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polysulfat som er karakterisert ved at
A rd chondroitin-polysulfat depolymeriseres oksydativt, B det
depolymeriserte chondroitin-polysulfat blekes, om ngdvendig,
med pereddiksyre,
C produktet oppnddd etter A eller B underkastes en eller to
utfellinger med metanol og/eller ultrafiltrering for molekylvekt-
fraksjonering, '
D produktet oppnddd etter C demineraliseres, om ngdvendig, med
kation-vekslere og
E produktet oppnddd etter C eller D avfarves, om ngdvendig, med
aktivt kull.
Chondroitin-polysulfat som kan fremstilles etter ovennevnte
prosess.

Chondroitin-polysulfat med en akutt toksisitet (LDSO) som ved
intravengs administrering er >3.500 mg/kg i NMRI mus, >3.000

mg/kg i Wistar rotter, >1.000 mg/kg i katt og >1.000 mg/kg i
hund.

Farmaspytisk preparat for human- og veterinar-medisin som er
karakterisert ved at det inneholder et chondroitin-polysulfat
fremstillet etter ovennevnte prosess eller et chondroitin-
polysulfat med de ovenfor nevnte karakteristika.
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Savel fremstilling av chondroitin polysulfat, spesieltl

. sulfatering av chondroitin sulfat, som de forskjellige miter

4 behandle r& chondroitin polysulfat produkter p4 for & rense
deh, er tidligere beskrevet (S. Bergstrgm, Hoppe-Seyler's '
2. -f. physiol. Chemie 238, 363; 1936 - Chargaff, F.W. Banéroft
J. biol. Chem. 115, 149, 155; 1936 - Husemann et al. 2. Ges.
EXp.ﬂMed. 114, 722; 1945 - J. Piper Acta Pharm. Toxicol. 2,
317;.1946 - P. Karrer, H. Koenig, E. Usteri, Helv. chim.

acta 26, 1296; 1943 - Tysk patentskrift 870.094 - Tysk patent-
skrift 935.843 -~ Tysk éatentskriff 968.752 - Tysk utlegnings-
skrift 1.618.857 - U.S. patentskrift 3.454.560 og @sttysk
patentskrift 136.572). Ingen av disse frémgangsméter fgrer
imidlertid til et tilfredsstillende produkt.

Toksisiteten som pd tross av tekniske fremskritt fremdeles
er for hgy, og andre ulemper ved tidligere chondroitin poly-
sulfat-produkter, forbyr risikofri terapeutisk anQendelée av
disse forbindelser som injéksjon.

Hensikten med foreliggende oppfinnelse har derfor vart
4 oppnd, pd en gkonomisk fordelaktig mate, et chondroitin
polysulfat av hgy renhet hvor de negative sider av kjente
'produkter er redusert til et minimum. Et slikt chondroitin v
polysulfat skulle kunne benyttes terapeutisk etter en'hvilken
som helst administrasjonsmdte bade innén human og veterinar-

- medisinen.

Dette er oppnddd gjennom en fremgangsmate hvor det
essensielle fremgdr av arten og rekkefglgen av fglgende prdsess—
trinn: oksydativ depolymerisefing'av ratt chondroitin-polysulfat
av tidligere kjent kvalitet, eventuell bleking med pereddik-
syre, isolering av en fraksjon med en gjennomsnittlig molekylar-
vekt p& 5.000-15.000 ved utfelling med metanol og/eller
ultrafiltrering, eventuelt demineralisering pd ionevekslere og
' behaﬂdling med aktivt kull, om ngdvendig.
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Cppfinnelsén angdr sdledes en fremgangsm&te for frem-
stilling av et injiserbart chondroitin-polysulfat, som er

karakterisert ved at
a) rdtt chondroitin-polysulfat depolymeriseres oksydativt,

b) det depolymeriserte chondroitin-polysulfatet blekes,
om ngdvendig, med pereddiksyre,

c) fra produktet som erholdes fra trinn a eller b isoleres
en bestemt fraksjon med hensyn pad molekylvekten ved &
fjerne materialet med he¢yere molekylvekt ved metanol-
utfelling under anvendelse av 25-45 % metanol av
blandingens hele volum eller ultrafiltrering under
anvendelse .av en filtreringsmembran med en
ekskluderingsgrense p& minst 6000, og skille materialet
som ferer til fraksjonen fra materialet med lavere
molekylvekt med en andre metanolutfelling under
anvendelse av 60-85 % metancl av blandingens hele volum,
eller med en andre ultrafiltrering under anvendelse
av et filtreringsmedium med en ekskluderingsgrense pa
maksimalt 8000,

d) produktene som erholdes etter ¢ demineraliseres, om
ngdvendig, med kationbytter, og

e) produktene som oppnds etter ¢ og d avfarges, om

npdvendig, med aktivt kull.
Kjente fremgangsmiater, f.eks. som beskrevet i ovennevnte

