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KIVONAT

A talalmany szerinti eljarassal Gj, 1,5 x 104 és 4,0 x 106
dalton k6zotti molekulatdmegli 1ldncokbdl vagy azok keveréké-
bdl 4118 N,0-szulfatdlt heparozanokat é&s gydgydszati szem-—
pontbdl elfogadhatd séit élliﬁjék eld. E heparozénok lancail
az (I) altalanos képletii, ismétlddd diszacharid-egységet
‘tartalmazzak, ahol az (I) képletben

E a fenti N,O-szulfatalt heparozanok diszacharid-egy-

ségeinek 0-80%-dban acetilcsoportot, mig a tdbbi di-
szacharid-egységben szulfdtcsoportot vagy adott
esetben hidrogénatomot jelent; és

G jelentése hidrogénatom vagy szulfatcsoport.

A taldlmany szerinti N,O-szulfatdlt heparozanok érfal-
negbetegedések, thlzott véralvadékonysdg (hiperkoagulabili-
tas) megeldzésére és/vagy gydgyitasara, valamint a véralva-
das szabalyzasara alkalmazhatok.
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A taldlmédny 4j, nagy molekulatdmegd N,O-szulfatalt hepa-
rozanokra, e vegylileteket hatdanyagként tartalmazd gydgya-
szati készitményekre, valamint e vegyliletek és készitmények
elBallitasidra vonatkozik.

Ismert, hogy a glikézamino-glik&nok &allati sz&vetek
extrakcidjaval elallithatd termékek. Egyes glikézamino-gli-
kanok igen eldnyds véralvadasgatld és antitrombotikus (trom-
bézis elleni) hatdst fejtenek ki. E vegyliletcsalad jellegze-
tes tagjai a heparin, hasitdsi termékei és ezek szarmazékai,
valamint a hepardn-szulfdt és a dermatan-szulfat, amelyek
hatranya azonban, hogy - eredetiik kdvetkeztében - nagyon
koltségesek.

Kozelebbrdl ismeretes, hogy a dermat&n-szulfatok kiilon-
b528 polimerizdciés fokd polimerek csaladjat alkotjék; e ve-
gyliletek egy uronsavcsoportbdl (iduronil- vagy gliikuronil-
csoportbdl) és egy acetilezett, 4-szulfatalt galaktdzaminil-
csoportbdl 4116 egységek ismétlddésével éplilnek fel [H. W.
Stuhlsatz: "A kdtdszdvetkutatds mdédszertana" (angolul),
137-146 (1976)]. A természetes dermatdn-szulfat molekula-
tdmege 2x104 és 4x104 dalton (az alabbiakban réviditve: D)
k&z38tt van. E termék kiilondsen kedvezd véralvadidsgatld és
antitrombin hatdssal rendelkezik [F. Fernandez és munkatar-
sai: British Journal of Haematology 64, 309-317 (1986)].

Ismert tovdbba [I. Bjdrk és U. Lindahl: "Molekularis és
sejtbiokémia" (angolul), kiadd: Publishers; Dr. W. Junk
(1982, Hollandia)], hogy a véralvadas Ssszetett fizioldgiai

jelenség, amelynek mechanizmusat a kovetkezOképpen véazolhat-
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juk, illetve &sszegezhetjik:

frintkezési aktivaléas

XII faktor ———— XIIa faktor

XI faktor > XIa faktor

IX faktor — > IXa* faktor

VIIa szoveti
faktor

X faktor ———— > Xa* <——— X faktor

Protrombin II > Trombin* IIa

Fibrinogén ————— Fibrin
XIIIa

Egyes serkentd tényezdk (stimulusok), 1igy a kontakt
(érintkezési) aktivalas és szoveti faktorok kivadltjak a vér-
plazméban jelenlévé véralvadadsi faktorok sorozatdnak egymast
kdvetd aktivalasat (ezeket a faktorokat a fenti vazlatban
rémai szamokkal jeldltiik; az "a" jelenléte az aktivalt for-
mat jelenti, ha "a" nincsen, akkor inaktivalt alakrdl van
szd).

Barmilyen a stimulus (kivalté tényezd) jellege, a végss
1épések azonosak: az Xa faktor aktivalja a II faktort (ame-
lyet protrombinnak is neveznek), mely aktivalt alakjaban

(ITa faktor, amelyet trombinnak is neveznek) kivaltja az
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oldhatd fibrinogén részleges proteolizisét, s igy oldhatat-
lan fibrint szabadit fel, amely a véralvadék f& alkotoéreésze.

Normalis fizioldégiai kdriilmények kozott szabalyzd fehér-
jék - igy az antitrombin-III (ATIII) és a II heparin-kofak-
tor (HCII) is jelen vannak a plazméban.

Az antitrombin-III gatld hatdst fejt ki a fenti vazlat-
ban *-gal jeldlt véralvadasi faktorokra. Ez a gatld hatés
igen erdsen hangsillyos heparin vagy heparin-tipust szinteti-
kus oligoszacharidok jelenlétében [D. H. Atha és munkatéar-
sai: Biochemistry 24, 6723-6729 (1985)].

A II heparin-kofaktor csak a IIa faktort (a trombint)
gétolja, amely a véralvadas utolsd lépését katalizdlja. Ez
a hatds erdsen kifejezett heparin vagy dermatéan-szulfat je-
lenlétében [D. M. Tollefsen: J. Biol. Chem. 258, 6713-6716
(1983)].

Az Xa és IIa faktor gatldsa eldnyds lehetdséget kinal
véralvadasgatlé (antikoaguléans) és antitrombotikus hatas
megvalésitdsara, mivel ez a két faktor a véralvadas utolsd
két lépésében vesz részt, amelyek a véralvadast kivaltd sti-
mulustdl fliggetlenek.

A IIa faktor szelektiv gatlasdnak megvaldésitasara kiilo-
ndsen eldnyds lehet8ség adédik a II heparin-kofaktor speci-
ficitasaban, valamint gatlé hatasénak erdsitésében. A leg-
erélyesebb, ilyen tipusi erdsitd hatiassal rendelkezd ismert
termék a dermatédn-szulféat.

Az is ismeretes, hogy a heparin f&lanca két lépésben

alakul ki. A bioszintézis elsd lépésének prekurzor anyaga



egy proteoglikén, amelynek poliszacharidrésze olyan polime-
rek egylittesébdl all, amelyek ismétlods B-D-gliikuronil-1,4-
—a-N—acetil-D—glukézaminil-(1,4)—diszacharid-egységek kiilon-
b6z foklG polimerizacidjaval éplilnek fel. Ezt a poliszacha-
ridrészt altalaban N-acetil-heparozénnak nevezik [J. Navia:
Anal. Biochem. 135, 134-140 (1983)]). A bioszintézisnek ez az
els8 lépésében beszélhetiink csupan "diszacharidegységrdl”,
nivel a bioszintézis mé&sodik lépése mélyen megvaltoztatja
ezt az egyszerd alapvéazat (J. P. Duclos: "A heparin: gyarta-
sa, szerkezete, sajatsédgai és elemzése" (franciaul) kiadé:
Masson, 81-83 (1984, Franciaorszag)].

Valdjéban a bioszintézisbSl eredd természetes heparin
olyan poliszacharid, amely adott esetben 2-helyzetben szul-
fatalt gliikkuronsav é&s iduronsav (uronsavak) molekuléainak és
adott esetben 6-helyzetben szulfatalt és a 2-helyzet@ amino-
csoporton szulfatalt vagy acetilezett gliikézamin molekulak-
nak a kombinadcidéjabdél all.

Ismert tovabba, hogy egyes Escherichia coli fajhoz tar-
tozé baktériumok kapszuladris poliszacharidot termelnek,
amelynek &ltaldnos jel&lése K5 antigén; ez az antigén olyan
polimerek egylittese, amelyek B8-D-gliikuronil-1,4-a-N-acetil-
-D-gliikézaminyl-(1,4) ~egységek ismétlddésével éplilnek fel
[W. F. Vann és munkatarsai: Eur. J. Biochem. 116, 359-364
(1981)].

Ezt a poliszacharidot - amelynek kémiai jellege a hepa-
rin proteoglikdn prekurzoréanak poliszacharidrészével azonos

— ebben a leirasban N-acetil-heparozéannak nevezzikk. E termék



molekulatdmege 103 és 2,0x100D k&zdtt van, és "uronsav'-
-egységként csupan D-gliikuronsavat tartalmaz [W. F. Vann és
munkatarsai: Eur. J. Biochem. 116, 359-364 (1981); tovabba
1asd a O 333 243 sz&amG publikdlt eurdpai szabadalmi bejelen-
tést].

Az O 333 243 szamd publikdlt eurdpai szabadalmi bejelen-
tésben leirjak az O-szulfatalt K5 poliszacharidot (azaz az
O-szulfatalt N-acetil-heparozéant), valamint egyes hasitéasi
termékeit, amelyek 4, 6 vagy 8 - hasonldképpen O-szulfatalt
- ncuykor" egységbdl tevddnek &ssze. E termékeknek antiangio-
gén (érképzddés elleni) és daganatgatld (antitumor) hatéasa
van, és e hatéasaiknak a véralvadasgatlé sajatsagaikhoz vi-
szonyitott aranya kedvezd. Ugyanebben a leirdsban ko&zlik az
N-acetil-heparozan hasitési termékeit is, amelyek 4, 6, 8,
illetve 10 "cukor" egységbdl &llnak; valamint nagy molekula-
tdmegd O-szulfatdlt N-acetil-heparozant is ismertetnek. Ez
utébbi termékek erélyes kdriilmények kdzdtti depolimerizalésa
W. F. Vann és munkatarsai mdédszerével [Eur. J. Biochem. 116,
359-364 (1981)] kis molekulatdmegd hasitasi termékeket ered-
ményez, amelyek 8, 6, illetve 4 ncukor" egységbdl allnak,
amint ezt a O 333 243 szamd publikalt eurdpai szabadalmi be-
jelentésben kozlik.

Az utébb idézett szabadalmi bejelentésben leirjak tovab-
ba egy O-szulfatédlt N-acetil-heparozan szerkezetd pentasza-
charid eldallitéasat teljesen szintetikus dton.

Ismeretes tovabba, hogy az N-dezacetilezett, N-szulfa-

talt K5 poliszacharid szubsztratumként alkalmazhatdé olyan
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enzimek szamara, amelyek a heparin bioszintézise soré&n a po-
limer végsd, mdédositd reakcidit katalizaljak; e mddositd re-
akciék: a hexuronozilcsoport C-5 epimerizélédsa és az O-szul-
fatalas [M. Kusche és munkatarsai: Biochem. J. 275, 151-158
(1991)]. M. Kusche és munkatérsai leirjak az N-dezacetile-
zett, N-szulfatalt K5 poliszacharid eld&llitasat olyan QGton,
hogy el&bb hidrazin és hidrazin-szulfat alkalmazasaval N-
dezacetilezést végeznek, majd az igy kapott, N-dezacetile-
zett terméket trimetil-amin és kén-trioxid komplexével N-
-szulfataljak.

Ismert végiil, hogy a C-5 epimerizalt, N-dezacetilezett,
N-szulfatalt K5 poliszacharid parciédlis 5-epimerizéalasaval
&s O-szulfatalasaval olyan termékek &llithatdk eld, amelyek
Xa faktor elleni és IIa faktor elleni hatassal rendelkeznek
a HCII Gtjan, amely a nydlkahértya-heparin és a heparan-
szulfat tipusa kézdétt van [B. Casu és munkatérsai: "Nemzet-
k6zi szimpdzion a heparin és rokon poliszacharidok targya-
ban" (angolul), Uppsala, 1991. szept. 2-6, 12. szami
Kivonat]). Mindezek a termékek a heparinhoz hasonldan lan-
caikban mind gliikuron-, mind iduron-szerkezetd egységeket
tartalmaznak. A K5 poliszacharid C-5 epimerizalt, N-dezace-
tilezett, N-szulfatalt szérmazékait - amelyek lancaikban
mind gliikuron-, mind iduron-egységeket tartalmaznak - szin-
tén kdzlik M. Kusche és munkatarsai [Biochem. J. 275,
151-158 (1991)].

