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Sposob wytwarzania sulfoglikopeptydow

Przedmiotem wynalazku jest sposéb wytwarzania
sulfoglikopeptydéw z glikopeptydéw ekstrahowanych
z mleka lub kazeiny. Ofrzymane sposobem wedtug
wynalazku sole amoniowe i metali sulfoglikopepty-
déw stosuje sie do celéw terapeutycznych podczas
leczenia zmian w stawach i‘wrzodéw zolgdka jako
$rodki do gojenia blizn i fibrynolityczne.

Ekstrakeja glikopeptydéw z mleka réznych ssa-
kéw lub z otrzymanej z mileka kazeiny jest znana
i przedstawiona w literaturze. Znany jest réwniez
sposéb wytwarzania sulfoglikopeptydéw z glikopep-
tydoéw ekstrahowanych =z organéw zwierzecych
zwlaszceza ze Sluzéwki zolgdka lub dwunastnicy
Swin. :

Stwierdzono, ze sposdéb wytwarzania znanych sul-
foglikopeptydéw nie jest efektywny podczas stoso-
wania go do sulfonowania glikoprotein ekstrahowa-
nych z mleka lub kazeiny. Nie mozna przystosowaé
warunkéw stosowanych do efektywnego sulfonowa.
nia glikoprotein ekstrahowanych z organéw zwierze-
cych, zwlaszeza $luzéwki Zolgdka czy dwumastnicy
$§win do procesu sulfonowania glikoprotein ekstra-
howanych z mleka lub kazeiny ze wzgledu na réz-
ny sklad chemiczny tych dwoch rodzajéw glikopro-
tein. Sklad chemiczny glikoprotein otrzymanych
z mleka lub kazeiny w stosunku do glikoprotein
otrzymanych z organdéw zwierzecych charakteryzu-
je sie wyzszym stosunkiem aminokwasu do weglo-
wodoréw oraz wyzszg zawarto$ciag aminokwasow za-
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wierajgcych grupe fosforylowa i kwasu neurami-
nowego.

Celem wynalazku jest opracowanie sposobu. wy-
twarzania glikopeptydéw ekstrahowanych z mleka
lub kazeiny uwzgledniajacego szczegdlnie charakte-
rystyczne wlagciwosdci tych glikopeptydow.

Sposéb sulfonowania glikopeptydéw ekstrahowa-
nych z bialka lub kazeiny wedlug wynalazku pole-
ga na tym, ze glikopeptydy ekstrahowane z mleka
lub kazeiny rozpuszcza sie¢ w aprotycznym, nie aro-
miatycenym rozpuszczalniku mieszajgcym sie z wo
da, dodaje trzeciorzedowsg amine o temperaturze
wrzenia 100—250°C i wytworzony produkt poddaje
sie sulfonowaniu przez skontaktowanie go ze $rod-
kiem sulfonujgcym, takim jak kwas siarkowy, ole-

.um, kwas chlorosulfonowy addukt bezwodnika siar-

kowego i zwigzku organicznego, przy czym utrzy-
muje sie temperature od —20°C do +20°C, a na-
stepnie ogrzewa do temperatury 60—90°C i wy-
dniela otrzymany sulfoglikopeptyd. Ewentualnie gli-
kopeptyd dodaje si¢ po dodaniu trzeciorzedowej
aminy lub $rodka sulfonujgcego.

Stwierdzono, ze optimum warunkéw sulfonowania
glikopeptydéw ekstrahowanych z organéw zwierze-
cych oftrzymuje sie po wytworzeniu zawiesiny w
§rodowisku reakcyjnym zawierajgcym trzeciorzedows
zasade heterocykliczng w taki sposéb, ze sulfono-
wanie ma miejsce w fazie heterogenicznej.

W przypadku glikopeptydéw ekstrahowanych
z mleka lub kazeiny optimum sulfonowania ma
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miejsce po rozpuszczeniu glikopeptydéw w fazie
rozpuszczalnika zawierajacej aprotyczmy, nie aro.
matyczny zwiazek mieszajacy sie z wodg i trzecio-
rzedowy zasade, korzystnie zasade aromatyczng
o temperaturze wrzenia 100—250°C.

Roetwér glikopeptydu wyekstrahowanego z mileka
lub kazeiny w warunkach najbardziej odpowiednich
do przeprowadzania procesu stanowi mieszanine
z trzeciorzedowsa zasadg, korzystnie trzeciorzedows
zasada heterocykliczng, taka jak pirydyna, metylo-
pirydyna, dwumetylopirydyna i chinolina oraz apro-
tycznym, ‘nje aroumtmnym rozpuszczalnikiem nje
miestafdcm sie z yoda, takim jak dwumetylofor-
mamid, dwmnetyﬂ@u]db‘tlendk szefciometylofosfo-
ramid, dwmnettyloacektamid itp.

