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(54) Sorbent heparinu a latek obsahujicich struktury heparinu a zptsob jejich

piipravy

(57) Sorbent heparinu a latek obsahujicich
struktury heparinu, komplexy bilkovin s hepari-
nem a dalsi latky anionické povahy, jehoZ pod-
stata spoCiva v tom, Ze na hydrofilni makropo-
rézni trojrozmérné kopolymery hydroxyalkyl-
akrylati, pfipadné hydroxyalkylmetakrylatd
s alkylendiakrylaty nebo alkylendimetakryléaty
je imobilizovan protaminsulfat, protaminchlo-
rid, poly-L-lysin nebo jiny oligopeptid a poly-
peptid obsahujici v prevazné arginin, histidin
a lysin. Imobilizace je uskutecnéna kovalentni
vazbou polypeptidu na aktivované hydroxyal-
kylakrylatové nebo hydroxyalkylmetakryléto-
vé nosice. Tyto kopolymerni nosice se aktivuji
reakci s epichlorhydrinem a produkt této reak-
ce se poneché reagovat s roztokem polypepti-
du v tlumivém roztoku pH 8 az 12 obsahujicim
15 az 1,8 mol/l siranu amonného pfi teploté 10
az 45 °C po dobu 10 aZ 100 hodin. Po skonéent
reakce se eventualné nezreagované epoxidoveé
skupiny ponechaji spontann& zhydrolyzovat.
Sorbované molekuly protaminu se odstrani afi-
nitni eluci roztokem heparinu. Sorbenty nacha-
zeji uplatnéni v separacni technice a technolo-
gii v analytickém i preparativnim métitku.
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Vynélez se tyka sorbentu heparinu a latek
obsahujicich struktury heparinu, ktery je tvofen
protamin-sulfatem, protaminchloridem nebo
poly-L-lysinem a dalgimi oligopeptidy nebo po-
lypeptidy obsahujicimi pievazng arginin, histi-
din a lysin, imobilizovanymi na trojrozmérngeh
makroporéznich hydrofilnich kopolymerech
hydroxyalkylakrylati, pFipadné hydroxyalkyl-
- metakrylati s alkylendiakrylaty nebo dimeta-
krylaty a zpasobu jeho pfipravy.

Hydrofilni trojrozmérné makroporézni ko-
polymery hydroxyalkylakrylatd a hydroxyal-
kylmetakrylata s alkylendimetakryléty nebo dl-
kylendimetakrylaty a zpsob jejich pripravy fi-
zenou suspenzni kopolymerizaci v piftomnosti
inertnich organickych sloucenin ve vodném ne-
bo organickém dispersnim prostiedi jsou zna-
my z ¢&s. autorskych osvédceni ¢. 148 828
a 150 819. Kopolymery se vyznaduji velmi dob-
r¢mi mechanickymi vlastnostmi a jejich sféric-
ky tvar a makroporézni struktura je predurcuji
k celé Fadé aplikaci pfi déleni sloZitych smési
pifrodntho i syntetického pivodu. Hydroxylové
funkeni skupiny lze chemicky pieménit fadou
substitu¢nich reakci, oxidaci apod. Polymerana-
logickymi reakcemi modifikovane kopolymery
byly vyuZity jako nosi¢e ionogennich skupin
(és. autorské osvédceni & 171963, 177 307
a 173 201) nebo jako specificky G&inné sorben-
ty v afinitni chromatografii (Cs. autorské osvéd-
deni ¢ 167 530, 175 047 a 193 845).

Protaminsulfat je polypeptid s vysokym ob-
sahem argininu molekuldrni hmotnosti "do
5000, izolovany z mli¢i ryb. Jeho schopnosti
stechiometricky reagovat s heparinem za sou-
gasné inaktivace jeho antikoagulaénich vlast-