2

referanser, kan benyttes for a oppnd det rd chondroitin poly-
>su1fat som utgj@r utgangsmaterialet. Uten & begrense opp-
finnelsen til denne, eller en av de nevnte fremgangsmater for’
fremstilling av rd chondroitin polysulfat, er det mulig & g& ut
fra et produkt oppnddd ved sulfatering av chondroitin-sulfat
med pyridin og klorsulfonsyre. Chondroitin=polysulfat av vidt
varierende farvenyanser kan benyttes. Det er ogsd mulig & bruke
hgy-molekylare chondroitin=polysulfater fra trinn C ifglge

foreliggende fremgangsmate.
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For regulering av pH-verdien i fremgangsmdten som skal
beskrives, kan fg¢lgende reagenser benyttes:
uorganiske syrer som f.eks. saltsyre, og lavere alifatiske
karboksylsyrer eller persyrer, f.eks. eddiksyre eller pereddik-
syre, og alkalier som alkalimetallhydroksydlgsninger, f.eks.* .
natriumhydroksyd eller kaliumhydroksyd.'ue enkelte prosess-
trinn utfegres fortrinnsvis undervnormaltrykk. Om intet aﬂnet
er angitt, er prosentdata i den etterfglgende tekst "vekt/volum"
data. I foreliggende fremgangsmdte er metanol presipiterings-
midlet for mellomprodukter og sluttproduktet. Andre organiske
vaesker som er blandbare med vann, f.eks. etanol, isopropanol,
aceton, tetrahydrofuran og dioksan, er imidlertid ogsd egnet.
Mellomprodukténe fra de enkelte prosesstrinn beh¢yer ikke
ngdvéndigvis isoleres som tg¢rre substanser. Det er ogsd mulig
4 benytte lgsningsmiddel-fuktige masser uten tgrring. Salter 1
konsentrasjonsomrddet 0,1-10%, fortrinnsvis 0,5-5%, kan med
fordel tilsettes under'utfelling av chondroitin polysulfatene
_med vann-blandbare lgsningsmidler. Natrium- eller kalium-klorid
og natrium- eller kalium-acetat er spesielt egnede salter.

Betihgelsene for prosessens trinnvA til E, som er mer
utfgrlig omtalt i det fglgende, kan varieres betydelig. De
nedenfor angitte parametere for de enkelte trinn, er sdledes
ikke & forstd som obligatoriske. men som en fordelaktig
utférelsesform.
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Chondroitin-polysulfat kan deéolymeriseres med hydrogen-
peroksyd i fraver av tungmetaller. Depolymeriseringstrinnet
kan utfgres i vandig l¢sning under fglgende betingelser:
" konsentrasjonen av det rd chondroitin-polysulfat kan vare
" 2-35%, fortrinnsvis 10-20%. Hydrogenperoksydkonsentrasjonen
i reaksjonsmediet kan vere 0,3-15%, fortrinnsvis 1-5%.
Reaksjonstemperaturen. kan vere 20—1000C, fortrinnsvis 50-100°C.
Reaksjonstiden strekker seg fra 10 minutter til 24‘timer,
fortrinnsvis fra 30 til 200 minutter. pH kan eventuelt holdes
- konstant mellom 3 og 9, fortrinnsvis mellom 4,5 dg,?.
Tilétedevarende tungmetaller kanrblokkeres med kompleks-
dannere som nitrilotrieddiksyre, etylendinitrilotetraeddiksyre,
1,2—cyklbheksylen—dinitrilotetraeddiksyre, dietylentriamin-
pentaeddiksyre, 3,6-dioksa-oktametylendinitrilotetraeddiksyre
eller blandinger av disse eller deres alkalimetallsalter.
Konsentrasjonen av komplekseringsmidlet holdes mellom 0,001 og
0,5%, fortrinnsvis mellom 0,005 09 0,15% i reaksjonsmediet.
Etter endt reaksjon, kan produktet utfelles med et metanol-
overskudd og isoleres etter tilsetning av et alkalimetallsalt
etter eventuell avkjgling. ' ' .
Depolymeriseringen av chdndroitin—polyéulfat méd“hy@rogep—
peroksyd kan ogséa utfgres i nerver av tungmetallsalter under
spesielt milde betingelser. Depolymeriseringen utfgres f.eks.
pd fglgende mdte: konsentrasjonen av det r& chondroitin-poly-
sulfat kan vere 2-35%, fortrinnsvis 15-30%. Konsentrasjonen av
hydrogenperoksyd i reaksjonslgsningen kan vare 0,5-15%, for-
trinnsvis 1-5%. Reaksjonstemperaturen kan ligge i omrddet fra
-10° ti1 +80°C, fortrinnsvis fra 0° til 30°C. Reaksjonstiden kan
strekke seg fra 5 minutter til 24 timer, fortrinnsvis fra 30
til 500 minutter. ’
pH kan vare mellom 3 og 8, fortrinnsvis 4,5-7,5. Tung-
metallgalter som har vist seg egnet, er uorganiske og organiske
salter av jern, kobolt, kobber, mangan og vanadium. Saltmetallene
har fortrinnsvis fglgende valenser: jern og kobolt: di- og tri-
valent, kobber: mono- og di-valent, mangan: di-, tri-, tetra-,
heksa- og hepta-valent, og vanadium: di- og penta-valent. Metall-

saltkonsentrasjonen reguleres til mellom 0,001 og 0,5%, for-




5 157147

irinnsvis mellom 0,05 og 0,2%. Etter nedbrytningen reguieres
pH-verdien til omrddet fra 5 til 14, fortrinnsvis fra 6 til 10,
hvorpa det depolymeriserte produkt isoleres ved'utfelling med '
metanol..

