att man dartill utfdr
kontinuerliga eller ofta fdérekommande mdtningar av filtratets
brytningsindex RI, och att mdtningsresultaten anvandes for
berdkning av talmedelmolekylvikten M, f6r LMW-produkten i
filtratet.

3. Forfarande enligt patentkravet 1, kédnnetecknat av att
substratmatningshastigheten minskas om talmedelmolekylvikten
M, £Or depolymeriserat heparin i filtratet ar hdgre an den

6nskade molekylvikten.

4. Forfarande enligt patentkravet 1, ké&nnetecknat av att
substratmatningshastigheten Okas om talmedelmolekylvikten M,
fér depolymeriserat heparin i filtratet ar lagre an den &Ons-
kade molekylvikten.

5. Fdrfarande enligt patentkravet 1, ké&nnetecknat av att
fdrhdllandet heparinsubstratmatningskoncentration till sub-
stratflddeshastighet minskas ndr polydispersiteten foér det de-
polymeriserade heparinfiltratet ar hdgre &n den Onskade poly-

dispersiteten.

6. Forfarande enligt patentkravet 1, kdnnetecknat av att
fédrhdllandet heparinsubstratmatningskoncentration till sub-
stratflddeshastighet dkas nar polydispersiteten foér det depo-
lymeriserade heparinfiltratet &r lagre an den Onskade polydis-
persiteten.
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7. Fdorfarande enligt patentkravet 1, kdnnetecknat av att
enzymaktiviteten fdr heparinaset justeras, varvid den minskas
om molekylvikten for LMW-heparindepolymerisationsprodukten
blir alltfdr 1l4g och enzymaktiviteten 6kas om molekylvikten
f6r LMW-heparindepolymerisationsprodukten blir alltfdr hdg.

8. Forfarande enligt patentkravet 1, kdnnetecknat av att

heparinaset anvandes i immobiliserad form.

9. Forfarande enligt patentkravet 1, kénnetecknat av att
processparametrar justeras sd att den framstdllda LMW-heparin-

produkten har en polydispersitet pa ca 1-1,6.
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Fig. 1
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Fig. 3
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