nosti je vyuzivano v medicing. Poly-L-lysin je-

synteticky polypeptid basické povahy. Guani-

dylové a NH,— skupiny téchto latek ymohou

vhodnych podminek reagovat s epoxidovou
skupinou hydroxyalkylakrylatt nebo hydroxy-
alkylmetakrylatdi aktivovangch reakei s epi-
chlorhydrinem, za tvorby kovalentni vazby.
Takto vzniklé latky maji povahu sorbentl pro
heparin, heparinu podobné latky, komplexy he-
parinu s dalsimi latkami, ev. jiné latky anionic-
ké povahy. Této vlastnosti Ize vyuZit k separaci
heparinu, k separaci komplexu heparin-anti-
trombin 111 z bilkovinnych smési, k separaci he-
parinu z krve za Gcelem jeho stanoveni apod.
Na Sepharosu imobilizovali Piepkorn a spolu-
pracovnici protamin (Tromb. res. 13, 1 077,
1978) a Mohammad a spolupracovnici imobili-
zovali poly-L-lysin (Tromb. res. 20, 599, 1980).
Pouziti agarosy pro tyto ucely ma vSak mnohé
nevyhody pro navrhované acely, t]. separaci
heparinu a latek obsahujicich struktury hepari-
nu, at jiZz pro Geely preparativni nebo analytic-
ké. Sorbenty na bazi hydroxyalkylakrylatd
a hydroxyalkylmetakrylati jsou chemicky stélé,
odolné bakterialni kontaminaci a jejich fyzikal-
ni vlastnosti se neméni pod vlivem b&Zné€ po-
* u¥ivanych tlakd, To umoZituje jejich opakova-
né pouZiti, pouziti tlakovych cerpadel v techno-
logii separace a automatizace separacniho pro-
cesu. Provedeni imobilizace je jednoduché
a technologicky nendro¢né. Afinanty neztraci
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po imobilizaci svoji biospecifickou aktivitu. Pro
dosaZeni dobré mechanické a hydrolytické sta-
bility imobilizovaného protaminu nebo poly-L-
lysinu k pouZiti v laboratorni, pfipadn€ v pri-
myslové biospecifické chromatografické sepa-
racni technice je zadouci volit nosic na bézi ri-
gidniho makroporézniho materilu s pravidel-
nym tvarem &astic, ktery ma vhodné hydrody-
namické vlastnosti pfi sloupcovém uspotidéani
procesu a je dostatecné hydrofilni. Provedenti
vazby bazickych polypeptidit musi byt jedno-
duché, technologicky nenaro&né a musi zarucit
dostatecnou stabilitu afinantu vi¢i hydrolyze
bez ztraty jeho biochemické aktivity. T€chto
vlastnosti je dosaZeno imobilizaci protaminsul-
fatu (poly-L-lysinu) na hydroxyalkylakrylato-
vjch a hydroxyalkylmetakryldtovych nosicich.
Predmétem vynalezu je sorbent heparinu
a latek obsahujicich struktury heparinu, napfi-
klad glykosaminoglukani, komplexti bilkovin
s heparinem a dal3ich latek anionicke povahy,
ktery je tvofen protaminsulfatem, protamin-
chloridem, poly-L-lysinem nebo dal3imi oligo-
peptidy a polypeptidy obsahujicimi v prevaziné
mife arginin, histidin a lysin, molekularni hmot-
nosti 5 az 10 000, které jsou vazény na makro-
porézni, trojrozmérné, hydrofilni kopolymery
hydroxyalkylakrylatt, p¥ipadné hydroxyalkyl-
metakrylat, ve kterych alkyl obsahuje 1 aZ
4 atomy uhliku, s alkylendiakrylaty nebo alky-
lendimetakrylaty, ve kterych alkylen obsahuje
2 a7 4 atomy uhliku. Déle je pfedmétem vyna-
lezu zptisob vyroby uvedenych materiald, ktery
spociva v tom, Ze se makroporézni trojrozmér-
né hydrofilni kopolymery hydroxyalkylakryla-
ti, pripadné hydroxyalkylmetakrylatd, ve kte-
rych alkyl obsahuje 1 aZ 4 atomy uhliku, s alky-
lendiakrylaty nebo alkylendimetakrylaty, ve
kterych alkylen obsahuje 2 az 4 atomy uhliku,
aktivuji reakei s epichlorhydrinem. Produkt ak-
tivace se ponechd reagovat s roztokem poly-
peptidu v tlumivém roztoku obsahujicim 1,5 az
1,8 mol/l sulfatu amonného, pfi teploté 10 aZ
45 °C po dobu 10 a7 100 hodin a popf¥ipadé ne-
zreagované epoxidové skupiny se nechaji hy-
drolyzovat spontanné a sorbované, ale nevaza-
né Castice polypeptidu jsou odstranény promy-
tim roztokem heparinu. Jako tlumivy roztok je
s v§hodou pouzit boratovy pufr s pH 8 aZ 10.
Ve srovnani s polypeptidy vdzanymi na poly-
sacharidové nosi¢e je pii srovnatelné meérné
aktivité podstatny rozdil ve vlastnostech sor-
bentii podle tohoto vynélezu, jsou-li v kontaktu
s vodnymi roztoky separovanych sloZek. Ma-
kroporézni charakter hydroxyalkylakrylato-
vich a hydroxyalkylmetakrylatovych nosict
zaruduje stalost objemd sorbentt pfi zm&né pH
a iontové sily. Pfi zmén& pH mezi hodnotou 5,5
a 85 nedochazi k méfitelné zmeéné objemu,
zvy3eni koncentrace chloridu sodného z 0,1 na
20 mol/l znamen4 kontrakci sloupce o méné
nez 1%, zvysenim tlaku o 100 kPa dojde ke
stlaceni sloupce o 04 %. Sféricky tvar a mecha-
nickd pevnost ¢astic téchto sorbent umoZziuje
vysoké pritokové rychlosti kapalného média
ve sloupcovém usporadani; makroporézni cha-
rakter struktury dovoluje penetraci molekul -
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s molekulovou hmotnosti do cca 2.16° do
vnitinf domény sorbentii bez podstatngch ome-
zeni zpiisobenych zpomalenim difaze, ktera je
Zasto pozorovana u homogennich xerogelll po-
lysacharidového typu. Sorbenty umoziuji pra-
¢e za vysokého tlaku nebo ve vysokyeh prepa
rativnich sloupcich bez nebezpedi jejich sese-
dani a ucpavani. Syntetickd matrice nosice za-
rucuje odolnost proti pisobeni mikroorganis-
mu.