J. Riesenfeld é&s munkatarsai egy vizsgédlatukkal kapcso-

latban, amelynek célja a heparin bioszintézisének felderi-



tése, ismertetik az N-acetil-heparozan szulfatialasat egy en-
zimmel, azonban nem irjdk le a kapott termékek pontos szer-
kezetét.

A 2 584 728 szamd francia szabadalmi leirdsban (benydj-
tottak 1987. november 10-é&n, megfelel a 85.10787 szamd fran-
cia szabadalmi bejelentésnek) eljarast kozdlnek glikdzamino-
-glikanok szulfatdlasara, és kilondsen heparin szulfatalasa-
ra; ez az eljaréas lehetdvé teszi kénsav-észter-csoportok
(-SO3~-csoportok) bevezetését a kiindulé glikdézamino-glikan
primer hidroxilcsoportjaira a kiinduld anyag polimerizacids
fokanak vagy homogenitédsanak valtozéasa nélkiil.

Azt taldltuk, hogy az N-dezacetilezett, N-szulfatalt K5
poliszacharid O-szulfatalasaval olyan, nagy molekulatomegl
N,O0-szulfatdlt heparozan &llithatdé eld, amely véralvadas el-
len kedvezd hatast mutat, &és ez a hatds a II heparin-kofak-
tor, valamint - ami meglepd - az antitrombin III faktor at-
jan érvényesiil. Kézelebbrdl, varatlanul dgy talaltuk, hogy a
parcialis 5-epimerizaléds nem szilikséges, é&s hogy az N,O0-szul-
fatalt heparozanok - amelyek lancaikban a gliikézamin-egysé-
geken kiviil csupan gliikuronsav-egységeket tartalmaznak
- véralvadasgatld és trombdzis elleni készitmények (gydgy-
szerek) hatdanyagaiként alkalmazhatdk.

A jelen taldlmany szerinti nagy molekulatSmegl N,O0-szul-
fatalt heparozanok tehat a tdbbi, az irodalomban eddig leirt
termékektdl Gj szerkezetiikben kiildnb&znek, amelyre kiildndsen
jellemz8k: a nagy mértékd szulfatdlds (a glikdzamin amino-

csoportjanak a szulfatilasa is), tovabba az iduronsav szer-



kezeti egység hidnya, valamint eldre nem vart farmakoldégiai
sajatsigaik. A II heparin-kofaktorra (HCII) vonatkoztatott
véralvadasgatld hat&suk erdsebb, mint a dermatan-szulfaté.
Valéban, farmakolégiai hatdsaik a gydgyaszatban alkalmazott
glikézamino-glikéanok hatékonysdgahoz - kiilondsen a hepariné-
hoz - hasonlithatd, s ezért a véralvadads szabalyzasara al-
kalmazhaték. A taldlmény szerinti termékek konkrétan anti-
trombin hatdanyagokként alkalmazhatok.

A jelen leirasban a K5 poliszachariddal, annak N-dezace-
tilezett, N-szulfatdlt szarmazékaival, valamint az N,O0-szul-
fatalt heparozédnokkal kapcsolatban - amelyek a jelen talal-
m&ny targyat képezik - a "nagy molekulatdmegU" kifejezés
annyit jelent, hogy az adott molekulatomeg 1,5x104 D-nal na-
gyobb, tehat tdl esik azon a hatéaron, amelyen bellil egy mo-
lekulatdmeg a szabvanyos analitikai médszerek segitségével
bizonyos pontossdggal meghatarozhatdé. Ha a természetes K5
poliszacharidra és annak szarmazékaira hivatkozunk, akkor
ezen azt értjlik, hogy molekulatdmegiik a W. F. Vann és munka-
tarsai fentebb idézett k&zleményeiben megadott érték [Eur.

J. Biochem. 116, 359-364 (1981)] és a 0 333 243 szamd pub-

1ikalt eurdpai szabadalmi bejelentésben megadott érték, ha
erre vonatkozdan kiildn megjegyzést nem teszlink. Ezzel szem-
ben ez a megjeldlés olyan termékekre is vonatkozik, amelyek
molekulatdmege a természetes K5 poliszacharidénal kisebb, s
amelyek 1,5x104 és 105 D molekulattmegd lancok hasitédsaval
és/vagy lebontasaval &llithaték elS. Valdéjaban a "nagy mole-

kulatdmegl" megfogalmazdst barmely, adott esetben N-dezace-
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tilezett, N-szulfatalt K5 tipust poliszacharidtermékre - be-
leértve a hasitasi termékeket is - tovabba barmely N,O-szul-
fatalt heparozanra is alkalmazzuk, beleértve a hasitasi ter-
mékeket is, ha molekulatdmegiik megkdzelitSleg 1,5x104 D és
megkdzelitdleg 4,0x106 D k&zdtt van.

Mindezek alapjan a jelen taladlmény olyan N,O-szulfatalt
heparozéanokra vonatkozik, amelyek 1,5%x10%4 és 4,0x10% D mo-
lekulatdmegd léncokbdl, vagy ilyen lancok keverékébdl &all-
nak, és e lancokra jellemzd az (I) dltalanos képletd, ismét-
1848 diszacharid-egység - ahol az (I) képletben

E a fenti N,0-szulfatalt heparozanok diszacharid-egy-

ségeinek 0-80 %-aban acetilcsoportot, mig a fennma-
radd diszacharid-egységekben szulfatcsoportot vagy
adott esetben hidrogénatomot jelent; és

G jelentése hidrogénatom vagy szulfatcsoport.

A talalmény az (I) &ltalénos képletd N,0-szulfatalt he-
parozanok szulfatdldsi foka - a szulfat/karboxil aranyban
(hanyadosban) kifejezve eldnydsen 1,5-t81 3,0-ig terjed.

A talalmany tovabba azokra az N,O0-szulfatdlt heparozan-
termékekre is vonatkozik, amelyek legaldbb 70 tdmeg% fentebb
leirt, a jelen taldlmény targyat képezd N,O-heparozant tar-
talmaznak.

A jelen talalmédny targyat képezd N,O0-szulfatalt heparo-
zanok &allhatnak azonos, jbl meghatdrozott molekulatdmegtd po-
liszacharidldncokbdl, amelyek molekulatomege az 1,5x104 D és
4,0x106 D k&zdtti tartoményban van; vagy &llhatnak kiilénbdzd

molekulatdmegd lancok keverékébdl, amelyek molekulatdmege
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1,5%x104 D és 4,0x106 D tartomanyban van. Az ilyen lancok mo-
lekulatdmegének a szérdsa tdbbé vagy kevésbé jelentds lehet.
Valéjadban a jelen taldlmany targyat képezd N,O0-szulfatalt
heparozéanok &llhatnak olyan lancokbdl, amelyek molekulatodme-
gének kiilonbsége egymastol legfeljebb megkdzelitdleg
3,9x108® D; vagy - ellenkez8leg - &llhatnak csupdn olyan lan-
cokbdl, amelyek molekulatdmegének kiildnbsége egymastdél meg-
k&zelitSleg 300 D, amely utdbbi érték megfelel egy uronsav-
-egységnek (D-gliikuronsavnak vagy szarmazékainak) vagy egy
gliikézamin-egységnek; vagy 41lhatnak ma&s lancokbdél, amelyek
molekulatdmegének kiilénbsége egymastdl 300 D-nal kisebb,
azon esetben, ha az N,0-szulfatdlt heparozan kémiai hasitas-
bél szarmazik. Nyilvanvaldé tovabba, hogy valamennyi N,O-
szulfatdlt heparozantermék esetén a legmagasabb molekula:
tdmegld vagy legkisebb molekulatdmegl l4ncok molekulatomege
parmilyen érték lehet 1,5x10% D és 4,0x106 D kdzdtt. A
"megkdzelitSleg" kifejezés olyan molekulatémegekre utal,
amelyek a megdllapitott értékekhez igen kézel &allnak, és ezt
a kifejezést olyan értelemben haszn&ljuk, hogy nincsen kor-
1atozva a konkrétan megadott értékekre. Ezt a kifejezést in-
dokoljak azok a nehézségek, amelyek a nagy molekulatdmegek
kiértékelése és az eredmények szdrésa kovetkeztében a teri-
leten jartas egyén szémdra adddhatnak még abban az esetben
is, ha pontosséagot biztositd, hatékony nérdmédszert alkal-
maz.

Az (I) &ltalanos képlettel kapcsolatban a "G jelentése

hidrogénatom vagy szulfatcsoport" kifejezés arra utal, hogy



...12_

az (I) képletben a G diszacharid-egység egyes helyzetekben
hidrogénatomot, a t&bbi helyzetben szulfdtcsoportot jelent.
Ugyanigy E egyes diszacharid-egységekben acetilcsoportot, a
t8bbi diszacharid-egységben szulfatcsoportot vagy adott
esetben hidrogénatomot jelent. Ennek kdvetkeztében az N,O-
-szulfatalt heparozdnok diszacharid-egységei nem feltétlenil
azonosak.

Az (I) &ltaldnos képlet egy glikézamin-egységbdl és D-
-gliikuronsav-egységbdl 4116, ismétlddd diszacharid szerkeze-
ti egységet abrézol. Ezek az egységek megfordithatdk, koze-
lebbr&l, ha tgy tekintjiik, hogy az (I) a&ltalédnos képletd di-
szacharid-egység n-szer ismétlddik, és a lancok nem redukald
egysége ugyandgy lehet vagy egy gliikézamin-egység - amint
ezt az (I) képlet &brazolja - 4-helyzetben hidroxilcsoport-
tal, ahol a gliikézamin-egység szulfatalva van vagy nincsen
szulfatalva; vagy lehet egy D-gliikuronsav, amely adott eset-
ben a C-4 és C-5 kodzdtt kettds kotést tartalmaz, és szulfa-
tdlt vagy nem szulfatdlt. A redukdald egység ugyanigy lehet
egy D-gliikuronsav-egység, - amint ezt az (I) képlet abrazol-
ja - az anomer oxigénatomon hidrogénatommal szubsztitualva,
vagy lehet egy gliikdézamin-egység. A taldlmany szerinti els-
nyds vegyliletek olyan lancokbdl &llnak, amelyek redukald és
nem redukald végzddése: szulfatdlt vagy nem szulfatalt uron-
sav-egység; szulfatdlt vagy nem szulfatdlt gliikézamin-egy-
ség; vagy szulfatalt vagy nem szulfatdlt N-acetil-gliikdz-
amin-egység.

UgyanQgy, mint a heparin esetében - kivéve, ha erre vo-
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natkozdan kiloén megjegyzést tesziink - a "K5 poliszacharid”
és "N,O-szulfatdlt heparozanok" megjel&lések a termékekkel
kapcsolatban a termékek natriumséira vonatkoznak.
A talalmany arra az eljardsra is vonatkozik, amellyel a
nagy molekulatémegd N,O-szulfatalt heparozéanok eldallitha-
ték. Ez az elBallitasi eljaras abban all, hogy
(1) egy kiinduld anyagot, amely N-dezacetilezett, N-
szulfatialt K5 poliszacharidbdl vagy annak valamely
hasitasi termékébdl &all1, O-szulfatdlasi reakcidnak
vetilink aléa; vagy

(ii) egy kiindulé anyagot, amely N-dezacetilezett K5 poli-
szacharidbdl vagy annak valamely hasitési termékébdl
411, részleges N,O-szulfatdlasi reakcidnak és adott
esetben ezt kdvetd teljes N-szulfatalédsnak vetiink ala,

majd az igy kapott terméket elkiildnitjlik, és adott esetben

gybégyaszati szempontbdl elfogadhatd soéjava alakitjuk.

Kiinduld anyagokként olyan anyagokat alkalmazunk, ame-
lyek molekulatdmege megkdzelitdleg 1,0x10% D és megkdzell-
t&dleg 2,0x106 D k&zdtt van, a cél olyan N,O-szulfatalt hepa-
rozanok eldallitasa, amelyek a jelen taldlmény targyat ké-
pezik. A megkdzelitSleg 4,0x10% D molekulatémegd N,O-szulfa-
talt heparozénokat olyan kiindulé anyagokbdl kapjuk, amelyek
molekulatémege megkdzelitdleg 2,0x10® D. A kiinduld anyagok
és az N,0-szulfatalt heparozanok kozdtti molekulatdmegki-
16nbség az N,0-szulfatdlas kovetkezménye.