Poszczegblne e%apy przeprowadzania sposobu we-
dlug wymalaziku opisano szczegélowo ponizej.

Glikopeptyd wyekstrahowany z mleka lub kazeiny
najpierw suszy sie, a nastepnie rozpuszcza W apro-
tycznym nie aromatycznym rozpuszczalniku miesza.
jacym sie z woda takim jak dwumetyloformamid,
dwumetylosulfotlenek, sze§ciometylofosforamid, dwu-
metyloacetamid itp. Do otrzymanego w ten sposéb
roztworu dodaje sie trzeciorzedows zasade, korzy-
stnie zasade aromatyczng o temperaturze wrzenia
100—250°C. Szczegélnie korzystnie stosuje sie bez-
wodng pirydyne.

Jako odpowiedni $§rodek sulfonujacy stosuje sie
kwas siarkowy, oleum, kwas chlorosulfonowy i ad-
dukty bezwodnika siarkowego ze zwigzkami orga-
nicznymi, takimi jak pirydyna, dioksan i trzeciorze.
dowe aminy, np. tréjetyloamina. Jezeli stosuje sie
oleum lub kwas chlorosulfonowy mozna dodawaé
osobno $rodek sulfonujacy z zasads heterocykliczng
i stosowaé otrzymany addukt w sulfonowanej mie-
szaninie reakcyjnej.

Reakcje sulfonowania pizeprowadza sie przez
kontaktowanie mieszaniny rozpuszezalnika zawie-
rajacego glikopeptyd ze Srodkiem suifonujacym w

temperaturze —20°C do +20°C, i nastepnie podwy:-

szenie temperatury do 60—80°C, korzystnie ao°c w
ciagu 4—8 godzin, korzystnie 5 godzin.

Po zakoniczeniu sulfonowania sulfonowany pro-
dukt zbiera sie¢ przez sgczenie i oczyszcza wydzie-
lony z fazy rozpuszczalnika produkt przez dialize
lub obrébke zywica jonowymienng.

Otrzymane sole gilkopeptydéw przeprowadza sie
nastepnie w s61 sodowa z wodorotlenkiem sodu i sé6l
sodowg wytraca sie przez rozcx_eﬁcze:lie je) wodnego
roztworu odpowiednimi rozpuszczalnikami, takimj
jak aceton lub metanol.

Taka sama procedura moze byé stosowana do
przeprowadzania sulfoglikopeptydu w sole z innymi
.metalami alkalicznymi metalami ziem alkalicznych
i metalami ciezkimi lub s61 amonows.

Sole te mozna otrzymaé z sulfoglikopeptydu po-
chodzacego z sulfonowanej mieszaniny reakeyjnej
przez zobojetnienie wodorotlenkiem. . metalu alka-
licznego, metalu ziem alkalicznych lub amonu jak
réwniez- z soli sodowej przez podwéjng wymiane
7z sola metalu ziem alkalicznych lub solg -metalu
ciezkiego. Sole, otrzymane przez zobojetnienie sul-
. foglikopeptydu wodorotiénkfem metalu, wyosabnia
si¢ przez obrébke wodnych roziworéw tych soli
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substancja wytracajaca, taka jak aceton lub meta-
nol.

Stwierdzono, ze szczegélnie korzystne rezultaty
otrzymuje sie wéwczas, gdy przed wytraceniem do.
da sie malg iloéé (to jest 3—7% wagowych w sto-
sunku do wodorotlenku) octanu lub halogenku tego
samego metalu, ktérego wodorotlenek byt uzyty do
zobojetnienia mieszaniny reakcyjnej. W tym celu
najbardziej korzystne sg kationy potasu, litu, wap-
nia, baru, strontu i amonu.