Aktivace akrylatovych a metakrylatovych
nosict primou reakci s epichlorhydrinem je
technologicky nendrocna a poskytuje reaktivni
produkt, ktery je v suchém stavu vysoce stabil-
ni. Diilezitou skutecnosti je, Ze aktivace nosice
probih4 pouze na vnitinim hydrofilnim povr-
chu pori, nikoli ve hmotg, takze po nasledné

. vazebné reakci s protaminem je eliminace zby-

Iych reaktivnich skupin aplng, pomérné rychla
a konecna.

Vlastni vazba protaminu (poly-L-lisynu) se
uskuteciiuje adici primdrnich skupin afinantd
na epoxidovy kruh aktivovaného kopolymeru.
Nutnou podminkou je, aby aminoskupiny neby-
ly protonizovany, proto je nutno upravit alkali-
tu roztoku protaminu (poly-L-lysinu) vhodnym
pufrem na hodnotu pH 8 a7 12. S vyhodou lze
pouzit 0,1 mol/l boratovych pufri pH 8,7 az 94.
Teplota a Cas reakce urcuji stupet konverze,
s vyhodou lze provadét pfi teplotach 10 az
43 °C po dobu 10 az 100 hodin pfi mirném mi-
chani suspenze. Stanoveni obsahu vazaného
protaminu (poly-L-lysinu) bylo provedeno sta-
novenim dusiku podle K jehldahla.

Utinek sorbentd podle vynalezu byl proka-
zan pii jejich pouZiti k odstrafiovani heparinu
od antitrombinu, pfi pfipravé vysoce purifiko-
vaného plasmatického antitrombinu. Z lidské
krevni plasmy byl komplex antitrombinu s he-
parinem pfipraven sorpci na heparin-Separon
a afinitni eluci heparinem (vedle dalSich). Za
specifickych podminek lze na sloupci prota-
min- nebo poly-L-lysin- Separonu uskute¢nit
sorpci tohoto komplexu, jeho disociaci a sepa-
raci antitrombinu od heparinu. Ziskany anti-
trombin mél ptvodni antikoagulacni vlastnosti,
byl imunochemicky a elektroforeticky homo-
genni. Ziskang heparin mé] piivodni vlastnosti
a lze jej opakované pouZit. Tyto sorbenty dale
umoziuji odstranéni heparinu z krevni plasmy
nebo testovanych roztokl a analyzu dehepari-
zované plasmy na pfitomnost koagula¢nich
faktori.. Sorbovany heparin je pak moZno po
eluci kvantifikovat. Sorbenty podle vynéalezu
umoziiuji frakcionaci {ragmenti heparinu po
jeho hydrolyze a separaci vysoce biologicky
aeinngch podila. Déle jsou vhodné pro separaci
semisyntetickych a syntetickych sulfonovanych
polysacharid s viastnostmi heparinu. Ve vech
uvedenych piipadech pouZiti sorbentd podle
vynalezu probihéd za fyziologickych podminek
pH a iontové sily, eluci Ize uskuteénit zvySenim
koncentrace soli a posunem pH na kyselou ne-
bo alkalickou stranu. PFi koncentract 0,1 mol/l
hydroxidu sodného je heparin kvantitativn€ od-
stranen z téchto sorbentd, aniz by doslo k po-
skozeni matrice nebo afinantu.
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Predmét vynélezu je objasnén v nésleduji-
cich piikladech provedeni, aniz by viak byl jimi
jakkoli omezovan.