Részletesebben, a jelen taldlmany egy tovabbi targya el-

jaras olyan termék elddllitasdra, amely 70%-tol 100-ig ter-
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jedd mennyiségben jelen tal&lmény szerinti nagy molekulatéo-

megd N,O-szulfatdlt heparozént tartalmaz. Ez az eljaras az

alabbi 1lépésekbdl all:

- az a) lépésben: Escherichia coli (K5) tdrzs tenyésztésé-
vel nagy molekulatdmegd N-acetil-heparozéant (K5
poliszacharidot) termeliink;

- a b) lépésben: az igy képzddott N-acetil-heparozant el-
kiilénitjik és tisztitjuk, olyan termék eldalli-
tas&ra, mely 70-100%, 1,0x10%4 és 2,0x10% D ko-
z6tti molekulatomegd l&ncok keverékébdl &lld
N-acetil-heparozant tartalmaz, s amely lancokra
a (II) képletld, ismétlddd diszacharid-egység
jellenzd;

- a «c¢) lépésben: az igy kapott N-acetil-heparozan terméket
dezacetilezziik, s igy 70-100% olyan heparozéant
tartalmazé terméket kapunk, amely 1,0x10% és
2,0x106 D k6z6tti molekulatdmegd la&ncok keveré-
kébdl 411, amely l&ncokra a (III) &altaléanos
képletdl ismétlddd diszacharid-egység jellemzd
- ahol a (III) képletben R' a diszacharid-egy-
ségek 0-80%-&ban acetilcsoportot, mig a fenn-
maradd diszacharid-egységekben hidrogénatomot
jelent;

- a d) lépésben
teljes vagy részleges N-szulfatdlast hajtunk
végre, s igy 70-100% olyan N-szulfatalt heparo-

zant kapunk, amely 1,0x104 és 2,0x106 D kozotti
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molekulatdmegd lancok keverékébdl &all, s amely
lancokra a (IV) &ltalé&nos képletd, ismétlddd
diszacharid-egység jellemzd - ahol a (IV) kép-
letben E a diszacharid-egységek 0-80%-&ban ace-
tilcsoportot, mig a fennmaradd diszacharid-egy-
ségekben szulfdtcsoportot vagy adott esetben
hidrogénatomot jelent;
majd a fenti parcidlis vagy teljes N-szulfatéa-
lési lépés utdn parcidlis vagy teljes O-szulfa-
talasi lépést hajtunk végre;
vagy a kapott heparozanterméket parcidlis
N,O-szulfataldsi reakcidba visszik, vagy a ka-
pott heparozadnterméket parcidlis N,O-szulfata-
lésnak, é&s ezt kovetden teljes N-szulfatdlésnak
vetjlk aléd, és
a fenti a), b), c) és d) lépések befejezése utan adott eset-
ben egy vagy tobb lépésben a molekulatomegeket frakcional-
juk.

Kiinduldé anyagként valamilyen N-dezacetilezett, N-szul-
fatdlt K5 poliszacharidot, példaul az M. Kusche és munkatar-
sai &ltal leirt anyagot [Biochem. J. 275, 151-158 (1991)]
hasznalhatjuk.

Egy masik eldnyds kiinduld anyag a O 333 243 szami pub-
1ik&lt eurdpai szabadalmi bejelentésben kozdlt K5 polisza-
charid.

Kiilonosen eldnyds kiinduld anyag egy olyan KS polisza-

charid, amely az Escherichia coli SEBR 3282 tenyésztésével
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kaphaté. Ez a tdrzs a Bi 8337-41 (010:K5:H4) ATCC 23506
t8rzsbdl szarmazik [részletesen ismertetik D. S. Gupta és
munkatirsai a kdvetkezd helyen: FEMS Microbiology Letters

14, 75-78 (1982), valamint W. Vann: Eur. J. Biochem. 116,

359-364 (1981)].

Az Escherichia coli SEBR 3282 tdrzs pozitivan reagal a
K5-specifikus féggal végzett tipiz&lési probaban [a mddszer
leirasat 1l&sd: Kaiser és munkatdrsai: J. Clin. Microbiol.
19, 264-266 (1984)]. Ennek alapjan bizonyosan egy
Escherichia coli (KS) tdrzs. E tdorzset a Pasteur Intézetnél
(Parizs, Franciaorsz&ag) a CNCM I-1013 lajtstromszammal le-
tétbe helyeztiik. Alkalmazhatjuk azonban e tdrzs valamilyen
- akéar spontén, akar indukdlt - muténsit, vagy mas alkalmas
Escherichia coli (K5) tdrzset, példdul a Bi 626-42
(O012:K5(L) :NM) ATCC 23508 tdrzset is.

A tal&dlmany szerinti termékek kémiai félszintézisében
kiinduldé anyagként alkalmazott, nagy molekulatdmegl N-ace-
til-heparozén elBallitésa sordn glikdéz helyett eldnydsebben
glicerinben dis tenyésztdkdzeget alkalmazunk.

Az Escherichia coli (K5) tdrzs tenyésztését a biomassza
szaporoddsanak megszinése utan (megkdzellitdleg 25-35 Oras
tenyésztés utdn a fermentorban) eldnydsen legaldbb 2 oréan at
folytatjuk.

A b) lépésben az N-acetil-heparozan izol&dlasat és tisz-
titasat olyan eljarassal végezziik, amely legaldbb egy kicsa-
péasi 1épésbdl é&s egy ioncseréld kromatogrdfids lépésbdl all,

hogy 70-100% olyan N-acetil-heparozént tartalmazd terméket



-17-

kapjunk, amely 1,0x10% és 2,0x106 D k&dzdtti molekulatdmegd
lancok keveréke, s amely lancokra a (II) képletd, ismé&tlddd
diszacharid-egység jellemzd. Az ioncseréld kromatografiés
lépést eldnydsen Q-Sepharose oszloppal vagy azzal egyenérté-
kO oszloppal végezzik. A kicsapdst megfeleld szerves o0ldd-
szerrel, kildnSsen valamilyen alkochollal, eldnydsen etanol-
lal hajtjuk végre. A tisztitdsi eljaréds soré&n az N-acetil-
-heparozan valamilyen sbéja, eldnydsen natriumsdja alakijéaban
is lehet.

Példaként az el8nyds elklilonitési és tisztit&si eljéarés

a kovetkezdképpen va&zolhatd:

a;) lépés: kicsapéds etanollal;
bq) lépés: dializis;
cq1) lépés: kicsapds etanollal, majd dehidratédléas és

szarités;
d,) lépés: tisztit&s anioncseréld kromatografiaval;
e,) lépés: a d; lépésben kapott eludtum kicsapésa
etanollal, majd dehidratélas, sza&ritas és
orlés.

Ani az aj), bj) és cq) lépéseket illeti, kivitelezésik
sorrendje kevéssé fontos. Az ay) és cq) lépések kozlil az
egyik melldzhetd.

Az ejy) lépésben az etanolos kicsap&s nem feltétlenil
szlikséges. Az N-acetil-heparozan elkiildnitése mé&s Gton -
példaul a d;) lépésben kapott eludtum vékuumban tdrténd be-
parlédsival - is végezhetd.

Abbdl a célbdl, hogy 70-100% olyan N-acetil-heparozéan
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terméket kapjunk, amely megkdzelit&leg 1,5x10%4 é&s 2,0x1086 D

kozottli molekulaméretd lancok keverékébdl &11, az elkiiloni-

tést és tisztitast a kovetkezdképpen is végezhetjiik:

a'y lépés: dializis;

b', 1lépés: tisztitas savas kdzegben, és a 3,5-1,8 pH-&r-
tékd vizes oldatokban oldhatatlan szennyezések

eltivolitéasa;

c'yy lépés: kicsapas etanollal, majd dehidratdléds és sza-
ritas;

d';) lépés: alkalikus hidrolizis és dializis;

e'q) lépés: tisztitds anioncseréld kromatografidval;

£'1) lépés: tisztitas méretkizarasos kromatografiaval.

Az utdbbi elklilonitési és tisztitasi eljaras szintén
eldnySs, taldlmény szerinti eljarast képvisel.

Az alk&alikus hidrolizist natrium-hidroxid-oldattal,

30 °C és 80 °C kbzdtti hdmérsékleten valdsitjuk meg.

Az elklildnitési és tisztitasi eljardsok alkalmazasa le-
hetdvé teszi olyan kiinduld anyagok felhasznalasat, amelyet
vagy szuszpenzidként a tenyésztés végén kapunk - amely eset-
ben el&zetes szlirés szilkséges - vagy olyan anyag felhaszna-
1&dsat, amelyet eldz0leg eldzetes tisztitédsnak vetettiink aléa

az aldbbi lépésekbdl 4116 eljdrads szerint:

a'4y) lépés: a tenyésztés végén kapott szuszpenzid centri-
fugdléasa;

b'",) 1lépés: a fellllszd érintkeztetése alk&likus oldattal;

c'"y) lépés: eldszlrés;

d'",) lépés: koncentréaléas eldre meghatérozott kiliszdbértékd
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méretkizard membradnon szldrés 0tjén; és adott
esetben
e',) lépés: dializis.

Alkalikus oldatként ebben az esetben is ndtrium-hidroxid-
-oldatot hasznalhatunk.

A tenyésztés végén kapott terméket a fentebb leirt mdd-
szerrel eldnydsen eldzetes tisztitasnak vetjik ala.

A fentebb leirt eljdrdssal kapott (II) &ltalédnos képletd
N-acetil-heparozanok redukald és nem redukdld végei, vala-
nint az Escherichia coli SEBR 3282 t&rzs vagy mas alkalmas,
fentebb meghatdrozott tdrzs alkalmazasaval kapott (II) kép-
letd N-acetil-heparozanok két vége, azaz redukdld &s nem re-
dukald vége uronsav-egység vagy N-acetil-gliikézamin-egység.

A lancok tdbbségében a nem redukdald végzddés egy (a)
képletd uronsav-egységq.

Adott esetben az N-acetil-heparozé&n termék - amely
1,5x10%4 és 2,0x106 D kozdtti molekulatdmegd lé&ncok keveréké-
b&1 411, és a (II) képletd, ismétlsds diszacharid-egységeket
tartalmazza - kiilénbdzd mértékben, kivant esetben egészen az
adott N-acetil-heparozédn elkiilonitéséig disithatdé. E dasitas
a molekulatdmegek frakciondlésdra &ltalé&nosan alkalmazott
eljarésokkal, példdul gélszlréses kromatografiaval vagy
ultraszlréssel végezhetd [A.A. Horner: Biochem. J. 262,

953-958 (1989); G. Pyler é&s munkat&rsai: J. Biol. Chem. 263,

5197-5201 (1988); valamint U. Lindahl és munkatérsai: J.

Biol. Chem. 259, 12368-12376 (1984)]. Alkalmazhatjuk tovabba

az etanolos frakciondlas mdédszerét is (lésd a O 287 477 széa-
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md publikélt eurépai szabadalmi bejelentést). Ez az utdbbi
frakcionald médszer kiléndsen kivalik a tdbbi szémbavehetd
médszer kozill.

A c) lépésben a 70-100% olyan N-acetil-heparozant tar-
talmazd termékek parcidlis dezacetilezését - amelybll
70-100% nagy molekulatdmegd heparozant tartalmazd termékek
kaphaték, amely utébbi 1,0x10% és 2,0%x10% D kdzdtti moleku-
laméretd lancok keverékébdl &ll, s amelyre jellemzd a fenti
(III) altalénos képletd, ismétlddd diszacharidegység - dez-
acetilezd szerrel végezziikk. E célra alkalmazhatd dezacetile-
28 szer példaul a foszfor-pentaszulfid, trietil-oxénium-
-[tetrafluoro-borat], natrium-hidroxid és a hidrazin; kiloé-
nésen célszerd a legutdbbi két szer haszndlata. Alkalmazha-

tunk tovabba erds szervetlen savakat, példaul sbdsavat vagy

kénsavat is. A reakcié iddtartama a valasztott mlveleti fel
tételektsdl, kiildndsen a homérséklettdl és a reakcidkdzegben
a dezacetilezdszer koncentraciéjatdél fugg.