Reakeje podwéjnej wymiany pomiedzy solg, so-
dowg sulfoglikopeptydu a solami innych metali
przeprowadza sie w roztworze wodnym. Anion tej
soli korzystnie stanowi anion octanu Iub halogen-
ku. Reakecje podwéinej wymtiany przeprowadza sie
przez wstepne perkolowanie wodnégo roztworu soli
sodowej sulfoglikopeptydu przez kolumme wypel-
niong Zywicq silnie kationowymienng, ktéra uprzed.
nio wysala si¢ kationem metalu, ktérego sél gliko-
peptydu chce sie otrzymaé,

Perkolowany roztwér poddaje sie dzialaniu sub-
stancji wytracajgcej, takiej jak aceton lub meta-
nol, korzystnie po dodaniu malej iloéci octanu lub
halogenku tego .samego metalu, ktéry chce sie
otrzymaé. Szczegdlnie korzystne sa sole sulfogliko-
peptydéw z nastepujacymi metalami a mianowicie
cynku, wapnia, baru, strontu, miedzi, niklu, kobal-
tu, magnezu, bizmutu, zlota i glinu.

W tablicy 1 podano analityczne warto$ci charak-
teryzujace sulfoglikopeptyd i s61 sodows otrzymana
z niego (najnizsze i najwyzsze wartosei).

Tablica 1
S 5—119%
N 5—9%
P 0,2—0,5%
Heksozaminy 6—9%
Heksozy 9—12%
" Proteiny 45—50%

| Kwas N-acetyloneurammowy 5—8%
Lepkosé 1,15—1,30 cP
Wartoéé¢ pH

5,5—17

Sulfonowane glikopeptydy ekstreéhowane z kazei-
ny wykazujg nowe wlasciwodci przeciwwrzodowe,
przeciwtrawienne i antysekretyczne.

Badania farmakologiczne potwierdzily, Ze sole sul-
foglikopeptydu otrzymane sposobem wedlug wyna-
lazku byly nietoksyczne w dawkach 400 mg/kg do-
jelitowe i 1 g/kg doustnie. Przy stosowaniu doust-
nym sulfoglikopeptyd w dawkach 40, 64, 1024
i 163,8 mgfkg powoduje hamowanie stopnia owrzo-
dzenia odpowiednio w 15% (N.S), 46% (PO, 01),
70% i 76%.

Dzialanie antytrawienne badano in vivo i in vi-
tro. Stosowane stezenie (od 0,5—4 mg/ml) i poda-
wane w dawkach od 40—160 mgfke byly poréwny-
wane z innymj sulfonowanymi makroczgsteczkami
(Lietti iwwé!pracowmcy, Boll. Soc. It. Biol. Sper.
47, 493, 1971)

Dzialanie antysekretyczne bylo zauwazone przy
wydzielaniu kwasu stymulowanym przez hijstamineg
i pentagastryne,
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Ponizsze przyklady ilustruja przedmiot wynalaz-
ku, nie ograniczajgc jego zakresu.

Przyklad 1. Mieszaning 170 ml dwumetylo-
formamidu (DMF) i 230 ml pirydyny chlodzi si¢ do
temperatury —20°C. Do otrzymanego roztworu do-
daje sie 60 ml kwasu chlorosulfonowego i utrzy-
muje w temperaturze nie przekraczajgcej —15°C.
W tych warunkach wytwarza sie addukt pirydy-
na—kwas chlorosulfonowy. Do fazy zawierajgcej
addukt dodaje sie 20 g uprzednio osuszonego i zmie-
lonego glikopeptydu ekstrahowanego z mieka, pod-
czas mieszania w temperaturze 20°C. Po dodaniu,
temperature podwy?sza sie do- 80°C i mieszamine
reakcyjng utrzymuje sie w te] temperaturze w cig-
gu 3 godz. Po czym mieszanine pozostawia sie do
odstania w temperaturze pokojowej w ciggu 2 go-
dzin. Zelowata mase wyosabnia sie przez dekanta-
cje.

Z wydzielonej masy przez dodanie 150 m] meta-
nolu wytraca sie proszek koloru 2éMego, ktéry zbie-
ra sie przez sgczenie i rozpuszeza w 250 ml wody.
Roztwér wodny traktuje sie 200 ml zywicy katio-
nowowymiennej (AmberliteR JR-120). Po 10 mi-
nutach zywice oddziela sie przez sgczenie a przesgcz
traktuje sie 200 ml izywicy wymieniacza anionowe-
go (AmberliteR IR-410), Zywic€ te¢ po 10 minu-
tach oddziela sie r6wniez przez sgczenie i warto§é
PH przesaczu dorpowadza sie do 12 za pomocs 10z-
tworu - wodorotlenku sodu, a nastepnie do pH 6.5
za pomocyg kwasu octowego. Roztwér odparowuje sie
pod zmniejszonym ciénieniem do objeto$ci 200 ml,
nastepnie traktuje 4 g jodku sodu i rozciericza 1,2
objetoéciami acetonu, przy czym wytraca sie osad.
Wytrgcony osad przemywa sie etanolem az do znik-
niecia jonéw jodu, a nastepnie eterem etylowym
i na zakoficzenije osusza.