Piiklad 1

100 g kopolymeru etyléndimetakrylatu s 2--
hydroxyetylénmetakrylitem o vyluCovacim li-
mitu 10° s velikosti sférickych ¢éstic 100 az
300 pm je nabotnano v 500 ml 50% hydroxidu
draselného po dobu 15 hodin pfi teploté 5 °C.
Takto zbotnaly nosi¢ se odfiltruje a za stdlého
michani se vnese do reaktoru opatfeného zpét-
nym chladicem a teplomérem, ve kterém bylo
predlozeno 400 ml epichlorhydrinu. Asi po
1 hodin& vystoupi teplota reakéni smési na tep-
lotu varu epichlorhydrinu. Po odeznéni reakce
se pridd 100 ml nasyceného roztoku bromidu
draselného a reakéni smés se zahFiva k varu po
dobu 3 hodin. Po skongeni se aktivovany sor-
bent odfiltruje, na filtru se promyje 3 x 500 ml
acetonu, rychle 2 x 1000 ml vody do neutralni
reakce filtratu, znova 3 acetonem, éterem a vy-
suif se ve vakuové susarng pii 20 °C po dobu
24 hodin. Obsah epoxidovych skupin se stano-
vuje titraéné: 0,420 mol/g suchého kopolymeru.

10 g aktivovaného nosice pFipraveného po-

‘dle uvedeného postupu se ponechd za obcasné-

ho michéni 30 aZ 56 hodin v 50 ml destilované
vody. Nato se voda odfiltruje a vlhky nosic se
promyje boratovym pufrem (0,1 mol/l, pH 8,7,
ktery obsahuje 1,8 mol/l siranu amonného).
Vihky nosi¢ je prevrstven 30 ml boratového
pufru pH 87 obsahujictho 18 mol/l siranu
amonného a 1g protaminsulfatu je sledovan
kontrolou protaminsulfatu v roztoku (napf. ja-
ko antiheparin). Imobilizace je ukoncena, kdyZ
nedochazi ke snizovani koncentrace protamin-
sulfatu v roztoku nad nosi¢em. Pokud se zjisti
nulové nebo nizké koncentrace protaminsulfé-
tu, je pridan dalsi podil. Po skonCeni imobiliza-
ce je nosi¢ promyt vodou, pak pufrem pH 6,0
az 6,5 s pridavkem NaCl (2 mol/l), pak znovu
vodou a pufrem. Sorbent je ponechan 2 az tii
dny pii teploté mistnosti k hydrolyze, eventual-
né nezreagovanych epoxidovych skupin, nebo
se hydrolyzuje 0,1 M roztokem kyseliny chlo-
risté po dobu 3 hodin pfi normalni teploté. Na-
to je sorbent promyt pufrem pH 6,0 aZ 6,5 ob-
sahujicim 1 mg/100 ml heparinu, pufrem s NaCl
(2 mol/l), vodou a pufrem, ve kterém mé pro-
béhnout separace. Ucinek takto pfipraveného
sorbentu byl ovéfen izolaci a stanovenim hepa-
rinu z vodného roztoku, z lidské plasmy a z lid-
ské krve (za pritomnosti hemoglobinu). Obsah
vazaného protaminsulfatu byl 16 az 25mg/g
suchého nosice.

Priklad 2

Aktivace kopolymeru 2-hydroxyetylmeta-
krylatu s etylénglykoldimetakrylatem se prové-
di‘analogicky jako v piikladu 1. Na misté pro-
taminsulfatu je pouZit poly-L-lysin. Reakéni
podminky pro imobilizaci jsou stejné jako pfi
protaminsulfatu. Pfi promyvéni nenf nutné po-
uzivat heparinovych roztoki k odstranénf ne-
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zreagovanych "molekul poly-L-lysinu. Obsah
vézaného poly-L-lysinu byl 5,6 aZ 8 m/g suché-
ho nosice a Fidil se stupném polymerizace afi-
nantu.