Az 1,0x10%4 és 2,0x10® D kdzdtti molekulaméretd lancok
keverékébdl &116 heparoza&n - amelyre a (III) &ltalanos kép-
letd ismétlddd diszacharidegység jellemz$ - ddsitédsat a he-
parozantermékben a szokasos, molekulatdmegek frakcionédlasara
alkalmas, fentebb emlitett eljarédsokkal (gélszliréses kroma-
tografidval, ultraszliréssel és vizzel elegyedd szerves 0l1ldo-
szerek hozzaadasaval elért frakciondléssal, kiildndsen etano-
los frakcion&dlédssal) hajtjuk végre. Ebben az esetben olyan
terméket kaphatunk, amely 90-100 tdmeg%-ban tartalmaz olyan

heparozant, amely 1,0x10% &s 2,0x10°® D k&zdtti moleku-

esv e
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latdmegd lancok keverékébdl 4ll, és a (III) &ltaldnos kép-
“letd, ismétlddd diszacharid-egységbdl éplil fel.

A d) lépés elsd valtozata szerint (parcidlis vagy teljes
N-szulfatdlds, amelyet parcidlis vagy teljes O-szulfatélés
kdvet), az N-szulfatélast ismert médszerekkel végezzlk
(M. Kusche és munkatérsai: Biochem. J. 275, 151-158 (1991)1.
Pontosabban, az N-szulfatadlast kén-trioxid és valamilyen
szerves bazis - példaul trimetil-amin, trietil-amin vagy pi-
ridin - komplexével hajtjuk végre; e folyamatot piridines
oldatban kldér-szulfonsavval is végezhetjik. Eldnydsen
kén-trioxid trimetil-aminnal alkotott komplexét alkalmazzuk,
és az N-szulfatdld reakcidt 20 °C és 80 °C k&ézdtti hdmérsék-
leten, vizes-alkalikus kdzegben jatszatjuk le. Az N-szulfa-
talasi reakcid végén a kapott terméket megfeleld mennyiségld
etanol hozz&addsaval kicsapjuk. Az igy kapott csapadékot
ultratiszta vizben vessziik fel, ultratiszta vizzel szemben
dializ&ljuk, majd liofiliz&ljuk, és szaritjuk. E tisztitasi
eljarast példaként emlitjilik, s ez egyenértékd eljarasok ki-
zArédsat nem jelenti. A tisztitdsi lépések tObbszdr ismétel-
hetdk.

Ezt kdvetBen - a taldlmany szerint eljarast kovetve - az
O-szulfatalasi lépés eldtt az N-szulfatdlt heparozant els-
nydsen valamely szerves bédzissal sdva vagy valamely kvater-
ner anméniumsdva alakitjuk. Az utdbbi sbé képzéséhez eldnyd-
sen (tetrabutil-amménium)-hidroxidot alkalmazunk.

Az O-szulfatildé reakcidt formamidban vagy més, ezzel ké-

miai szempontbdl egyenértékd olddészerben példaul kén-trioxid
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valamilyen szerves bazissal - igy trimetil-aminnal, trietil-
-—aminnal vagy piridinnel - alkotott komplexének alkalmazéasa-
val, vagy piridin jelenlétében klér-szulfonsavval végezzik.
Eldnydsen kén-trioxid és piridin komplexét hasznaljuk. Az O-
—szulfatdld reakcidt &ltaldban 10 °C é&s 50 °C kdzotti hdmér-
sékleten valdsitjuk meg.

Ezutan az N,O0-szulfat&lt heparozant ndtrium-kloridnak a
reakcidékdzeghez adédséaval csapjuk ki; a ndtrium-kloridot ad-
dig adagoljuk, amig koncenctréacidéja az oldatban a
0,3 M - 0,5 M értéket el nem éri; majd az oldathoz megfeleld
mennyiségd etanolt adunk. Az N,O0-szulfatalt heparoza&ntermék
tisztitdsat a kovetkezBképpen végezziik: a csapadékot 0,3-0,5
M koncentrécidji ndtrium-klorid-oldatban felvesszik, etanol-
lal ismét kicsapjuk, a kivalt csapadékot elkiildnitjik,
ultratiszta vizben felvessziik, ultratiszta vizzel szemben
dializ&ljuk, majd adott esetben liofilizdljuk &s szaritjuk.

A fentebb leirt tisztitdsi eljarast példaképpen kozdl-
jiik, s ez mds, egyenértékd eljdrdsok kizarasat nem jelenti.
A tisztitédsi eljaras egyszer vagy tdbbszor hajthatd végre.

Az N,O-szulfatdlt heparozantermékben a kivant molekula-
tdmegd N,O0-szulfatéalt heparozéan dlisitiasat a fentebb ma&r em-
litett, szokdsos, molekulatdmegek frakciondldsédra alkalmas
eljarasokkal végezziik. ElSnydsen Ugy jarunk el, hogy elvé-
gezziik e disitési folyamatot.

Az eljarés d) lépésének (a heparozéntermék parcidlis
N,0-szulfatdldsa vagy parcidlis N,O0-szulfatdlés, amely utén

teljes N-szulfatdldsi 1épés kovetkezik) masodik és harmadik
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valtozata szerint a parcidlis N,O0-szulfatidld lépés eldtt a
heparozéanokat valamilyen szerves bazissal sdéva vagy vala-
milyen kvaterner amméniumsdévaé alakithatjuk. A heparozénok
kvaterner amméniumséjénak a képzésére eldnydsen (tetrabutil-
ammdnium) ~hidroxidot haszn&lunk.

A parcidlis N,O0-szulfatdlasi lépést - amelyet a
2 584 728 szami francia szabadalmi leirdsban (1987. november
10; megfelel a 85.10787 sz&mQd francia szabadalmi bejelentés-
nek) kozolt eljaréassal végzlink - polaris aprotikus oldészer-
ben, példaul dimetil-formamidban, dimetil-szulfoxidban,
hexametil-foszforamidban, acetonitrilben vagy ezeknek az ol-
dbészereknek valamely Keverékében, példaul kén-trioxid és va-
lamilyen szerves bazis - igy trimetil-amin, trietil-amin
vagy piridin - komplexének alkalmazasaval valésitjuk meg. E
reakcid piridines oldatban klér-szulfonsav haszndlataval is
megvaldsithatd. Eldnydsen kén-trioxid piridinnel alkotott
komplexét hasznaljuk.

Alkalmazhatunk azonban mds szulfaté&ld szereket is: kiilsé-
ndsen olyan szulfatdld anyagokat, amelyeket E. E. Gilbert ir
le (Chemical Review 62, 549-589 (1962)]. Az N,O-szulfatald
reakcidét altaldban O °C és 100 °C, eldnydsen 10 °C és 50 °C
kozdtti hdmérsékleten 6-14 éras id&tartammal valésitjuk meg.

Az eldallitasi folyamat sordn, a parcidlis N,O-szulfata-
16 reakcid végén a 70-100% taldlmany szerinti N,O0-szulfatalt
heparozant tartalmazd N,O-szulfatdlt heparozadnterméket nat-
rium-klorid hozzdad&saval csapjuk ki; a natrium-kloridot ad-

dig adagoljuk az elegyhez, amig koncentrécidéja az oldatban a
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0,3 M - 0,5 M értéket el nem éri, majd megfeleld mennyiségd
etanolt adunk az oldathoz. A levalt csapadékot 0,3-0,5 M
koncentrdcidji natrium-klorid-oldatban vesszik fel, ezt az
oldatot ko&zdmbdsitjiik, és megfeleld mennyiségl etanolt adunk
hozz&. Az igy kapott csapadékot elkiilénitjlk, ultratiszta
vizben felvessziik, ultratiszta vizzel szemben dializaljuk,
liofiliz&ljuk, és szaritjuk.

Az N,O-szulfat&ld l1lépést és ugyanigy az eldbbiekben le-
irt tisztité&si lépéseket egyszer vagy t8bbszOr ismételhet-
jlik. A tisztitdsi eljdréast itt is példaként adjuk meg, és ez
egyenértékld eljardsok kizdrasat nem jelenti.

Ezt az N,O0-szulfatdld lépést eldnydsen egy teljes N-
-szulfatédlast eredményezd 1lépés kdveti, amelyet altalédban
vizes oldészerben, eldnydsen lligos pH-érték mellett valami-
lyen szulfatdld szerrel, példaul kén-trioxid és valamilyen
szerves bazis - igy trimetil-amin - komplexével a fentebb
mar leirt N-szulfatdld eljdrds szerint hajtunk végre.

A teljes N-szulfatdlési 1lépés végén az N,O-szulfatalt
heparozanterméket ndtrium-klorid hozzdadasédval kicsapjuk; ez
utédbbit 0,3-0,5 M nadtrium-klorid koncentrdacid eléréséig ada-
goljuk. Ezutén az elegyhez etanolt adunk, a kivalt csapadé-
kot 0,3-0,5 N koncentrdciéja natrium-klorid-oldatban ismét
oldjuk, etanollal ismét kicsapjuk, a csapadékot ultratiszta
vizben felvessziik, ultratiszta vizzel szemben dializ&ljuk,
liofiliz&ljuk, véglil szaritjuk.

Amint mdr fentebb emlitettiik, eldnydsen Ggy Jjarunk el,

hogy az N,O0-szulfatdlt heparozantermékben az N,O-szulfatalt



-25=-

heparozént ddsitjuk. Ezt a molekulat&megek frakcionalésara
altalédnosan alkalmazott eljarasokkal valésithatjuk meg.

A taldlmény targyat képezd N,0-szulfatdlt heparozanokat,
valamint a legaldbb 70% Gj taldlmdny szerinti, N,O-szulfa-
t&lt heparozant tartalmazd N,0-szulfatdlt heparozan-terméke-
ket eldnydsen Ugy nyerjik, hogy vagy egy Vvégsd N-szulfatald
reakciét magédban foglald eljarassal, vagy olyan eljérassal
dolgozunk, amelynek sordn el8bb egy N-szulfatald reakciot
végziink, &s ezt kdveti egy parciadlis vagy teljes O-szulfata-
14s. Ekkor az (I) altaladnos képletd isnétlddd egységekben az
E jelentése acetilcsoport é&s szulfatcsoport.

Méréseink szerint a jelen taldlmény szerinti N,O-szulfa-
talt heparozéanok 0,2 pmdl/mg-nél kisebb mennyiségd szabad
NH, csoportot tartalmaznak.

A diszacharid-egységekben az acetilcsoport eldnydsen
legfeljebb 60%-o0s szinten van jelen; méréseink szerint a
szulfatdlds foka - a szulfat/karboxil ard&nyban (hanyadosban)
kifejezve - 1,5 é&s 3,0 kdzotti érték.

A taldlmany szerinti eldnyds termékek olyan N,O-szulfa-
talt heparozanok, amelyek legalabb 70 témeg$ 1,0x105 és
5,0x105 D kdzdtti molekulatdmegd léncokbol allnak; valanmint
olyan N,0-szulfatdlt heparozénok, amelyek legaldbb 70 tomeg%
2,0x104 és 2,5x10% D kdzdtti molekulatdmegd l&ncokat tartal-
maznak.

Mas eldnyds, taldlmany szerinti termékekként emlithetjik
azokat az N,O0-szulfatalt heparozanokat, amelyek legalabb

70 tdmeg%-ban 2,0x104 és 105 D k8z&tti molekulatdmegd lan-

svey
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see
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cokbdl &llnak.

Az N,O-szulfatdlt heparozanok eldallitéasdra fentebb is-
mertetett eljaréas, valamint a tisztitdsi moédszerek lehetdvé
teszik az N,O0-szulfatdlt heparozanok kinyerését natriumséik
alakjaban. Ezekbdl a sékbdl - a heparin kiilonbdzd sdinak
vagy a s6vd nem alakitott heparinnak az eldallitdsara hasz-
nalt moédszerek Gtj&n ("A heparin: gyartédsa, szerkezete, tu-
lajdonséagai, elemzése" (franciéul), szerzdje J. P. Duclos,
kiaddé: Masson, 81-83 Franciaorszag, 1984)] mind az N,O-szul-
faté&lt heparozdnok mas sdéit, mind a sévé nem alakitott N,O-
-szulfatidlt heparozanok eldallithatdk. Az N,O0-szulfatalt he-
parozan sdin az &sszes, gydgyaszati szempontbdl elfogadhatd
sdkat értjik. Ezek a sbék a szokadsos mbdszerekkel - kivalt-
képpen a heparinsék elG&dllitasédra leirt mddszerekkel (léasd a
4 168 377 szamlQ Egyesiilt Allamok-beli szabadalmi leirast) -
eldallithatodk.