Ofzymuje sie 19 g proszku koloru koéci stonio-
wej o nastepujgcym skladzie:

Wilgotnoéé = 4,9%

S = 8,35%

N = 7,06%

P =03%

Heksozoaminy = 7,71%

Heksozy = 11,6%

Proteiny — 46,44%

Kwas N-acetyloneuraminowy = 5,9%
Lepkoéé = 1,237 cP

Wartoéé pH = 5,8 (1% w 0,5% NaCl)
Na = 6%

Przyklad IlI. Mieszanine 180 ml DMF w 180
ml bezwodnej pirydyny chlodzi sie do temperatury
—20°C, a nastepnie dodaje mieszanine 18 ml dy-
migcego kwasu siarkowego (65% SO,) i 16 ml ste-
zonego kwasu siarkowego, przy czym utrzymuje sie
temperature nie przekraczajgea —15°C. Do otrzy-
manej zawiesiny dodaje sie 15 g glikopeptydu
otrzymanego z kazeiny mleka krowiego, suszy i roz_
drabnia w mlynie kulowym podczas mieszania w
temperaturze 20°C. Nastepnie temperature miesza-
niny podwyzsza sie do 75°C i utrzymuje jg w ciggu
2,5 godz. Po czym mieszanie przerywa sie i mie-
szanine utrzymuje sie w temperaturze 75°C w cia-
gu 90 minut,
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Oleista mase odlozong na dnie naczynia reak-
cyjnego oddziela sie¢ od fazy gérnej przez dekanta-
cje. Dodanie 120 ml alkocholu metylowego powoduje
wytrgcenie kleistego osadu, ktéry przemywa sie naj-
pierw metanolem, a nastepnie - eterem etylowym,
otrzymujgc 23 g proszku koloru jasnobrgzowego.
Surowy produkt rozpuszcza sie w 250 ml wody de_
stylowanej i oczyszcza w sposéb analogiczny do opi-
sanego w poprzednim przykladzie.

Otrzymuje sie 18 g proszku Koloru kofci slonio-
wej o nastepujgcym skiadzie:

Wilgotnosé = 5,45%

S = 8,48%

N = 6,96%

P = 0,24%

Heksozoaminy = 7,32%

Helksozy — Y1,53%

Proteiny = 47,15%

Kwas N-acetyloneuraminowy = 6,1%
Lepkoéé = 1,195 cP

Wartoéé pH = 6 (1% w 0,5% NaC))
Na = 6,1%

Przyklad III. Mieszanine 200 g beawodnej pi-
rydyny i 300 g metylosulfotlenku chlodzi sie do
temperatury —20°C. Do mieszaniny wkrapla sie 50
ml kwasu chlorosulfonowego, przy czym utrzymuje
sie temperature nie przekraczajgcg 20°C. Po doda-
niu kwasu. chlorosulfonowego mieszanine utrzymuje
si¢ w temperaturze 20°C. Nastepnie do mieszaniny
dodaje sie 15 g glikopeptydu wyekstrahowanego
z mieka; ktéry uprzednio osuszono i dokladnie roz-
drobniono w miynie kulowym.

"Po dodaniu glikopeptydu mieszanine ogrzewa si¢
do temperatury 85°C i utrzymuje sie jg w ciggu
4 godz. Nastepnie nrieszanine pozostawtia sie do od-
stania w temperaturze pokojowej w ciggu 3 godz.
Na dnie reaktora odklada sie zZelatynowa przezro-
czysta masa, ktérg oddziela sie od gémej fazy przez
dekantacje. Dodanie 120 ml metanolu powoduje, ze
z zelatynowej masy wytwarza sie produkt koloru
ko$ci sloniowej, kiéry rozpuszcza sie w 200 ml wo-
dy destylowanej i poddaje oczyszczaniu w sposéb
analogiczny do opisanego w poprzednich przykla-
dach.