Det oksydative depolymeriseringstrinn kan utfgres ved
oksydativ nedbrytning av choﬂdrottinqpébysﬂlﬁat‘mddJperéddiksyne
i narver av visse tungmetallsalter med samme resultat som ved
ovennevnte‘fremgangsméter. Fglgende betingelser har vist seg
fordelaktige for gjennomfgring .av reaksjonen: konsentrasjonen

"av rd chondroitin-polysulfat kan vare 5-35%, fortrinnsvis

10-25%. Konsentrasjonen av pereddiksyre i reaksjonslgsningen
kan vere 0,1-7%, fortrinnsvis 0,5-2%; Konsentrasjonen av tung-
metallsaltet kan ligge i omr&det fra 0,001 til 0,5%, fortrinnsvis
0,005 til 0,2%. Reaksjonétemperaturen kan vere -10° tilj+900C,
fortrinnsvis 0-30°C. Reaksjonstiden kan variere fra 5 minutter
til 24 timer, fortrinnsvis fra 15 til 500 minutter. pH-verdien
kan'vere 2-12, fortrinnsvis 3-8.

Reaksjonen skjer med akseptabel hastighet f.eks. med
uorganiske eller organiske salter av fglgende tungmetaller:
jern, kobolt, kobber, mangan og vanadium. Med hensyn til
metallenes valens, gjelder det samme som for depolymeriseriny -
med hydrogenperoksyd. Det kan'vare guhstig a stanse'depo{y—
meriseringen ved hjelp av et chelateringsmiddel som f.eks.
etylendinitrilotetraeddiksyre eller andfe metallblokkerende
midler, spesielt ndr det er tale om relativt korte reaksjons-
tider. Det depolymeriserte chondroitin-polysulfat kan utfelles
med metanol, om ngdvendig etter tilsetning av et ngytralt salt

- 09 regulering av pH til 3-14, fortrinnsvis 6-10.

R3 chondroitin-polysulfatér som kan variere betydelig

med hensyn til renhet og farve, kan benyttes i foreliggende

.prosess. P4 tross av at depolymeriseringen fg¢rer til betydelig

lysere farve, kan det vare ngdvendig & inkludere et bleketrinn
fgr videre behandling. Blekingen utfgres med pereddiksyre.
Fglgende betingelser har vist seg fordelaktige: pH-verdien kan
variere_fré 2,5 til 14; fortrinnsvis fra 3 til 11. Pereddiksyre-
konsentrasjonen kan vare 0,1-10%, fortrinnsvis 1-5%. Konsentra-

sjonen av r& chondroitin-polysulfat kan vere 2-40%, fortrinnsvis

5-25%. Reaksjonen utfgres i temperaturomrddet 0—1000C,

N
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fortrinhsvis 15*70°C. Reaksjonstiden kan vare mellom 1
minutt og 96 timer, fortrinnsvis mellom 1 og 24 timer.

L henhold til en foretrukket utfgrelsesform, kan per-
eddiksyrebehandlingen inkorporeres i den pafglgende molekylare
fraksjoneringsproseés. Som nevnt, kan pereddiksyrebehandlingen
ogsévsl¢yfes. |

Molekylvektomradet fra 5.000 til 15.000 ut~-
fraksjoneres fra det oppnadde produkt etter bleke- eller
depolymeriserings~trinnet ved utfelling med metanol ved for-
skjellige konsenﬁrasjoner. N - ‘

I dette trinn kan det depolymerisefte, eventuelt blekede,
chondroitin—polyshlfat.béhandles i vandig lg¢sning med metanol
i narver av et ngytralsalt pd fglgende méte‘(den f¢fste
utfelling med metanol): konsentrasjonen av det depolymeri-
serte chondroitin-polysulfat i den vandige lgsning kan vare
5-30%, fortrinnsvis 5-20%. pH-verdien kan ligge i omréadet fra
2 til 10, fortrinnsvis fra 3,0 til 7,5. Ngytralsalt-innholdet
kan vaere 9,5-10%, fortrinnsvis 1-5%. Et foretrukket ngytral-
salt er natriumklorid. Temperaturen kan vare fra 0 til SOOC,
fortrinnsvis fra 15 til 30°cC. Metanolkonsentrasjonen kan vare
25-45 volumprosent, fortrinnsvis 30-40 voluMprosent, i
forhold til det totalt behandlede mediuﬁ. Hgymolekylare og
hgyt sulfaterte chondroitin-polysulfatfraksjoner presipiéeres
sammen méd forurensninger, og kan tas ut ved filtrering eller
sentrifugering. . ) . '

Den metanolholdige lgsning som blir igjen,justeres til en
metanolkonsentrasjon pd 60-85 volumprosent, fortrinnsvis
75-80 volumprosent, i forhold til hele beﬁandlingsmediet,.ved
ytterligere tilsetning av metanol (2. utfelling med met;nol),
hvorved et chondroitin-polysulfat-presipitat som de meget
lavmolekylare og lav-sulfaterte komponenter kan fjernes fra,
oppnds sammen med forurensninger. Disse komponenter utfelles
ikke. '