A taldlmé&ny szerinti N,O0-szulfatdlt heparozanok eldnyos
farmakoldgiai és bioldgiai sajdtsdgokkal rendelkeznek, ame-
lyek egylttese a technika jelenlegi &allédsa szerint kozolt
kitanitésokhoz viszonyitva meglepd. Kozelebbrdl, ellentétben
a 0 333 243 sz&amG publikdlt eurdpai szabadalmi bejelentésben
leirt szulfat&lt K5 antigén termékekkel - amelyek érképzddés
elleni és daganatgatld hatdssal, s&t burkolatos virusck el-
leni hatédssal rendelkeznek, és e hatédsaik kedvezd aréanyban
vannak a véralvadasgatld sajatsdgaikkal - a jelen taldlmany
szerinti N,O-szulfatdlt heparozanok kedvezd szabdlyzd hatast

fejtenek ki a véralvaddsra. E hatédsuk sokkal erdsebb, mint a
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dermatan-szulfat hatdsa a véralvadis kiilonbdzd paraméterei-
re, e hatdsuk inkdbb a heparinéval hasonlithatd Ossze.

A jelen taldlmény szerinti reprezentativ termékek ATIII-
vagy HCII-fliggd, trombin IIa elleni hatékonysagat Dupouy és
munkatarsai [Thrombosis and Haemostasis 60, 236-239 (1988)]
II heparin-kofaktorra leirt médszerével, valamint
M. L. Larsen és munkatdrsai [Thrombosis Research 13, 285-288
(1978) ] antitrombinra (ATIII) leirt mdédszerének alkalmazasa-
val hataroztuk meg.

A vizsgdlat mindkét esetben Ugy toértént, hogy mértik a
vizsgalt termék gatld hatdsat tisztitott trombinra (IIa fak-
torra) tisztitott HCII vagy ATIII jelenlétében, é&s meghata-
roztuk a trombin amidolitikus hatas&t kromogén szubsztratum
alkalmazasaval. Osszehasonlitdé (referens) anyagként e teszt-
ben dermatdn-szulfdtot alkalmaztunk, amely a legerOsebb
HCII-figgd IIa elleni hatdssal rendelkezik; a dermatdn-szul-
fatot H. W. Stuhlsatz é&s munkatdrsai eljarésaval allitottuk
eld ["A kotdszdovetkutatads mdédszertana" (angolul) 137-146
(1976) ], és az eredményeket a dermatén-szulfat (rdviditve:
DS) azon milligrammban megadott mennyiségében fejeztiik ki,
amelynek aktivitdsa 1 mg vizsgalt termék hatédsaval egyenér-
tékd (mg DS ekvivalens/mg).

A taladlmany szerinti reprezentativ termékek Xa elleni
hat&sat (Yin-Wessler titerét) az E. T. Yin é&s munkatérsai

dltal leirt mdédszerrel [J. Lab. Clin. Med. 81, 298-310

(1973) ] mértik; mig teljes antikoaguléns hatasukat az R. R.

Proctor és munkatadrsai &ltal leirt APTT-teszttel htaroztuk
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meg [(Am. J. Clin. Path. 36, 212-219 (1961)]. Valamennyi
vizsgdlt termék HCII-fliggd, IIa elleni (az alabbiakban
esetenként: anti-IIa) hatédst mutatott, amely kifejezetten
er8sebb volt, mint a dermatdn-szulfat hatédsa. Jéllehet az
ATIII-fliggd IIa elleni hatds és a Yin-Wessler titer gyengébb
volt, mint a heparinoké, mégis er@sebbnek bizonyult, mint a
dermatan-szulfat esetében. A talalmény szerinti termékek
APTT titere megkdzelit&leg 2-15-sz8r nagyobbak, mint a der-
matan-szulfat megfeleld értékei, é&s elérhetik a heparin ha-
tasdnak 40%-at.

Mindezek alapjdn a taldlmény szerinti N,O-szulfataz he-
parozanok kiildndsen kedvezd, specifikus hatdssal és anti- .
koaguléns aktivitéssal rendelkeznek.

A taldlmany szerinti N,O-szulfat&lt heparozénok toxici-
taésa igen csekély; toxicitédsuk teljes mértékben Osszeegyez-
tethetd gydgyszerként vald alkalmazasukkal.

Ennek alapjén a taldlmany azokra a gydgydszati készitmé-
nyekre is kiterjed, amelyek hatdanyagként egy talalmény tar-
gyat képezd N,O-szulfatdlt heparozant vagy annak valamely
sbjat tartalmazzak; vagy hatéanyagként legaldbb 70% ilyen
N,O-szulfatalt heparozant - vagy annak valamilyen sdjat -
tartalmazd N,O-szulfatalt heparozanterméket egy vagy tobb,
gydgyaszati szempontbbl elfogadhatd higitédszerrel, vivé-
és/vagy segédanyagokkal dsszekeverve tartalmaznak.

E gydgyaszati készitmények f&ként az érfal megbetegedé-
seinek, példaul az ateroszklerézis, arterioszklerézis, vala-

mint a vér tdlzott alvadékonysdgaval jaré allapotok (hiper-
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koagulabilitasi &llapotok) - példaul mitétek uténi, stlyos-
bodd daganatok, vagy enzimatikus, baktéridlis vagy viréalis
aktivaldéd anyagok &ltal kivaltott koéros dllapotok - megeldzd
vagy gybégyitd kezelésére alkalmazhatok.

Az adag a kortdl, a beteg testsllyatdl és egészségl al-
lapotatdél, valamint a betegség természetétdl és sllyossaga-
té1 és az adagolas mddjatdl fiiggden széleskdrilen valtoztat-
haté. Az adagolds sorédn megkdzelitdleg 1 mg-1l g menny iségd
hatdanyagot, eldnydsen megkdzelitdleg 5 mg-500 mg napi ada-
got, példaul 200 mg napi adagot alkalmazunk egy vagy t8bb
dézisban, intravénédsan vagy szubkutdn Gton, szakaszosan,
szabdlyszerd iddkozdkben; vagy 200-1000 mg hatdéanyagot ada-
golunk naponta oralis Qdton.

A fenti adagokat természetesen minden egyes beteg eseté-
ben a megfigyelt eredmények és az eldzSleg elvégzett vér-
elemzés eredményei szerint &llithatjuk be.

A talalmany szerinti eljaras b), c), illetve d) lépései-
b8l szarmazd N-acetil-heparozénok [(II) képletd vegyliletek],
heparozanok [(III) &ltalanos képletd vegyliletek] és N-
szulfatdlt heparozanok [(IV) &ltalanos képletd vegyliletek],
tovabbid a talalmany targyat képezd N,O0-szulfatalt heparoza-
nok, valamint mindezen anyagok hasitasi termékei nagy mole-
kulatdmegd kozbensd termékekként felhaszndlhatok kis moleku-
latdmegd N-acetil-heparozdnok, heparozanok, N-szulfatdlt he-
parozanok és N,O0-szulfat&lt heparozanok - amelyek molekula-
tdmege 1,5x104 D-nal kisebb, és kiildndsen 1,5x103 és

1,5x104 D kdzotti érték - eldallitéasara depolimerizécid at-
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jan.

Ez a depolimerizécid az irodalomban az alacsony mole-
kulatdmegd heparinok eldallitésara leirt médszerekkel végez-
hetd: példaul perjodadtos depolimerizacidé atjan, kiiléndsen a
0 287 477 szAmd publikalt eurépai szabadalmi bejelentésben
k6281t moédszerrel, vagy szabadgydkds depolimeriziacid atjan,
és kiildndsen a 121 067 sza&md eurdpai szabadalmi leirasban
ismertetett médszerrel.

A depolimerizacid végrehajthatd tovébba B-eliminacids
reakciéval is, kézelebbrdl a 0 040 144 sz&md publikalt eurd-
pai szabadalmi bejelentésben leirt eljarassal. Ez utdébbi
esetben egy adott esetben O-szulfatalt, a nem redukaldé végén
o,B-telitetlen, (a) &ltalédnos képletd végcsoportot tartalma-
z6 terméket kapunk.

A depolimerizédciét el&nydsen végezhetjiik salétromossav-
val, kiiléndsen a 0 037 319 szamd eurdpai szabadalmi leiras-
ban ismertetett mdédon. Ez a mddszer elsd lépésében olyan
termékeket eredményez, amelyek redukald végzddésiikdn egy
(b) &ltaldnos képletd 2,5-anhidromannéz-egységet tartalmaz-
nak, ahol G jelentése hidrogénatom vagy hidrogénatom és
szulfatcsoport, a depolimerizaciés reakcidba vitt anyagoknak
megfelel@en [G jelentése hidrogénatom a (III) és (IV) alta-
lanos képletd vegyiiletek esetében, mig G hidrogénatot és
szulfatcsoportot jelent az (I) &ltalanos képletd vegyiiletek
esetén]; ezt kdvetden - ha a depolimerizacidt redukcids
reakcid kdveti - olyan hasitasi termékeket kapunk, amelyek

redukald végzddésiikdn egy (c) &ltaldnos képletd 2,5-anhidro-
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mannit-egységet tartalmaznak, ahol G jelentése hidrogén-
atom, ha a depolimerizacids reakciét szulfatdlds nem koveti,
mig G' szulfatcsoportot jelent akkor, ha a depolimerizéacids
reakcid utén szulfatdldst hajtunk végre.

Ha a salétromossavval végzett depolimerizdcid utan oxi-
daciés reakciét végziink, akkor olyan hasitdsi termékeket ka-
punk, amelyek redukald végzddésiikdn egy (d) altalanos képle-
td 2,5-anhidromannonsav-egységet tartalmaznak.

Adott esetben a depolimerizdcidé enzimes médszerrel is
végezhetd, példaul a 0 244 235 és 0 244 236 szamQ publikilt
eurépai szabadalmi bejelentésekben ko&zolt médon.

A fentebb emlitett depolimerizacidés médszereket példa-
ként adjuk meg, s ezek nem korldtozd jellegliek. Barmely, a
glikézamino-glikanock depolimerizéciéjara alkalmas mas mod-
szert is hasznalhatunk. Ezt kévetSen a depolimerizacids re-
akcidéban kapott termékeket a kis molekulatdmegd lancokbdl
4116 N-acetil-heparozanok, heparozanok, N-szulfatalt hepa-
rozanok és N,O0-szulfatalt heparozanok eldallitdsa cé&ljabdl
egy vagy todbb frakcionald mlveletnek vethetjlik ala.

A fentiek alapjan a jelen taldlmany egy tovabbi targya
nagy molekulatdmegld N-acetil-heparozanok [(II) képletd ve-
gyliletek], heparozénok [(III) dltalanos képletd vegyliletek],
valamint a taldlmany szerinti, nagy molekulatdmegl N,O-szul-
fatalt heparozanok [(I) altalanos képletd vegylletek] fel-
hasznalasa 1,5x104 D-nal kisebb molekulatdmegd N-acetil-he-
parozanok, heparozanok, N-szulfatdlt heparozanok és N,O-

—szulfatalt heparozanok eldillit&sara depolimerizacid utjan.
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A jelen taldlmény egy madsik, még kiilonésebb targya az N-
-szulfatalt heparozénok [(IV) &ltalénos képletd vegyliletek]
és N,0-szulfatdlt heparozanok [(I) dltaldnos képletd vegyli-
letek] alkalmazisa 1,5x104 D-nal alacsonyabb, kiildndsen
1,5x103 D és 1,5x104 D kozotti méretd, kis molekulatémegd
N,O-szulfatalt heparozanok eldallitasara hasitasi reakcid
atjan.

Ha a hasitasi reakcidé céljara kiindulé anyagként (IV)
4ltalanos képletid vegyiileteket alkalmazunk, akkor kis mole-
kulatdmegd N,O-szulfatdlt heparozanokat kapunk olyan médon,
hogy a (IV) &ltalédnos képletd termékek hasitidsa dtjan eldal-
litott, kis molekulatdmegd N-szulfatalt heparozanokat parci-
alis N,0-szulfatdldsnak vagy - teljes N-szulfatdld lépés
utan - parcidlis N,0-szulfatadlasi reakcidnak vetijik ala.

