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Den foreliggende opfindelse angdr en fremgangsmade til
udvinding af et arterielt polysaccharidkompleks, FAPA,
med anion-karakter, bestdende af hexosamin-glycanmono-

sulfater fra unge pattedyrs aorta.

Talrige lzgemidler er i de senere ar blevet foresladet til
at genoprette normale koncentrationer af de forskellige
lipidbestanddele i1 serum, under hensyntagen til den sar-
lige alvorlige virkning af hyper- og dyslipidemier i tal-
rige sygdomstilstandes etiologi, herunder sygdomme af

samfundsmassig betydning.

Disse lagemidler kan efter deres virkemdde opdeles skema-

tisk som fglger:

1) sddanne, som inhiberer cholesterol-absorptionen i

tarmsystemet
2) sddanne, som influerer pa udskillelsen af galdesyrer

3) s&danne, som inhiberer cholesterol-syntesen samt fedt-

vavets fede syrers bevegelighed
4) sddanne, som udlgser fibronolyse og thrombolyse

5) sddanne, som fremmer forggelsen i bortskaffelsen af

lipoproteiner.

Blandt disse sidstnavnte lzgemidler har heparin og ana-
loge forbindelser i almindelighed betegnet som hepa-
rinoider fdet sarlig betydning ved behandlingen af hyper-

og dyslipidamier.

Blandt heparinets forskellige farmakologiske virkninger
er af szrlig betydning den sdkaldte opklarende virkning,
som i princippet bestdr af fremkaldelse i blodstrgmmen af

lipoproteinlipase, som er et fysiologisk enzym, som spal-
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ter ester-bindingerne i triglycerider og omdanner disse
til monoglycerider og frie fedtsyrer. Denne virkning er
fuldstendig uvafhangig af den anti-koagulerende virkning,
som udg¢r den negative side ved heparinanvendelsen, og
som betinger gransen for anvendelsen af heparin til denne

type behandling.

Inden for omrddet anti-arteriosclerosebehandling er det
pad den anden.side blevet anfe¢rt i litteraturen (Comi et
al. - Boll. Chim. Farm. 106/5/309/21 (1967); Fransk
patentskrift M 4871 dateret 24. Nov. 1965), at man ved at
indgive hele aorta-ekstrakter til kaniner, som er blevet
gjort hypercholesterolamiske ved hjalp af cholesterol-
baseret dizt, kan opnd en kraftig reduktion i atheroma-
tose-dannelsen. Men her overfor er det blevet vist
(Dall'Occhi et al. Adv. Exi. Med. Biol. 1967 1468/83), at
hel aorta-ekstrakt f¢rer til immunitets-reaktioner, som

har skadelig virkning pd lungearterierne.

Det har nu vist sig, at det er muligt fra unge pattedyrs
aorta at ekstrahere et specifikt polysaccharid-kompleks
med anion-karakter, bestdende af hexosamin-glycanmonosul-
fater. Dette kompleks har overraskende vist sig i besid-
delse af anti-arteriosclerotiske egenskaber samtidig med

en komplet mangel pa bivirkninger.

Dette hidtil ukendte kompleks, som for nemheds skyld i
det f¢lgende wvil blive betegnet med bogstaverne FAPA
(Arterielt Anti-arteriosclerotisk Polysaccharid Faktor),
er entydigt karakteriseret ved f¢lgende fysisk-kemiske

egenskaber:

a) ved hydrolyse frig¢gr det hexosamin, uronsyrer og sul-
fater i det omtrentlige molforhold 1/1/1 sammen med

variable mengder af nukleosider.
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Efter syre-hydrolyse af FAPA-forbindelsen viser analy-
se fgolgende gennemsnitlige sammensatning af polysac-

charid-komponenterne.
- hexosamin (glucosamin): specifik colorimetrisk reak-
tion mellem amin i hexoser og p-dimethylaminobenz-

aldehyd = 30+2%

- uronsyre: specifik colorimetrisk reaktion med carba-
zol = 30,5+5%

- organisk SO4: bestemt ved oplukning og faldning som

Ba-sulfat = 16,5+3%
- Na: bestemt ved atomabsorption (ikke rutine) = 10+2%
= 15+3%

- aske

b) elektroforetisk adskiller det sig i tre anion-band,
der kan markeres med alcian blau og toluidinblat.

Efterfolgende tabel viser den relative, elektrofore-
tiske mobilitet af de tre anion-band.