Hele fraksjoneringsprosessen med metanol, eller deier av
denne, kan erstattes av ultrafiltrering. Det er f.eks. mulig
4 gjenvinne den samme fgrstefraksjon som beskrevet ovenfor, ved
ultrafiltrering av vandige lg¢sninger av depolymerisertAchon—

--droitinepolysulfat med membraner med en eksklusjonsgrense pé
6.000 og mer (f.eks. membraner av‘celluloseacetat; polyamid
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eller polysulfon). Konsentrasjonen av chondroitin-polysulfat-
lgsningen kan vare 1-10%, fortrinnsvis 1-5%. pH-verdien av
lgsningen kan vare 2-14, fortrinnsvis 5-10. Permeatet kan
befris fra lavmolekylare chondroitin-polysulfat-komponenter
ved utfelling med metanol som beskrevet ovenfor.

‘Denne’ effekt kan ogsd oppnads ved en pa&fglgende annen
ultrafiltrering gjennom membraner med en eksklusjonsgrense
p& 8.000 og lavere. Konsentrasjonen av chondroitin-polysulfat—
l¢§ningen kan vaere 1-10%, fortrinnsvis 1—5%..pﬁ-verdien av
'lmsningeh kan vare 2-14, fortrinnsvis 5-10.

De eksklusjonsgrenser som er oppgitt av produsentene av
ultrafiltreringsmembraner for substanser med en viss molekylar-
vekt, gjelder i de fleste tilfelle ikke for chondroitin-poly-
sulfater. Egende membraner for hvert enkelt tilfelle m& derfor
bestemmes eksperimentelt, men erfaring viser at de ligger
innenfor de angitte omrader. ;

"Fjerningen av salter, eventuelt tungmetallioner og for-
urensninger oppnéds ved behandling med en kation-veksler.
Metallionene bindes til ioneveksler-harpiksen i den protonerte
form, og den fri mukopolysaccarid-polysvovelsyre havner over i
filtratet eller eluatet.'BehandlingenAkan utfgres ved LN
temperaturer fra 0 til 50°C, fortrinnsvis ved romtemperatur.
Den kan.utf¢res som batch-prdsess ved & re¢gre inn kation—‘
veksleren, eller ved kontinuerlig eller diskontinuerlig
kolonneteknikk. Egnede ionevekslerresiner er sterkt sure
‘produkter som f.eks.,"Lewatig’S 100,'bowexux 50 eller
"Amberlite’ IR 120 i protonert form.

Batch-metoden foretas i vandig l¢sning med chondroitin-
polysulfatkonsentfasjoner‘pé 2-20%, spesielt 5—15%. Mengden av
ioneveksler-resin kan utgjgre 2-10 volumdeler, spesielt 3-8
volumdeler pr en vektdel chondroitin-polysulfat-tgrrsubstans.
Fjerningen av salter kan ogsd utfgres under de samme betingelser
ved & helle ionevekslerne over i kolonner.

‘ Det sterkt sure filtrat eller eluat fra demineraliserings-
trinnet utsettesderetterfor presipitering ved tilsetning -av
2,5-6 volumdeler, fortrinnsvis 3-4 volumdeler, metanol i nar-
ver av 0,5-5% av et ngytralsalt, spesielt 0,5-3% natriumklorid.

W_Underiutfellingen fra et surt medium forblir fri svovelsyre og

lavmolekyl@re chondroitin-polysulfatkomponenter, samt for-
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urensninger i‘l¢sniﬁg. Etter at den utfelte chondroitin-
polysvoveisyre.er fraskilt, kan den eéenten represipiteres fra -
ngytral lgsning eller benyttes direkte i det pdfglgende prosess-
trinn mens den enda er metanol-fuktig. V A »

Demineraliseringen kan slgyfes dersom det er foretatt
ultrafiltrering gjennom ultrafiltrerihgsmembraner med lawv
eksklusjonsgrense (2. ultrafiltrering), idet det da oppndadde
materiale behandles videre.

- For & oppna lysere farve og en spesielt god farve-
stabilitet under vafmesteriliseriﬁgen av det rene chondroitin-
polysulfat, kan demineraliseringen etterfgplges av et ytterligefe
rensetrinn.

. Behandling av chondroitin-polysulfatl¢sninger med aktivt
kull og fullstendig fjerning av adsorbatet, f¢rer til en
chondroitin-polysulfatlgsning, hvorfra produktet etter juster-
ing av pH, utfelles med metanol i narvar av et ngytralsalt.

'Konsentrasjonen av den vandige chondroitin-polyéulfatl¢sning
som skal behandles, er 5-25%, spesielt 10-20%. pH-verdien av
denne' er 4-10, spesielt 5-8. Aktivt kull i mengder pd 0,1-3
vektdeler pr vektdel chondroitin-polysulfat benyttes. Tempera-
turen kan vare 20-100°C. Behandlingstiden er 10-180 minutter®. .