A taladlményt az aladbbi nem korlatozé jellegd példakban

részletesen ismertetjik.

I. term@k elBallitasa

Nagy molekulatdmegli N-acetil-heparozan eldallitasa

(I. eljaras)

1) Escherichia coli (K5) baktériumtdrzs tenyésztése,
és az N-acetil-heparozant tartalmazd szirlet elkiilo-

nitése

Escherichia coli SEBR 3282 tdrzset [letétbe helyezve a
Pasteur Intézetben (Parizs, Franciaorszag) CNCM I-1013

lajstromszammal] 400 ml B kdzegben (pontos dsszetételét 1&asd
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az I. tablazatban) tenyésztiink Ggy, hogy az elegyet keverés
k&zben 2 6ran &t 37 °C hdmérsékleten inkubaljuk.

Az igy kapott elBtenyészetet 18,5 literes fermentorba
vissziik 4t, amely 11 liter A kdzeget tartalmaz (pontos ©sz-
szetételét lasd az I. tablazatban), és az elegyet 6,5 oran
4t 37 °C hémérsékleten 7,2 pH-érték megtartdsdval inkubal-
juk; ekdzben az oxigén parcidlis nyomasat 5,3 kPa értéken
tartjuk levegd befivatasaval (20 liter/min mennyiségileg),
keverés kozben. Ezutédn glicerint adunk hozz& dgy, hogy fo-
lyamatosan 500 g/liter glicerint tartalmazé steril oldatot
vezetiink be 16-17 6ran at 18 g/dora sebességgel.

A tenyésztést azonos hdmérsékleten, azonos pH- és par-
cialis oxigénnyomds megtartasaval addig folytatjuk, amig 1lé-
nyegében a glicerin teljes mennyisége el nem fogy. A szusz-
penzidés tenyésztdkdzeg DD-értékének (optikai slriségének)
monitorozasa a glicerin adagolasanak befejezése utan [DO ér-
téke ‘A= 600 nm-en] azt mutatja, hogy ha a fermentorban a
tenyésztést 28-30 ora eltelte utan leallitjuk, akkor stacio-
narius allapot vagy enyhe lizis kdvetkezik be.

Ezt kdvetden a fermentlevet (tenyésztdelegyet) 25 °C-ra
hdtjiikk, és 0,22 pm porozitasd (szUrdnyilasu) membrénon szUr-
jliik. Igy megkdzelitdleg 12 liter, N-acetil~heparozant tar-

talmazé szilrletet kapunk.
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I. tablazat

Az A és B kdzeg Osszetétele és eldallitéasa

A kozedq

900 ml ultratiszta vizben az alabbi sorrendben az alabbi

komponenseket oldjuk:

Nitrilo-triecetsav (réviden: NTA) 1000 mg
KoHPOy 790 mg
Glutaminsav 11 000 mg
MgCl, - 6HZ0 500 mg
K,S04 450 mg
FeS04+7H,0 18 mg
caCl;-2H30 2 mg
NacCl ‘ 500 mg
KCl 5000 mg

Nyomelemeket tartalmazé oldat (lasd a
II. tablazatot) 1 ml
Glicerin 10 000 mg
A pH értékét tdmény, 1,38 slrlségld k&alium-hidroxid-ol-
dattal 7,2-re allitjuk, majd az oldatot ultratiszta vizzel
1000 ml-re t&ltjiik. Ezutan az oldatot 0,2 pm pbérusméretd

membrénon sterilezd szlrésnek vetjik ala.

A glicerinoldat készitése

50 g glicerint elegendd mennyiségd ultratiszta vizben

oldunk, és ultratiszta vizzel az oldat térfogatat 1000 ml-re

[ X X)
.



egészitjuk ki, majd az oldatot 0,2 pm pérusméretd membranon
sterilez8 szlirésnek vetjik ala.

A fermenticié alatt habz&sgatld szerként StruktolRJ 673

(Schill és Seilacher) készitményt alkalmazunk.

B kdzeq

A B kdzeget ugyanigy allitjuk eld, mint az A kozeget,
azzal az eltéréssel, hogy ajanlatos puffer (pH 7,2) hozza-
adasa a habzasgatld szer hozzéadadsa utan. Pufferanyagként

3-morfolino-propanszulfonsavat (réviditve: M.0.P.S.) alkal-

mazunk.

II. tablazat

Az A kdzeg és B kdzeg eldallitasa soran alkalmazott

nyomelemoldat el&allitasa

800 ml ultratiszta vizben az aldbbi sorrendben az alabbi

komponenseket oldjuk:
H;BO3
Na,MoO4 * 2Hp0
CoCl, - 6H,0
CuS0y  5H,0
ZnS0y4 - 7HZ0

A1Cl3-6H0

Az elegyhez 100 ml 1,19 sUrdségd

500

ng

1930 mg

11 850

25

2000

2410

sésavat adunk, és ultratiszta vizzel

ule]
mg
ng

ng

51t jlik.

1000 ml-re
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2) Talnyomdrészt nagy molekulatdmegii N-acetil-heparozan

elkiilonitése és tisztitéasa

a lépés: Kicsapas etanollal:

A szlrlethez megkdzelit8leg 48 liter 95 térf./térf.%-os
etanolt adunk, majd az elegyet kicsapéas és lilepedés céljabdl
4 °C hdmérsékleten 8 6ran &t allni hagyjuk.

Ekkor a feliiliszoét leszivatassal eltavolitjuk, majd
centrifugédljuk, &s a centrifugdlasbdl szarmazd pelletet ko-
riilbeliil 1 liter ultratiszta vizben felvesszik.

b 1épés: Dializis:

Az el8z8 lépésben kapott oldatot celluldz-alapi membran-
p61 4116, 24 & porozitasG Nojax 40 zsékba helyezzik, és ult-
ratiszta vizzel szemben 24 6ran at dializaljuk (1 térfogat
oldatra vonatkoztatva 6 térfogat vizet veszink, amelyet 2,

8 és 16 6ra elmiGltaval friss vizzel cserélink).

E mdvelet lehetdvé teszi a tenyésztdkdzegben jelenlévd
kis molekuldjd anyagok, példaul sék, cukrok, aminosavak,
oligonukleotidok és oligopeptidek eltavolitasat.

c lépés: Kicsapés, dehidratalas és szaritéas:

1 térfogat dializ&lt oldathoz 0,5 M natrium-kloridot és
4 térfogat etanolt adunk. Az elegyet a csapadék levalasa
céljabdl 5 percig szobahSmérsékleten 411ni hagyjuk, majd az
elegyet 5000xg sebességgel 20 percig centrifugaljuk.

A centrifugdlasbdl szarmazd pelleteket etanolban fel-
vessziik, az 1gy kapott szuszpenzidt keverés kdzben szobahd-

mérsékleten 1 6ran At allni hagyjuk. Ekkor a centrifugalast



eeen
seovee
sove

.
ssae e

-37 =

és a szuszpenddlast megismételjiik, majd az igy kapott ele-
gyet 5000xg sebességgel 20 percig ismét centrifugdljuk. Az
igy kapott pelleteket kemencében, vadkuunban 40 °C h&mérsék-
leten 24 6ran at szaritjuk.

d lépés: Orlés poralakka:

A centrifugdlasbdl szarmazd, szdraz pelleteket vizmentes
kériilmények koézott mozsarban poritjuk.

e 1épés: Anioncseréld kromatografia:

A centrifugdlasbdl szarmazé, poritott pelleteket n"p" je-
14 pufferoldatban vesszik fel, amely 100 ml/g mennyiségben
20 mM Tris-HCl-t tartalmaz (pH 7,5).

Az igy kapott oldatot erds anionok cseréjére alkalmas
oszlopon kromatografdljuk, amely kvaterner ammdéniumcsopor-
tokkal térhalésitott agardz matrixot tartalmaz (a Pharmacia
cég "gyors aramldsi Q-Sepharose" terméke), amelyet eldzlleg
np" pufferoldattal egyensilyoztunk; az anioncseréld gyantat
1 g porra szémitva 5 ml gél mennyiségben alkalmazzuk.

A gélt elegendd mennyiségd "D" pufferrel mossuk, hogy az
UV~-detektalassal megfigyelt alapértéke 214 nm-re visszadll-
jon; ezutan 25 mM 3,5 pH-értékre beadllitott piperazinoldat-
tal mossuk.

Az eludlast 3,5 pH-értékd olyan oldattal végezziik,
amelynek Osszetétele: 0,5 M natrium-klorid és 25 mM pipera-
zin. Az eludtumot 5 N natronlig natrium-hidroxid-oldattal
semlegesitjik.

f 1épés: Kicsapas, dehidrat&dlas, szaritas és Orlés:

A c és d lépésekben leirt mlveleteket ismételjiik
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natrium-klorid hozz&adasa nélkiil.

Az f lépésben kapott N-acetil-heparozant "A" tételnek

(sarzsnak) nevezziik.

3)

A kiildnbozd tisztitasi 1épésekbdl kapott N-acetil-

-heparozan jellemzése

Magmagneses rezonancia (NMR) szinkép

Az lH-NMR &s 13C-NMR szinképeket a W. F. Vann altal

leirt N-acetil-heparozan értékeivel (Eur. J. Biochem. 116,

359-364 (1981)] hasonlitottuk Ossze.

Az "A" sarzsbdél kapott N-acetil-heparozan szinképi vizs-

gadlata alatamasztja, hogy e termék kémiailag azonos a

W. F. Vann &ltal leirt N-acetil-heparozan termékkel: olyan

polimer lancokbdél all, amelyek ismétlddd B-D-glilkkuronil-1,4-

—a-N-acetil-D-gliikézaminil=-(1,4)-egységekbdl tevddnek Ossze.

A molekulatdmeq megoszldsanak meghatdrozidsa méretkizara-

sos kromatografiaval

Az elsd mddszer

A molekulatdmeg megoszl&sat méretkizarasos HPLC ndédszer-

rel hataroztuk meg az alabbi koriilmények kodzott:

*

*

Az oszlop olyan szilikagydngydkbdl allt, amelyek
atmérdje 10 pm, porozitésa 250 3.

Elualészer 0,5 M vizes natrium-szulfat-oldat
Aramlasi sebesség: 1 ml/perc.

UV-detektdlads A = 205 nm hullémhosszon.

A kalibralast heparinbdél szarmazd, aldbbi moleku-
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latdmegd oligoszacharidok sorozatéval végeztik: 1324,
1883, 2436, 3411, 3996, 4535, 4995, 5365, 6150, 6671,
7542, 8655, 10 088, 11 561, 12 950, 14 809, 17 387 és
22 674 D.

Tekintettel a kalibralasi tartom&nyra, csak a 930 D és
57 100 D k&zdtti molekulatdmegeket értékeltiik ki pontosan.
Feltételezhetd, hogy a detektdlt optikai slrfiség aranyos az
N-acetil-heparozan mennyiségével. A mdédszer pontossaga nagy
molekulatdmegek, kiildéndsen 5x104 D feletti molekulatdmegek
esetében jelentdsen csodkkent.

Az "A" sarzs méretkizardsos kromatogradfidjénak eludlési
profilja arra a kdvetkeztetésre vezet, hogy eloszlasa poli-
diszperz, és megoszlasédnak uralkodd csltcsa megkdzelitdleg
2%x10% D-nal van. Az "A" sarzs legaldbb 70 tdmeg%-ot kitevd
frakciéjdnak a molekulatdmege 1,0x105 &s 3,0x10° D kozdtti
tartomanyban van.

A masodik mbédszer

Az eredményeket méretkizardsos HPLC mddszerrel, fényszd-
ras-detektorral igazoltuk.
* Oszlopok: Egy elBoszlopbdél és hdrom ezt kdvetd osz-
lopbdl Osszetett rendszer:

PL-Aquagel-OHR (el&oszlop)

PL-Aquagel-OH 40R

PL-Aquagel-OH 50R
- PL-Aquagel-OH 60R
* Eludlészer: 400 ppm natrium-azidot tartalmazd vizes

oldat
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* Aramlédsi sebesség: 1 ml/perc

* Szobahdmérséklet

* Detektalads: differencidl-refraktométer/fényszdras

egylittesen. A tdmeg-detektor valasza (azaz
a fényszdéras) a kdvetkezd szorzattal
aranyos:
C x (dn/dc)? x Mw
ahol C jelenti a koncentraciét;
dn/dc jelenti a torésmutatd ndvekedését
(differencidlhanyadosat)

Mw jelenti az atlagos molekulatomeget.