Gennemsnitlige den-
sitometriske forhold
mellem positive

Band Aniodisk mobilitet toluidenbldt band
1 U=2,2 +0,5 x 104 cn?v lsex™t 14 + 3%

2 U=209¢%05 x10°% cn?v lsek! 9 + 2%

3 U=1,93%0,05x 10 % cn?vlsekt 77 + 8%

c) det omsatter sig med alkalimetaller og alkalijord-

metaller til dannelse af salte, som er meget oplgse-
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lige i vand, hvorimod de salte, som det danner med

alifatiske ammoniumioner, er uoplgselige

natriumsaltet er 2% oplgselig i 50% ethylalkohol, me-
dens syreformen er 2% oplgselig i 70% ethylalkohol

det reagerer med toluidinbldt og giver minimal meta-
kromatisk reaktion (ca. 1/10 af den med heparin frem-

komne)

spektrophotometrisk udviser det et maksimum ved 260 +
1 nm

det udviser rotation af polariseret lys pa fra -11°
til -22°

kompleksets IR-spektrum bestemt i KBr, som er vist i
den pad fig. 1 anfe¢rte kurve, viser tilstedevarelsen af
fplgende grupper:

COOH
- NHR

7COCH3
0SO,H

3

- CHZOH

Ud fra de samlede analytiske data kan man fastsla, at

FAPA besidder en struktur af fglgende type:
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0
COOH
0
OH
OH
i g m
1
COOH . CHZOR
0, 2 o
R™0
© 0
OH
OH NHR3
- 4 n
1
COOH . CH,OR
R™0
© o]
H
OH NHR
— 4P
. ol 2 3
hvori R og R® er -H eller —SO3H, R™ er —SO3H1 eller

-CO-CHS, og m, n, p er hele tal, som kan variere inden
for meget vide rammer og f¢rer til molekylevagte pa fra

10 000 til 30 000 dalton for polysaccharid-kzderne.

Disse karakteristika og ganske sarlig molforholdene af de
ved hydrolyse opstdede komponenter viser, at FAPA kan be-
skrives kemisk som et molekylar-kompleks bestéende af
hexoaminglycanmonosulfater (chondroitin-sulfaterne B og C

og heparitin-sulfater, som de findes i arterievagge).

Fremgangsmdden til udvinding af FAPA ifplge den forelig-
gende opfindelse er ejendommelig ved, at udvindingen sker
pad den i den kendetegnende del af krav 1 angivne made.
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FAPA kan pd denne made isoleres i ren tilstand pé& salt-

form og i he¢jt udbytte.

Oprensningen ved saltdannelse sker med alkalimetal eller
alkaliske jordarters metalbaser, idet man f.eks. fore-
tager en blegning med permanganat, behandling med alkali
ved 70 °C til fjernelse af terminal-grupperne af de til-
bageblevne peptid-kader, udskillelse af den ¢nskede salt-
form med oplgsningsmidler (natrium, kalium, calciumsalte

osv.), filtrering, sterilisering og fryset¢rring.

FAPA er blevet unders¢gt med hensyn til sine farmakolo-
giske egenskaber i sammenligning med visse anti-arterio-
sclerotiske praparater af ovennavnte type; den er sarlig
blevet unders¢gt i sammenligning med heparin, der er det
opklarende lzgemiddel mod antonomasi, og med hel aorta-
ekstrakt.

Fplgende grundlaggende karakteristika blev fastlagt ved

in vivo afpr¢vning:

1. Virkning pa eksperimentel fremkaldt arteriosclerose

Denne unders¢ggelse blev udfgrt pd kaniner opdelt i hold
pd 5 dyr til behandlingerne og fodret med en cholesterol-
rig blandet dizt.

Dyrenes blod blev analyseret til bestemmelse af for-
estrede fedtsyrer (EFA), totalcholesterol, B-lipoprote-
iner samt koagulationstid. Cholesterolindholdet i vav fra
aorta blev malt, samtidig med at forekomsten af atheromer

blev observeret.

I tabel 1 er sammenfattet de opnaede resultater ved an-
vendelse af FAPA, heparin samt hel aortaekstrakt efter 40
dages behandling.
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2. Biologisk virkning

De forhold vedrgrende biologisk virkning, der blev be-
stemt wvar antikoagulationsvirkning (i overensstemmelse
med USP) samt opklaringsvirkningen pa rotter (Morton
Grosman metode J.Lab. and Clin. Med. Marts 1954, side
445). Med hensyn til sidstnavnte bestemmelse blev der ved
den foreliggende afpr¢vning indfert modifikationer, som
tillod virkningen at blive udtrykt i internationale 1li-
pasamiske enheder (ULI) i overensstemmelse med UIB-
definitionen (International Biochemical Union), ifglge
hvilket en international enhed (ULI) er lig med den virk-
ning, som omdanner substratet med en hastighed pd 1 mi-

kromol pr. minut.