Aktivkullet fraskilles, gje:ne ved finfiltrering'gjepnom

‘et membranfilter, for a oppnd en fullsténdig.kullfri lésning.
pH-verdien justeres til 6—10,1spésie1t 7-8, og sluttproduktet
utfelles med metanol i narver av et ngytralsalt, f.eks. natrium-
klorid i en konsentrasjon pa-0,5-5%, spesielt 1-2%. Slutt-
konsentrasjonen av metanol reguleres til 60-85 volumprosent,
fortrinnsvis 75-80 volumprosent. Eksempler pd egnede aktive
kullkvaliteter er Brilonit normal (Lurgi), ;ent aktivt kdll,v

" katalog nr. 2183 (Merck), rent aktivt kull, pulver, katalog
nr. 18003 (Riedel de Haen). Hvorvidt bleking med aktivt kull
skal foretas avhenger av det chondroitin-polysulfat som
benyttes som utgangsmateriale.

~ Det kan vare fordelaktig & foreta utfellingen av det
rensede chondroitin-polysulfat med metanol i narvar av et
kompleksdannende middel og/eller natriumpyrosulfitt. Dette er .
épesielt gunstig i forbindelse med sluttproduktet, idet det da.
‘oppnéds injeksjonslgsninger som inneholder chondroitin-poly-
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sulfat bg er lagringsdyktige uten blakking og med bare
ubetydeliqg mgrkere farvenvanse. Eksempler p& egnede
kompleksdannende midler er nitrilotrieddiksyre, etylendi-
nitrilotetraeddiksYre, 1,2-c§kloheksylendinitrilotetraeddik—
syre, dietylentriamin-pentaeddiksyre og 3;6-dioksa-oktametylen-
dinitrilotetraeddiksyre i konsentrasjoner péAO}01-0,5%.
Konsentrasjoner p& 0,05-0,35% er foretrukket. Konsentrasijonen
av natriumpyrosulfitt som kan benyttes under utfellingen med
metanol, kan vare 0,01-0,5%.

Det beskrevne chondroitin-polysulfat er av terapeutisk
betydning innen human- og veterinar-medisinen. Substansen har
antikoagulerende, trombolytiske, tromboprofylaktiske (spesie%t
ved dype, vengse tromboser), anti-atherosklerotiske, anti-
lipemiske, anti-inflammatoriske, anti-eksudative, anti-
artritiske og virus-statiske virkninger.

'En karakteristisk ny substans som kjennetegnes ved en
forbausende lav toksisitet, oppnds ved den spesielle fremgangs-

‘midten i henhold til oppfinnelsen.

Tabell 1
Akutt toksisitet

Fors¢ksdyr Administrering 'LDSO/7d_

NMRI mus i.v. ' >3.500 mg/kg
Wistar rotte i.v. >3.000 mg/ka
Katt ‘ i.v. >1.000 mg/kg
Hund - il.v. >1.000 mg/kg

Oppfinnelsen angdr sdledes ogsd et chondroitin-polysulfat
med en akutt toksisitet som ved intravengs administrering -
tilsvarer en letaldose pa >3.500 mg/kg i NMRI mus, >3.000 mg/kg
i Wistar rotter og >1.000 mg/kg i katter og hunder. Et
foretrukket produkt i henhéld til oppfinnelsen har en akutt
toksisitet tilsvarende en letaldose ved intravengs
administrering pd >4.000 mg/kg i NMRI mus, >3.500 mg/kg i

--Wistar rotter, »1.500 mg/kg i katter og >1.000 mg/kg i hunder.
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Chohdroitin-polysulfater med LD50 (mus, i.v.) pd kun
1,000 mg/kg er hittil kjent fra litteraturen. Fremgangsmdten
i henhold til oppfinnelsen mgliggj¢r sdledes fremstilling av
chondroitin-polysulfat med et betraktelig bredere terapeutisk
omréade. . l

Chondroitin-polysulfatet fremstillet i henhold til opp-
finnelsen, oppviser fglgende pérametre:

nit;ogen: 1,65 - 2,00%

svovel: 12,5 -14,5 3

~heksuron syre: 0,98 - 1,22 mmol/g

:'héksosamin: - 0,96 - 1,24 mmol/g

Forsgk har vist at en enkelt dosering av 20-250 mg,
speéielt 30-150 mg pr individualdose & 0,2-2,0 ml, spesielt
0,2-1,0 ml har en terapeutisk og vel tolerabel virkning innen
human medisinen. Daglige doser opp til 500 mg viser seg for-
delaktige terapeutisk. Injeksjonen kan skje intramuskulart,
intra-artikulert, subkutant eller intravengst sélv om man
ikke er bundet utelukkende til disse injeksjonsmiter.
Terapeutisk egnede l¢éninger av den virksomme forbindelse kan
pakkés, f.eks. i ambullér, bruksklare sprgyter, perforerbare
flaskér, ampuller for injeksjons-pistoler og annen emballasje
egnet for injeksjon. Andre administrasjonsmiter er peroral,
péfkutan, rektal, sublingval eller bukkal administrering. Den

" foretrukne dosering tilsvarer doséfingep ved injeksijon. '

V'Chondroitin-polysulﬁatet oppnéda;i henhold til opp-
finnéisen er ogsd egnet innen veterinarmedisinen hvor det
ogsd har de beskrevne vi:kﬂinger. Daglig dosering for hunder er
0,1-5 mg/kg kroppsvekt, fsgtrinnsvis 0,5-1,5 mg/kg, i et
volum pd 0,1-10 ml, spesielt 0,5-1,0 ml. Hos hest har f.eks.
daglige enkeltdoser pa 100-1,000-m§, fortrinnsvis 150-500 ng,
i 0,7-20 ml, spesielt 1-5 ml vist seg egnet. Chondroitin
polysulfatet kan herunder administreres som i human terapien.