A dn/dc hanyados kiszamit&sat a differenciadl-refrakto-
méter valaszaibdl végeztiik két Osszehasonlitdé minta értéké-
nek figyelembevételével (70 000 D, illetve 150 000 D atlagos
molekulatédmegl dextran).

E médszer megerSsitette, hogy az "A" sarzs legalabb
70 tdmeg%-os frakcidéjénak a molekulatdmege 1,0x10° és
3,0x105 D tartomdnyban van, tovabba az "A" sarzs méretkiza-
rasos kromatografi&jéval nyert eludldsi profil uralkodd csi-

csa megkdzelit&leg 210 000 D értéknél helyezkedik el.

A molekulatdmeqg megoszlisanak megfigyelése (monitorozi-

sa) poliakrilamid-gélen végzett elektroforézissel

Az elemzésre szant mintdkat, valamint a vandorlas végét
jelz6 brémfenolkéket tartalmazé jelzdanyagot elektroforézis-
nek vetettiik ald Tris-borat-pufferban 15%-os poliakrilamid-

-gélen, amelyet Ggy kaptunk, hogy akrilamid és N,N'-metilén-

L]
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-bisz (akrilamid) 29:1 ardnyd keverékeét polimerizéaltuk.

A vandoroltatist 40 mA aramerdsség mellett korililbelil
4 6ran At 18 cm hosszisagd gélen végeztiik, amig a vandorlas
végét jelz8 anyag a gélrdl tavozott. Ekkor a gélt alciankék-
kel, majd eziisttel festettiik S. Pelkonen és munkatarsai el-
jarasa szerint [J. Bact. 170, 2646 (1983)], amely savas po-
liszacharidokra specifikus.

Ezt az elektroforétikus elemzést mind az a 1épésbdl ka-
pott, részlegesen tisztitott terméken, nind a végsS 1épéshbdl
szarmaz6é, tisztitott terméken elvégeztiik, azzal a céllal,
hogy igazoljuk: a tisztitds soran az N-acetil-heparozan mo-
lekulatdmeg-eloszlisaban jelent&sebb valtozasok nem léptek
fel.

Az a 1épésbdl kapott, részlegesen tisztitott termék pro-
filjainak, valamint a végs& lépésben tisztitott termék pro-
filjainak a megfigyelése megmutatta, hogy jelentSsen nem ki-
18nbdznek (azonos vandorlasi tavolsdgokban hasonld intenzi-
tasG savok jelentek meg). Mindezek alapjan az N-acetil-hepa-
rozan molekulatdmeg-megoszlasiban a tisztitds soran nem 1lép

fel jelent8s valtozas.

Az uronsavak kvantitativ meghatérozésa

A végsd lépésben kapott, tisztitott termék egységnyi td-
megére vonatkoztatott uronsav mennyiségét kolorimetri&s dton
hataroztuk meg T. Bitter mdédszerével [Analytical

Biochemistry 4, 330-334 (1962)]. Ez a kvantitativ meghataro-

zAsi moédszer a glikdézamino-glikanok karbazollal forrd savas
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kdzegben végbemend reakcidjan alapul, amelynek soran fellépd
rézsaszind elszinezddés aranyos a felszabadult uronsav meny-
nyiségével. Ebben az adott esetben a sav glikuronsav.

Az "A" sarzs esetében a végsd lépésben kapott, részlege-
sen tisztitott termék uronsavtartalma 2,2 pmol/mg értéknek
addédott.

Spektrofotometria az UV és a lathatd fény tartomdnyaban

Az "A" sarzsbdl szarmazd, tisztitott terméket ultratisz-
ta vizben oldottuk, és az igy kapott, 1 mg/ml koncentréacioja
oldatot 1 cm optikai hosszlsagi edénybe helyeztiik. Rogzitet-
tik az oldat abszorpcidés spektrumat 200 és 600 nm kozott.

Az igy kapott szinkép alapjan igazolhatd volt, hogy kii-
18ndsen a 256 nm hullamhosszon megfigyelt elnyelés alapjan
az "A" sarzs 1%-nal kevesebb DNS-t tartalmazott.

Az Ssszes fehérijetartalom kvantitativ meghatirozésa

A BioradR markanevii fehérjemeghatédrozd készletet alkal-
maztuk az Bsszes fehérjetartalom meghatédrozasara. A meghata-
rozas alapja abban &all, hogy Coomassie Brilliant Blue g-250
savas oldatéban az elnyelési maximum hullémhossza 465 nm-r51
495 nm-re tolddik, ha a fehérjék a szinezékhez kotddnek
[Reisner és munkatarsai: Anal. Biochem. 64, 509 (1975) 7.

Az "A" sarzsban a fehérjék Osszes mennyisége 1,5%-nal
kisebb.

A szabad NHg—csoportok kvantitativ meghatdrozésa

E kvantitativ meghatdrozast Zensaku Yosizawa és munka-
tarsai médszerével végeztilk [Biochemica et Biophysica Acta

141, 358-365 (1967)].
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A szabad NHp-csoportok mennyisége (pmol/mg-—ban kifejez-
ve) a dezacetilezett B—D-qlﬁkuronil—l,4—a—N—acetil-D-glﬁkéz—
aminil-(1,4)-egységek, valamint az esetleg jelenlévd, szabad
NH,-csoportot tartalmazd szennyezések mennyiségének jelzd
paramétere.

Az "A" sarzs szabad NHp-csoportot 0,1 ymol/mg mennyiség-

ben tartalmaz.

II. termék eldallitasa
Talnyomdrészt nagy molekulatdmegld N-acetil-heparozan
eldallitasa

(II. eljaras)

1) Escherichia coli (K5) baktériumtdrzs tenyésztése,

6s az N—acetil-heparozant tartalmazd szirlet elkiilo—-

nitése

Az Escherichia coli SEBR 3282 tdrzs tenyésztését és az
N-acetil-heparozant tartalmazd szlrlet elkiildnitését az

T. termék eldallitésa soradn leirt médszerrel végeztiik.

2) A talnyomdrészt nagy molekulatémegd N-acetil-hepa-

rozan elkiilénitése és tisztitasa

a) lépés: Dializis:
375 ml szlirletet az I. termék eld&allitédsara leirt eljéa-
rassal dializ&lunk [I. termék eldallitasa, 2) lépés: Tdl-

nyomdrészt nagy molekulatdmegd N-acetil-heparozan elkililéni-
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tése és tisztitdsa, b lépés). Dializis utan kodriilbelil
1020 ml tisztitott oldatot kapunk.

b) lépéds: Tisztitads savas kdzegben:

A dializalt oldathoz 3,5-8s pH eléréséhez elegendd meny-
nyiségd 5 N sdsavoldatot adunk. A kivalt csapadékot centri-
fugdlassal eltavolitjuk, majd az oldatot 5 N sosavval
1,8 pH-értékig savanyitjuk. Esetleg csapadék képz8dhet, ame-
lyet centfifugéléssal eltavolitunk, majd az oldatot 5 N nat-
ronligoldattal k&ézdmbdsitjik.

c) lépés: Kicsapas, dehidratalés és szaritéas:

A k5z8mbdsitett oldathoz addig adagolunk natrium-klori-
dot, amig annak koncentracidja a 0,5 M értéket el nem éri,
majd 4-szeres térfogatd etanolt adunk hozza4. Az elegyet szo-
bahdnérsékleten tartjuk 5 percig a csapadék teljes levalasa
céljabél, majd az elegyet 5000xg sebességgel 20 percig cent-
rifugalijuk.

A centrifugédlasbdl szarmazd pelleteket etanolban fel-
vessziik, és az igy kapott szuszpenzidt 1 o6ran at szobahdmér-
sékleten keverjik. Ezutan a centrifugdlas és a szuszpendalas
niiveletét megismételjik. Az 1igy kapott elegyet 5000xg sebes-
séggel 20 percig ismét centrifugaljuk.

A centrifugdlasbél eredd pelleteket vakuumkemencében
40 °C hémérsékleten 24 6ran at szaritjuk.

d) lépés: Alkalikus hidrolizis és dializis:

Az el5z8 lépésben kapott terméket szaritds utan 2,5 to-

meg/térf.%-os koncentrdcidban 0,25 N natronligoldatban old-

juk, és az igy kapott oldatot 2 éran at 50 °C hOmérsékleten
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tartjuk.

Exkor az oldatot 5 N sdésavoldattal kdzombositjlk, majd a
poliszacharidot tartalmazd oldatot az I. termék eldallitasa-
ra leirt eljarassal dializdljuk [I. termék elBdallitéasa,

2) lépés: Talnyomdrészt nagy molekulatdmegd N-acetil-hepa-
rozan elkiildnitése és tisztitdsa, b 1épés].

Dializis utdn koriilbeliil 990 ml oldatot kapunk.

e) lépés: Anioncseréld kromatografia:

A dializalt oldathoz olyan mennyiségben adunk pipera-
zint, EDTA-t és Triton X-100 (ProlaboR) készitményt, hogy
az oldatban a piperazin kqncentréciéja 25 mM, az EDTA kon-
centracidéja 2 mM és a Triton X-100 koncentracidija
0,2 térf./térf.% legyen.

Ezt kdvetBen a pH-t 5 N sbésavoldattal 3,5-re al1litjuk,
é6s az oldatot 400 ml Q-Sepharose gyors &ramlasd oszlopra
vissziik, amelyet eldz&leg a 25 mM piperazint, 2 mM EDTA-t és
0,2 mM Triton X-100-at tartalmazd piperazin-pufferoldattal
(pH = 3,5) egyensulyba hoztuk.

Az oszlopot a piperazin-pufferoldattal mossuk, utana
0,5 M natrium-klorid-oldattal eludljuk, majd a terméket
4-szeres térfogatd etanollal kicsapjuk.

Az igy kapott terméket vakuumban 40 °C hémérskleten széa-
ritjuk. Igy megkdzelitdleg 9,85 g N-acetil-heparozant ka-
punk.

f) lépés: Méretkizarasos kromatografia:

4 g eldzd lépésben kapott terméket 60 ml olyan puffer-

oldatban oldunk, amelynek &sszetétele: 20 mM Tris-HCl
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(pH 7,5) és 1 M natrium-klorid. Az igy kapott oldatot eld-
z8leg azonos Osszetételd pufferoldattal kiegyensilyozott,
200 ml oktil-SepharoseR oszlopon vezetjik at.

Az oszlop &ltal vissza nem tartott frakcibhoz 4-szeres
térfogata etanolt adunk, a kivalt csapadékot mossuk, és
40 °C homérsékleten vakuumban szaritjuk.

fgy 3,90 g N-acetil-heparozént kapunk ("B" sarzs).

3) A kiilénbdz6 tisztitasi lépésekben kapott N-acetil-

heparozan jellemzése

Magmadneses rezonancia (NMR) szinkép

Az lH-NMR és 13C-NMR szinképek vizsgédlata igazolta, hogy
a kapott N-acetil-heparozan kémiailag azonos a W. F. Vann
al1tal leirt N-acetil-heparozénnal [Eur. J. Biochem. 116,

359-364 (1981)].

A molekulatdmeg-megoszlas meghat&rozasa méretkizarasos

kromatografidval:

A molekulatdmeg-megoszlést méretkizarasos HPLC médszer-
rel hataroztuk meg az I. termék eldallitasa soran leirt N-
-acetil-heparozanok molekulatdmeg-megoszlésanak meghataro-
zasara alkalmazott mdédszerrel. Azt talaltuk, hogy a
"B" garzs legaldbb 60 tdmeg%-ot kitevd frakcidjdnak a mole-

kulatémege 5,0x104 és 2,5x105 D kdzdtti tartomanyban van.