Ostatecznie otrzymuje sie 18 g proszku koloru bia-
lego o nastepujacym ekladzie (w odniesieniu do su-

chego produktu):
S =9,1%
N = 6,7%
- P=02%
Heksozaminy = 7,6%
Heksozy = 11,2%
Kwas N-acetyloneuraminowy = 5,8%
Lepkoéé = 1,2 cP
Warto§é pH = 6
Na = 6,3%

Przyklad IV. 100 g soli sodowej glikopeptydu
wyekstrahowanego z mleka krowiego i sulfonowa.-
nej w sposéb gnalogiczny do opisanego w przykla-
dzie I rozpuszcza si¢ w 1000 ml wody i wlewa do
1000 ml 0,3 M roztworu azotanu bizmutu w lodo-

‘watym kwasie octowym,
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Jezeli do otrzymanego roztworu doda sie 2300 ml
metanolu wytraci sie osad. Osad . zbiera cin preez
odwirowanie i przemywa 3-Krotnie za pomocg mie-
szaniny metanol—kwas octowy 3:1, a nastgpnie
3-krotnie acetonem, otrzymujac 110 g proszku. Pro.
szek suszy sie pod zmniejszonym ci$nieniem i roz-
puszcza sie w 15 objetosciach destylowanej wody.
Do roztworu dodaje sie 1 N roztwér wodorotlenku
sodu, az do wartosci pH 6,5. Po rozcienczeniu 1,5
objetosciami acetonu wytraca sie osad. Osad zbiera
sie przez odwirowanie, przemywa 3-krotnie miesza-
ving acz'on twoda 2:1 i 3-krotnie acetcnem. Kon-
cowy produkt po osuszeniu pod zmniejszonym cis-
nieniem daje 105 g produktu zawierajgcego 7,8% <
i 17,1% Bi.

Przyklad V. Postepujac w sposéb analogicz-
ny do opisanego w przykladzie IV otrzymuje sie
nastepujace sole sulfonowanego glikopeptydu:
a) s6l magnezowg sulfonowanego glikopeptydu.
Analiza: Mg =5,3 S=9,1

b) sél wapniows sulfonowanego glikopeptydu.
Analiza: Na =256 S=289

¢) sol glinowg suflonowanego glikopeptydu.
Analiza: Al = 8,6 S=28,6

Zastrzezenia patentowe

1. Spcséb wytwarzania sulfoglikopeptydow z gli-
kopeptydéw ekstrahowanych z mleka lub kazeiny,
znamienny tym, ze wytwarza sie mieszanine gliko-
peptydéw wyekstrahowanych z mileka lub kazeiny,
aprotycznego, niearomatycznego rozpuszczalnika
mieszajgcego sie z wodg, trzeciorzedowej zasady
o temperaturze wrzenia okolo 100—250°C, sulfonu-
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jacego $rodka, takiego jak kwas siarkowy, oleum,
kwas chlerosulfonowy lub addunkt bezwodnika siar-
kowego i zwigzku organicznego, utrzymuje poczat-
kowg temperature Kkontaktowania wymienionego
slikopeptydu i wymienionego §rodka sulfonujgce-
go od —20°C do +20°C, ogrzewa mieszanine do
temperatury 60—90°C i wydziela otrzymany sulfo-
glikopeptyd.

2. Sposéb wedlug zastrz. 1, znamienny tym, ze
jako aprotyczny rozpuszczalnik stosuje sie dwume-
ivioformamid, dwumetylosulfctlenek, czesSciometyle-
fosforamid lub dwumetyloacetamid.

3. Sposéb wedlug zastrz. 2, znamienny tym, ze
jako trzeciorzedowsg zasade stosuje sie zasade hete-
rocykliczng, takg jak pirydyna, metylopirydyna,
dwumetylopirydyna i chinolina. )

4. Sposéb wedluz zastrz. 1, znamienny tym, ze
wytworzong mieszanine kontaktuje sie ze $rodkiem
sulfonujgcym w czasie 4—8 godzin.

5. Sposéb wedluz zastrz. 1, znamienny tym, ze
sulfoglikopeptyd poddaje sie reakecji z wodorotlen-
“em, takim jak wodorotlenek metalu alkalicznegzo,
metalu ziem alkalicznych lub amonu, przy czym
przenrowadza sie sulfoglikcpeptyd w sél metalu al-
kalicznego, metalu ziem alkalicznych lub amonowas,
ktérg wytrgca sie acetonem.

6. Spos6éb wedlug zastrz. 5, zmamienny tym, Zze
jako wodorotlenek stosuje sie wodorotlenek sodu,
a jako sol sulfoglicylopeptydowsg wytwarza sie sél
sodowag.

7. Sposéb wedlug zastrz. 5, znamienny tym, ze
wodny roztwér soli sodowej perkoluje sie przez zy-
wicg  katicnowymienng zawierajacg jako kation
metal, taki jak cynk, wapn, bar, stront, miedz, ni-
kiel, kobalt, magnez, bizmut, zloto i glin.

PZG Bydg., zam. 2334/77, nakl. 11020
Cena 10 z1
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