Fplgende mite ble benyttet for bestemmelse av den

midlere molekylvekt:
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En 20 mg pr¢ve ble kromatografert 1 2 M natriumklorid-
lgsning pa& en Biogel P 10 kolonne (50 g; H = 100 cm, @ = 2.cm).
Chondroitin-polysulfatet pév;ées i de samlede 10 ml fraksjoner
ved heksuronsyrebestemmelse etter metoden beskrevet av
Z. Dische: J. Biol. Chem. 167, 189 (1947) modifisert av
J. D. Gregory: Arch. Biochem. Biophys. 89, 157 (1960).
Chondroitin-polysulfat-fraksjoner hvor molékylvékten er fast-
slatt ved ultrasentrifugering benyttes som referanser. Den
midlere molekylvekt beregnes fra det eluatvolﬁm hvor 50% av.

- den totale heksuronsyremengde ifglge kromatogrammet er eluert.

Eksempel 1a (Trinn A)

7,5 kg ratt chondroitin-polysulfat (som kan oppnds etter
tysk patentskrift 870.094) lgses i 75 liter varmt vann og
tilsettes 2,25 kg natriumklorid og 2 ml oktan-1-ol. En
lgsning av 75 g etylendinitrilotetraeddiksyre-i 750 ml 1IN
natriumhydroksyd tilsettes deretter. Blandingen oppvarmes til
95°C og tilsettes under omrgring 7,5 liter 30% hydrogenper-
oksyd. Tehperaturen holdes mellom 90 og 95°% i 100 minutter;
hvorpa blandingen raskt évkj¢les til romtemperatur.

1,5 kg natriumklorid l¢ses i reaksjonsblandingen og til-
settes 360 liter metanol under omrgring, hvorpd den.Klare
supernatant dekantefes av etter 30 minutter og presipitatet
frafiltreres under sug. Det frafiltrerte materiale vaskes med
metanol og t¢rkes ved temperaturer under 60°C. Herved oppnds

ca. 7 kg depolymerisert chondroitin-polysulfat.

Eksempel 1b (Trinn A)

7,5 kg rdtt chondroitin-polysulfat lgses i 22,5 liter vann
" og tilseﬁtes 1,5 kg natriumklorid og deretter en lgsning av
37,5 g kobber-(II})-sulfat-pentahydrat i 750 ml vann. 3 liter
30% hydrogenperoksyd tilsettes under kj@ling, hvorpa
blandingen holdes ved 25°C i 5 timer. Ved hjelp av 30%
natriumhydroksydlgsning reguleres pH til 10,5, hvorpd ut-
felling foretas ved tilsetning av 132 liter metanol under
omrgring. Supernatanten dekanteres av og presipitatet fra-
~filtreres under sug. Det frafiltrerte materiale vaskes med

metancl og te¢rkes ved temperaturer under 60°c. ca. 6,8 kg
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depolymerisert chondroitin-polysulfat oppnés.

Eksempel 1c (Trinn A)

. 9 kg ratt chondroitin-polysulfat l¢ses i 45 liter vann og-
tilsettes en lgsning av 8,57 g kobolt-(II)-klorid-heksahydrat
i 1 liter vann og deretter vann opp til 67 liter. 1,35 liter
40% pereddiksyre tilsettes ved romtemperatur i lgpet av 2
timer under kontinuerlig omrgring. En l¢sning av 27 g
dinatrium—etylendinitrilotetraﬁacetat-dihydrat‘i 1 liter vann
blir deretter tilsatt. pH reguleres n& til 11 med 30% natrium-
hydroksydlgsning, hvorpa 2,2 kg natriumklorid tilsettes og
utfeiling foretas ved omrgring med 290 liter metanol. Etter
1 time dekanteres.supernatanten av, hvorpd presipitatet fra-
filtreres under sug og materialet pa filteret vaskes med
metanol og tgrkes ved temperaturer under 60°C. Herved oppnds

ca. 8,4 kg depolymerisert chondroitin-polysulfat.

Eksemgél 2 (Trinn B)

8,0 kg depolymefisert chondroitin-polysulfat lgses i 74
liter vann og lgsningen blandes med 2 liter 40% pereddiksyre,
‘pH-verdien reguleres til 8 med 30% natriumhydroksyd,og
blandingen henstilles i 24 timer ved romtemperatur. O,J Kg
natriumklorid l¢ses i blandingen og utfelling foretas med
320 liter metanol. Presipitatet frafiltreres, vaskes med

metanol og tgrkes. Ca. 7,9 kg farvelgst materiale oppnés.