Resultaterne vedr¢rende biologisk virkning af FAPA er
vist i tabel 2 i sammenligning med heparin og aorta-
ekstrakt.

Tabel 2
Aorta-
Heparin ekstrakt FAPA
Antikoagula-
tionsvirkning 135-148 ca. 0,5 5-15
(USP/mg)
Opklarings-
virkning
(ULI/1 plasma) 480+100 157 270%80

ved dosering
pa 0,5 mg/kg
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3. Tolerance over for forbindelsen

A) Toxicitet: FAPA viste sig at vere godt tolereret af
rotter, kaniner og marsvin behandlet enten ved paren-
teral indgift eller ved peroral indgift med daglige
doser pa& 200 mg/kg.

B) Immunologiske afpr¢vninger: Hos marsvin behandlet med
FAPA fo¢rte immunologiske afprg¢vninger for antistof og
anafylaktisk fremkaldelse ikke til nogen antistof-

eller anafylaktisk respons.

C) Vasokinetiske unders¢gelser: Der blev ikke konstateret
nogen virkning, hverken af histamin- eller af adrena-

lintyperne, selv med doseringer pa 50 mg/kg.

Samtlige oven anfe¢rte afpr¢vninger viser, at FAPA kan
valges som lagemiddel +til anti-arteriosclerotisk an-
vendelse, eftersom dets virkning er af samme st¢rrelses-
orden som heparins, mens den ikke giver anledning til ri-
siko for bl¢dning, sdledes som det er typisk for sidst-

navnte forbindelse.

Den biologiske virkning af FAPA er yderligere ca. 10
gange stgrre end den biologiske virkning af hel aorta-
ekstrakt, men uden dennes immunoreaktive bivirkninger, og
det frembyder sdledes betydelig fordel med hensyn til
doseringsteknik samt risikoen for udvikling af overfgl-

somhed under behandlingen.

I det fplgende anfgres nogle praktiske eksempler pa frem-
stillingen af det hidtil ukendte arterielle polysaccha-

rid-kompleks ifglge opfindelsen.
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EKSEMPEL 1

50 kg kalveaorta blev fint formalet og homogeniseret i
66 1 vand. Efter langsom opvarmning af blandingen til
50 °C, blev tilsat 0,6 kg papain forud bragt i suspension
i 9 1 vand indeholdende 10 g natriummetabisulfit som bak-
teriostatisk middel.

Den samlede blanding blev opvarmet til 65 °C og holdt
under disse betingelser i 3 timer, idet man drog omsorg
for, at pH ikke sank under 6 ved passende tilsetning af
alkali. Efter forlgbet af dette tidsrum blev blandingen
opvarmet til 95 °C i 15 minutter.

Efter henstand i 30 minutter blev blandingen filtreret
gennem filterklade, forud belagt med filterjord.

0,6 kg cetyltrimethylammoniumchlorid oplg¢st i 35 1 vand
blev sat til filtratet.

Efter henstand natten over blev det ¢verste vaskelag
fjernet med hazvert. Bundfaldet blev fraskilt ved filtre-
ring og oplgst i 25 1 vand indeholdende 3 kg natrium-
chlorid ved opvarmning til 70 °C. Denne oplgsning blev
gjort klar ved filtrering. Filtratet blev behandlet med
et lige sd stort rumfang acetone. Bundfaldet, som bestod
af det grd natriumsalt af FAPA, blev vasket flere gange
med 70 °C acetone og derpd t¢rret. P4 denne made udvandt
man 85 g rat natriumsalt af FAPA.

Dette bundfald blev vasket med 1500 ml vand, dets pH blev
derpé justeret til 8, og det blev derpd behandlet med 1,5
g kaliumpermanganat, og gradvist opvarmet til 90 °C. Det
blev filtreret for at fjerne det dannede bundfald. Fil-
tratets pH blev justeret til 11 med natriumhydroxid og
holdt ved 70 °C gennem 10 timer.