Priklad 3

Aktivace kopolymeru 2-hydroxyetylmeta-
krylatu s etyléndimetakrylatem o vyluCovacim
limitu 2. 10° se provadi stejné jako v pfikladu
1. Reakce s protaminsulfatem je analogicka ja-
ko v piikladu 1 s tim rozdilem, Ze pH boratové-
ho pufru je 94; reakeni teplota je 40 az 45°C
a doba reakce je 12 aZ 16 hod. Sponténni hyd-
rolyza nezreagovanych epoxidovych skupin
probiha pfi teploté 40 °C 24 hod. Obsah véaza-
ného protaminsulfatu byl 18 az 26 mg/g suché-
ho nosice.

Priklad 4

Imobilizace protaminu sulfatu byla provede-
na analogicky jako v pfikladu 1 s tim rozdilem,
7e jako nosice bylo pouZito kopolymeru 2-hyd-
roxymetakrylatu s 14-butyléndimetakrylatem
o velikosti Gastic 50 az 80 pm a vylucovacim li-
mitu 900 tisic daltont pro lineérni polydextraci.
Koncentrace e-protaminusulfatu ¢inila 0,1 g ve
30 ml (tj. 3,3 g/l) boratového pufru, pH 8,7 ob-
sahujiciho 2,0 mol/l siranu amonného. Obsah
vazaného protaminu sulfatu cinil 8,5 mg/g su-
chého nosice.

»

‘
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Pi#iklad 5

Aktivace nosite byla provedena analogicky
jako v piikladu 1 s tim rozdilem, Ze k imobiliza-
¢i bylo pouzito kopolymeru 4-butylénglykol-
monometakrylatu s etyléndimetakrylatem o vy-
lucovacim limitu 10° dalton( a koncentrace
protaminsulfatu byla 5g ve 30 ml boratového
pufru o pH 87 (tj. 166 g/1).

Priklad 6

Aktivace kopolymeru 2-hydroxyetylakrylatu
a etylénglykoldimetakrylatu byla provedena
analogicky jako v pfikladu 1 s tim rozdilem, Ze
k imobilizaci bylo misto protaminsulfitu pouZi-
to molekularnich fragment@ histonu z teleciho
thymu bohatého lysinem, o melekuldrni hmot-
nosti mensi nez 20 tisic daltoni. Pfi odstrafio-
véni nadbytku histonovych fragmentt neni po-
uzito heparinového roztoku jako v pfikladu 1.
Obsah fragmentd histonu vézanych na matrici
byl 44 a% 7,2 mg/10 g suchého nosice.

Priklad 7

Postupuje se stejné jako v piikladu
1 a 6 s tim, Ze na misté protaminsulfatu nebo
histonu je pouzit synteticky polymer peptidu
(Ala-Lys-Lys.Pro-Lys), molekularni hmotnosti
13 tisic dalton(, kde n = 9. Obsah vazaného
polymerizovaného peptidu byl 2,5 az 7,2 mg/g
suchého nosice.

PREDMET VYNALEZU

1. Sorbent heparinu a latek obsahujicich
struktury heparinu, napfiklad glykosaminoglu-
kant, komplexi bilkovin s heparinem a dalgich
latek anionické povahy, vyznadeny tim, Ze je
tvofen protaminsulfatem, protaminchloridem,
poly-L-lysinem nebo dal3imi oligopeptidy a po-
lypeptidy obsahujicimi v pfevazné mife arginin,
histidin a lysin, molekularni hmotnosti 5 aZ
10 000, které jsou vazany na makroporézni,
trojrozmérné, hydrofilni kopolymery hydroxy-
alkylakrylatdi, pfipadné& hydroxyalkylmetakry-
Jatd, ve ktergch alkyl obsabuje 1 aZ 4 atomy
uhliky, s alkylendiakrylaty nebo alkylendimeta-

krylaty, ve kterych alkylen obsahuje 2 az 4 ato-

my uhliku.

Severografia, n. p., MOST

2. Zptisob v§roby sorbentu podle bodu 1, vy- '
znadujici se tim, Ze kopolymery definované
v bodé 1 se aktivuji epichlorhydrinem, naceZ se
nechaji reagovat s polypeptidem v tlumivém
roztoku obsahujicim 1,5 az 1,8 mol/l sulfatu
amonného, pii teploté 10 az 45 °C po dobu 10
aZ 100 hodin a pop¥ipadé nezreagované epoxi-
dové skupiny se nechaji hydrolyzovat spontan-
n& a sorbované, ale nevazané ¢astice protaminu
se odstrani promytim roztokem heparinu.

3. Zpisob podle bodu 2, vyznacujici se tim,
e jako tlumivy roztok se uzivéa boratovy pufr
pH 8 a7z 10, obsahujici 1,5 aZ 18 mol/l sulfétu
amonného.

Cena 2,40 Kés
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