Ekéemgel 3a (Trinn C)

6,3 kg depolymerisert chondroitin-polysulfat lg¢ses i
27,1 liter varmt vann, tilsettes 3,15 liter 40% pereddiksyre:
og omrgres, hvorpd blandingen henstilles i 4 timer. 45,4 liter
vann tilsettes, hvorpd 2,1 kg natriumklorid lgses i blandingen -
og pH-verdien reguleres til 10,5 med 30% natriumhydroksyd. For
4 oppnd en metanolkonsentrasjon p& 36,5 volumprosent i
'blandingen, innrgres 0,5748 liter metanol pr liter 1¢sning,.
d.v.s. i dette tilfelle 48,6 liter metanol. Presipiterings-'
blandingen henstilles over natten, hvorp& supernatanten av-
dekanteres og det halvflytende presipitat frasentrifugeres.
Den klare supernatant som i dette tilfelle utgjér 28,5 liter,
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omrbreg med 2,175 liter metanol pr liter lésning, d.v.s.
279,5 liter metanol, slik at det oppnds en endelig metanol-
konsentrasjon pd 80 volumpro§ént. Presipitatet f&r anledning
til sedimentering i 1 time, hvorpd supernatanten avdekanteres
og den gjenvarende suspensjon frafiltreres under sug.
Presipitatet vaskes med metanol og tgrkes ved temperaturer

under 60?C. ca. 5,6 kg mellomprodukt'oppnés.

Eksempel 3b (Trinn C)

2 kg depolymerisert chondroitin-polysulfat lgses i 200
liter vann og lgsningen filtreres gjennom et sterilt filter
og blir deretter ultrafiltrert under et trykk pa 2,8 bar ved
32°C ved hjelp av en ultrafilfrasjons-presse (membranareal:
2,25 m2, eksklusjonsgrense angitt for celluloseacetatmembranen:
molekylvekt 15.000). Lgsningen pumpes rundt med en strgmnings-
hastighet pa 6,5 m3/time. Nar volumet av tilbakeholdt
materiale er ca. 20 liter, ultrafiltreres dette 3 ganger etter
innblanding av 50 liter vann hver gang.

De samlede permeater ultrafiltreres deretter gjennom en
celluloseacetatmembran med en angitt molekylvekt-eksklusjons-
grense p& 6.000, men for ¢vrig under de.samme betingelser soﬁ )
ovenfor. Det tilbakeholdte materiale konsentreres néd‘til en
konsentrasjon pa 10%, tilsettes natriumklorid opptil en konsen-
trasjon pé_O,S%; hvorpa pH—Qerdien reguleres til 7,5 og ut-
felling foretas med 4 volumdeler metanol under omrgring. Etter
frafiltrering undér sug, blir presipitatet vasket og tgrket.

Det resulterende mellomprodukt utgje¢r 1,78 kg:

Eksempel 4a (Trinn D)

5,4 kg av mellomproduktet fra prosesstrinn 3 lgses i
54 liter vann, hvorpd 21,6 liter sterkt sur kation-veksler
(f.eks. Lewatit S 100) i protonert form rgres inn og omrgres
ved romtemperatur i 1 time. Kation-veksleren frafiltreres
under sug og renses med to 8,1 liters porsjoner vann, og
filtratene kombineres. 2,19 kg natriumklorid tilsettes til
filtratet og utfelling foretas under omrgring med 292 liter
metanol. Etter henstand over natten, avdekanteres supernatanten

og -den gjenvaerende suspénsjon filtreres under sug; hvorpd det
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frafil;éerte materiale vaskes grun&ig med metanol. Presipi-
tatet lgses i 43,2 liter vann, pH reguleres til 7,5 med 30%
natriumhydroksyd, tilsettes 700 g natriumklorid og utfelles
under omrgring med 139,2 liter metanol. Den klare supernatant
avdekanteres og den gjenvarende suspensjon filtreres gjennom

. et undertrykks-filter, hvorpd materialet pad filteret vaskes med
metanol. Etter tgprking oppnds 3,6 kg demineralisert chondroitin— °

polysulfat.

Eksempel 4b (Trinn D)

9 kg av mellomproduktet oppnaddd etter pfosesstrinnet, eller
det fortsatt metanol-fuktige preSipiﬁat fra dette trinn, lgses
i vaﬁn slik at det oppnds 90 liter lgsning. Lgsningen sendes
gjennom en ione-vekslersgyle fylt med 36 liter kation-veksler
Amberlite IR 120 p& H' form. Forholdet mellom fyllhgyde og
diameter er f.eks. ca. 2,5:1. Etter at lgsningen har rent
gjennom, renses kolonnen med 33,3 liter vann. 3,7 kg natrium-
klorid tilsettes til de samlede substansholdige filtrater, og
utfelling foretas ved tilsetning av 492 liter metanol.
Presipitatet frafiltreres under sug og vaskes med metanol, hvor-
pd det fremdeles lgsningsmiddel-fuktige presipitat lgses i
pyrogen-fritt vann til et totalvolum p& 72 liter. 1,15 kg
natriumklorid tilsettes, pH-verdien reguleres til 7,5 med 30%
natriumhydroksyd, hvorpa utfelling skjer ved tilsetning av
219 liter metanol. Presipitatet frafiltreres med sug, vaskes
med metanol og tgrkes. Ca. 6 kg demineralisert chondroitin-

polysulfat oppnds.