10

15

20

25

30

35

DK 161973 B

11

Efter at denne tid var forlgbet, blev vasken nedk¢let,
dens pH justeret til 7 med saltsyre, og den filtreredes
gennem en membran p& 0,8 um. Den sdledes dannede vaske
blev behandlet med 2 rumfang ethylalkohol. Efter 2 timers
henstand blev det dannede bundfald frasepareret ved fil-
trering og vasket med 500 ml 75% alkohol.

Bundfaldet blev oplgst i 800 ml vand og inddampet, indtil

den resterende alkohol var fjernet.

Koncentratet blev filtreret gennem en membran p& 0,2 um,
og det klare filtrat blev fryset¢rret.

P4 denne mdde udvandt man 42 g af natriumsaltet af FAPA,

der udviste feplgende karakteristika:

uronsyre 35%

hexosamin 30,5%

NasSo, 18,1%

nukleosider 5,2%

uorganiske salte 8% (hovedsagelig chlorider)
opklaringsvirkning 210 £ 20 ULI/1

antikoagulationsvirkning 6 UI/mg

EKSEMPEL 2

50 kg svineaorta blev behandlet analogt med fremgangs-
maden i eksempel 1. Man udvandt 36 g natriumsalt af FAPA,
som udviste fysisk-kemiske karakteristika, der var helt
analoge med de i foregdende eksempel anfgrte, og som

havde en opklaringsvirkning p& 180 + 30 ULI/1.

EKSEMPEL 3

50 kg kalveaorta blev nedbrudt med ficin i stedet for med
papain, og fremgangsmdden blev derpd fortsat analogt med
eksempel 1. Udbyttet var 35 g natriumsalt af FAPA, der
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udviste fysisk-kemiske karakteristika helt analoge med -de
i eks. I beskrevne, og som havde en opklaringsvirkning pa
28040 ULI/1.

EKSEMPEL 4

50 kg kalveaorta blev homogeniseret i 150 1 vand og ned-
brudt med 2 kg pankreatin ved pH 8 og 40 °C gennem 24
timer i narvaer af toluen som bakteriostatisk middel.

Efter filtrering blev den klare vaske blandet med 3 rum-
fang acetone. Det sdledes dannede bundfald blev hydro-
lyseret med alkali ved pH 11 og 70 °C gennem 15 timer.
Efter filtrering blev vasken behandlet med 400 g cetyl-
pyridiniumchlorid, hvilke f¢rte til det tilsvarende uop-
lpselige kvaternare ammoniumsalt af FAPA.

Bundfaldet blev derpa oplgst i 1500 ml wvand indeholdende
90 g calciumchlorid. Efter filtrering blev vesken behand-
let ved pH 8 med 1 g kaliumpermanganat, opvarmet til
90 °C, og filtreret. Filtratet blev dialyseret i 15 timer
mod en vandstrgm til bortfjernelse af overskud af
saltene, og blev derpd filtreret gennem en membran pa
0,45 um samt fryset¢rret.

P4 denne made udvandt man 35,5 g af calciumsaltet af
FAPA, der udviste fysisk-kemiske karakteristika helt ana-
loge med de i eksempel 1 beskrevne, og som havde en op-
klaringsvirkning pa 315 * 30 ULI/1.
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Patentkravwv:

Fremgangsmade til udvinding af et arterielt polysaccha-
rid-kompleks, FAPA, med anion-karakter, bestdende af
hexosamin-glycanmonosulfater, fra unge pattedyrs aorta,
kendetegnet ved, at udvindingen sker ved f¢l-

gende bearbejdningstrin:

1) unge pattedyrs aorta fjernes og formales umiddelbart

efter slagtningen,

2) den formalede masse homogeniseres, suspenderes i vand

eller en saltople¢sning,

3) suspensionen bruges til at reagere med proteolytiske
enzymer, sasom trypsin, chymotrypsin, pancreatin, pa-
pain, ficin eller bromelin under deres respektive,

optimale pH-, temperatur- og reaktionstidsbetingelser,

4) vaesken fra den sdledes behandlede suspension frasepa-

reres ved filtrering og opsamles,

5) det navnte filtrat behandles med vand-blandbare opl¢s-
ningsmidler og/eller med ammoniumsalte til udfaldning
af polysaccharid-komplekset FAPA i form af hexosamin-
glycanmonosulfater med anionkarakter eller uoplpselige

quaternzre ammoniumsalte deraf, og

6) det udfaeldede FAPA oplgses i vand og omdannes til et
alkalimetal- eller jordalkalimetalsalt, som skilles
fra den vandholdige oplgsning i ren tilstand pd i og

for sig kendt méade.
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