Eksempel 5 (Trinn E)

20 kg demineralisert chondroitin-polysulfat lgses i 190
liter pyrogen-fritt vann. L¢sningen oppvarmes til 90° og til-
settes 40 kg aktivt kull (Rieael de Haen nr. 18003). Tempera-
turen holdes ved 90°C i 60 minutter, hvoretter blandingen
filtreres i varm tilstand ved bruk av trykkfilter. Kull-
residuet vaskes to ganger med 40 liters porsjoner pyrogen-
fritt vann og filtratene sldes sammen. 3 ké natriumklorid og
660 g dinatrium-etylendinitrilotetra-acetat-dihydrat tilsettes.
pH-verdien reguleres til 7,5. Blandingen filtreres deretter

gjennom et vasket membranfilter (porediameter: 0,2 /um). Den
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fullstendig klare lgsning undérkastes utfelling under omrgring
med 720 liter metanol. Presipitatet frafiltreres med sug,
vaskes med metanol og t¢rkes ved femperaturer under 50°C. Her-
ved oppnds ca. 18 kg farvelg¢st, fin-partiklet, rent, injiser-
bart chondroitin polysulfat. Kjemisk analyse ga fglgende

verdier:
N: 1,77%
S: 12,96%

heksuronsyre: 1,08 mmol/g

heksosamin: 1,12 mmol/g

'Eksempel 6 (Fremstilling av en injeksjonsl¢sning)

3,25 kg beregnet pa bésis av vannfritt materiale, rent
chondrditin-polysulfat og 0)325 kg natriumklorid l¢ses under
omrgring i ca. 50 liter aqua pro iniectabilia, 0og lgsningen
fylles opp til 65 liter. Etter regulering av pH-verdien til
‘8,4 med 1N _natriumhydroksyd og steril filtrering gjennom et
membranfilter, fylles lgsningen over i ampuller under sterile
betingelser etter kjent teknikk. De forseglede ampuller ut-

settes for varmebehandling i kokende vannbad i 60 minutter.
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1.

PATENTIEKRAWV

Fremgangsmate ved fremstilling av et injiserbart

chondroitin-polysulfat, k arakterisert ved at

a)
b) -~

ratt chondroitin-polysulfat depolymeriseres oksydativt,

\det depolymeriserte chondroitin-polysulfatet blekes,

- . om nedvendig,. med pereddiksyre,

¢)

d)

e)

2.

fra produktet som erholdes fra trinn a eller b isoleres
en bestemt fraksjon med hensyn p& molekylvekten ved &
fjerne materiaiet med hegyere molekylvekt ved metanol-
utfelling under-anvendelse av 25-45 % metanol av
blandingens hele volum eller ultrafiltrering under
anvendelse av en filtreringsmembran med en
ekskluderingsgrense p& minst 6000, og skille materialet
som hgrer til fraksjonen fra materialet med lavere
molekylvekt med en andre metanolutfelling under
“anvendelseé av 60-85 % metanol av blandingens hele volum,
eller med en andre ultrafiltrering under anvendelse

av et filtferinéémedium med en ekskluderingsgrense p&
maksimalt 8000, .

produktenie som erholdes etter c demineraliseres, om
ngdvendig, med kationbytter, og

produktene som oppnads etter ¢ og d avfarges, om

ngdvendig, med aktivt kull.

Freﬁgangsmate som angitt i krav 1,

karakterisert ved at den oksydative depolymer-

isering:- A-utferes med hydrogenperoksyd uten naervar av tung-

metaller.

3.

Fremgangsmidte som angitt i krav 2,

karakterisert v e d at den utfeores i narvaer av

et kompleksdannende middel.




L 157147

4. Fremgangsmate som angitt i krav 1,
karakterisert v e d at den oksydative
depolymerisering A utfgres med hydrogenperoksyd i narvar av

salter av jern, kobolt, kobber, mangan og/eller vanadium.

5. Fremgangsmite som angitt i krav 1,
karakterisert v e d at den oksydative depolymer-—
isering A utferes med pereddiksyre i narvar av salter av jern,

kobolt og/eller mangan.

6. Fremgangsmate som angitt'i_k;avene 4 og 5
karakteriser é" v e d‘~a;\konsentrasjoneﬁiav
tuﬁgméfallsaltehe i rEaksjonsmediet holdes mellom 0,001 og
0,5 % (vekt/voluﬁ). A ' '

7. Fremgangsmate som angitt i krav 1, .
karakterisert ved at pereddikéyrebehandliﬁgen ’

B inkorporeres i molekylar—fréksjoneringsprosessen C.

87 Fremgangsmate som'angitt-i krav 1,
karakterisert ved atdet rene chondroitin-
polysulfat utfelles med métanol i nerver av 0,01-0,5 % av et

kompleksdannende middel.

9. Fremgangsmate som angitt i kravene 1 og 81_
karakt e-r'i s ert v e d at det rensede chondroitin-
polysulfat utfelles med metanol i narvar av 0,01-0,5 % natrium-

pyrosulfitt.
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