Az uronsavak kvantitativ meghat&rozésa

Az e 18pésbdl szarmazd N-acetil-heparozan uronsavszintje

2,2 pmol/mg-nek adddott.
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Spektrofotometria az UV és lathatd fény tartomanyéaban
A szinkép alapjan beigazolédott, hogy az igy kapott N-

—acetil-heparoz&n 1%-nal kisebb mennyiségd DNS-t tartalmaz.

Az 8sszes fehérijetartalom kvantitativ meghat&rozasa

A "B" sarzsban az Osszes fehérjemennyiséget 1%-nal keve-

sebbnek tal&ltuk.

A szabad NH,-csoportok kvantitativ meghatéarozéasa

A "B" sarzsban az NH,-szint 0,1 umol/mg-nél kevesebbnek

addédott.

ITI. termék eldallitasa

Tilnyomdrészt nagy molekulatomegil N-acetil-heparozan
elGallitasa

(III. eljaras)

1) Escherichia coli (K5) baktériumtdrzs tenyésztése

Az Escherichia coli SEBR 3282 tdrzs tenyésztését az I.
termék eldallit&sdban leirt médszerrel végeztiik. Kérilbelidl
12 liter, N-acetil-heparozant tartalmazdé fermentlevet kap-

tunk.

2) Elbzetes tisztitas:

a) lépés: Centrifugdlas:

A centrifugélas végén a kapott szuszpenzidt percenként
8000 fordulatszammal (vagy 11 000 x g é&s 14 000 x g kdzdtti

sebességgel) 20 percig centrifugaljuk.

eev s
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b) 1épés: Erintkeztetés alkdlikus oldattal

Centrifugédlds utan a pelletet eltavolitjuk, és a felil-
Gsz6t kdriilbeliil 1 éran a4t 0,1 N natronligoldattal hozzuk
érintkezésbe.

c) lépés: Eldszlrés:

Az eldz8 lépésben kapott oldatot el&szlrésnek vetjik
ala egy polipropilénbdl késziilt 3MR sorozatd 300 szdrdn.

d) 1lépés: Koncentralas eldre meghatarozott mérethatar-

kizarasd membranon

A c) lépésben kapott szlirletet AmiconR iireges rostokbdl

4116 lapon szUrjlik, amelynek molekulaméret-kizarasi hatarér-
téke 30 000 D vagy ezzel egyenértékd. Igy olyan oldatot ka-
punk, amely nagy molekulatdmegi N-acetil-heparozant koncent-
raltan tartalmaz.

e) lépés: Dializis:

A nagy molekulatdmegld N-acetil-heparozant Kkoncentraltan
tartalmazé oldatot ultratiszta vizzel szemben - még az
AmiconR rendszerben - igen nagy (10 000-nél nagyobb) higi-

t&si faktorral dializ&aljuk.

3) A tilnyomérészt nagy molekulatdmegld N-acetil-hepa-
rozan elkiilénitése és tisztitasa

Az elkiildnitést és tisztitdst vagy az I. termékre leirt

mdédon végezziik [2) Tdlnyomdrészt nagy molekulatdmegl N-ace-

til-heparozan elkiildnitése és tisztitasa, ¢ - f lépések], s

igy olyan, "C" sarzsnak jeldlt N-acetil-heparozant kapunk,

amelynek jellemz&i hasonlék az "A" sarzs Jjellemz3ihez; vagy
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gy végezziik, mint azt a II. termék esetére bemutattuk
[2) Talnyomdérészt nagy molekulatdmegli N-acetil-heparozéan el-

kiilénitése és tisztitédsa, a - f 1épések].

IV. termék eldallitasa
TGlnyomdrészt nagy molekulatdmegl N-—acetil-heparozan
eldallitasa

(IV. eljaras)

1) Escherichia coli (K5) baktériumtdrzs tenyésztése

Az Escherichia coli SEBR 3282 tdrzs tenyésztését a
I. termékre leirt eljdrassal végezzilik, tenyésztdkdzegként
azonban az A kdzeg helyett C kdzeget, és a B kdzeg helyett
D kdzeget hasznalunk.

A C és D kbzegek Osszetételét az aldbbiakban kdzolt tab-
lazatban adjuk meq.

Ilyen médon mintegy 12 liter, N-acetil-heparozant tar-

talmazdé szlrletet kapunk.

2) Talnyomd részben nagy molekulatdmegii N—acetil-hepa-

rozan elkiilonitése és tisztitasa

Az izolalast és tisztitast az I. termék eldallitésara
[2) Tdlnyomdrészt nagy molekulatdmegld N-acetil-heparozan

izolalasa és tisztitdsa, a) - f) 1épés] leirt eljéréssal

végezziik, s igy a "D" sarzshoz jutunk.
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3) A fentiek szerint kapott N-acetil-heparozan
jellemzése
A molekultdmeg-megoszlas meghatarozasa méretkizara—

sos kromatografiaval

Az I. termék eldallitasa soran alkalmazott mdédszereket
kdvettiik [3) A kiildnbdzd tisztitasi 1lépésekbdl kapott N-ace-
til-heparozan jellemzése: a molekulatdmeg-megoszlas megha-
tarozdsa méretkizérasos kromatografidval; elsd és méasodik
noédszer].

A "D" sarzs méretkizardsos kromatografidja soran kapott
eludlasi profilbdl az kovetkeztethetd, hogy a molekulatomeg-
-megoszlés polidiszperz, és a tdlnyomérészt jelzd cslcs meg-
kdzelitdleg 110 000 D-nal van.

A "D" sarzs legaldbb 75%-os hanyaddnak a molekulatdmege
1,0 x 104 és 2,5 x 102 D k&zdtt van.

Az uronsavak kvantitativ meghatdrozasa

A "D" sarzs uronsavtartalma 2,0 pmol/ng.

A szabad NH,-csoportok kvantitativ meghatarozasa

A "D" sarzs szabad NHp-csoport tartalma 0,1 pmol/mg

értéknél kevesebb.

ceee



ITI. tablazat

A C és D kbzeg Osszetétele és eldallitasa

C kozeg

A C k&zeget az aldbbi harom steril oldat kombinal&saval

dllitjuk eld:

1. szédmd oldat

Az alabbi komponenseket az alabbi sorrendben 700 ml
ultratiszta vizében oldjuk:
Komplexképzd szer: N-[trisz(hidroxi-metil)-

-metil]-glicin (TricineR,

Fluka) 360 mg
FeS04 - 7H50 280 mg
CaCljy+2H50 6,7 mg
MgCl, - 6H50 1270 mg
K5504 500 mg
KCl 5000 mg

Kazein-hidrolizatum (mint £& aminosav-

forrds) HY CASE SFR (Sheffield-cég) 25 000 mg
Eleszt6kivonatR (Difco-cég) 18 000 mg
Nyomelemoldat (14sd a II. tablazatot

az 1. termék eldallitasaban) 1 ml

A fenti elegyhez egy Pasteur-pipettaval néhany csepp

Struktol J 673R habzasgatlé szert (a Schill &s Seilacher céqg
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gyartmanya) adunk, és az oldat pH-értékét 1,38 slrlségl ka-
lium~hidroxid-oldattal 7,4-re a&llitjuk, majd az oldatot
ultratiszta vizzel 850 ml-re tdltjlik, véglil 45 percig 120 °C

hémérsékleten autoklavban steriliz&ljuk.

2. sza&mQ oldat

5 g KoHPOg-ot koriilbeldil 40 ml ultratiszta vizben
oldunk, és az oldat térfogatdt ultratiszta vizzel 50 ml-re
egészitijlik ki, majd az igy kapott oldatot 0,2 um szUrdnyila-

s (porozitasid) szUrdn szlrjik.

3. szami oldat

20,7 g glicerint megfeleld mennyiségld ultratiszta vizben
oldunk, és az oldat térfogatat ultratiszta vizzel 100 ml-re
toltjik, majd az igy kapott oldatot 110 °C hémérsékleten

30 percig autoklavozzuk.

D ko6zeq

A D kdzeget a C kdzeghez hasonlbéan &llitjuk eld, azzal
az eltéréssel, hogy ajanlatos a habzdsgatld szer hozz&adasa
utan 20 g 7,2 pH-értékd 3-morfolino-propanszulfonsav puffer

hozzaadasa.

V. termék elBallitéasa

Heparozén (40%-ban N-dezacetilezett szarmazék)

elBillitasa

3,7 g IV. termé&k ("D" sarzs) eldallitasaban leirt N-ace-
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til-heparozé&nt 74 ml 1 N natrium-hidroxid-oldatban oldjuk,
az oldatot 50 °C-ra melegitjlik, &s ezen a hdmérsékleten ke-
verés kdzben, nitrogénatmoszférdban 8 6ran at keverve rea-
gadltatjuk. Ezt kdvetden a pH értékét 2 N sdsavoldattal ko-
riilbeliil 8-ra &llitjuk, az igy kapott oldatot ultratiszta
vizzel dializ&ljuk, majd liofilizaljuk.

A liofilizalds utéan 2,91 g terméket Kapunk: ez az
"E" sarzs.

Az N-dezacetilezés foka (mértéke)

A liofilizal&s elvégzédse utédn kapott termék szabad NHj-
-csoportjainak kvantitativ meghat&rozdsa azt mutatta, hogy

az N-acetil-heparoza&n 40%-ban N-dezacetilezddott.

VI. termék eldallitasa
N-Szulfatalt heparozan (80%-ban N-dezacetilezett

szarmazék) eldallitasa

A kiildnbdz8 kémiai médositasok céljara kiinduld anyag-
ként egy "F" sarzsnak nevezett N-acetil-heparozant alkalma-
zunk, amelyet a II. termék eldallitésa soréan leirt elja-
rassal készitlink.

E termék uronsavtartalma 2,41 pmol/mg-nak adddott.

a 1épés: Részleges N-dezacetilezés

1,9 g "F" sarzsot 38,5 ml 2 N natrium-hidroxid-oldatban
oldunk, az oldatot 50 °C-ra melegitjiik, és ugyanezen a ho-
mérsékleten nitrogénatmoszférdban 8 6réan at reagdltatjuk.

Ezt kdvetBen a pH értékét 2 N sésavoldattal 8,25-re al-
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1itjuk, az igy kapott oldatot ultratiszta vizzel szemben di-
alizaljuk, majd liofilizaljuk, s igy 1,6 g terméket kapunk.

Az N-dezacetilezés foka (mértéke)

A szabad NH,-csoportok kvantitativ meghatdrozasa szerint
az N-acetil-heparozan 80%-ban dezacetilezddott.

b 1épés: N-szulfatdlas

1,33 g eldz8 lépésben kapott terméket 57 ml ultratiszta
vizben oldunk, hozzédadunk eldbb 1,9 g natrium-karbonatot,
majd 1,9 g kén-trioxid/trimetil-amin komplexet, és az 1igy
kapott keveréket 20 oéran at 55 °C hdmérsékleten tartjuk.
Ekkor az oldat vezetdképességét asvanymentes viz hozzaadasa-
val egy 0,5 M koncentracidéji konyhasdoldat vezetBképességére
411itjuk be, és 4-szeres térfogat etanol hozzdadasaval ki-
csapjuk a szilard terméket. A csapadékot centrifugaljuk, az
igy kapott pelletet 0,5 M konyhasdoldatban felvessziik, ismét
4-szeres térfogatd etanolt adunk hozza, és az 1igy kicsapott
szilard terméket centrifugédljuk.

A pelletet ultratiszta vizben oldjuk, az igy kapott ol-
datot az I. termék eldallitasdban leirt mdédon ultratiszta
vizzel szemben dializ&ljuk, majd liofilizaljuk.

fgy 1,809 g N-szulfatdlt heparozant nyeriink; ez az

"EFl1" sarzs.
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VII. termék eldfallitéasa
Kis molekulatdmegld N-szulfatdlt heparozan (80% -ban N-
dezacetilezett szarmazék) eldallitasa salétromossavas

depolimerizaciéval (a végsd nitritkoncentracidé 0,04 M)

a 1épés: Hasitds natrium-nitrittel

1 g VI. terméket 8 ml ultratiszta vizben oldunk, az ol-
dat pH-értékét 2 N sbésavoldattal 2,5-re allitjuk, és az 1igy
kapott oldathoz erdteljes keverés kdzben szobahdmérsékleten,
nitrogénatvezetés kdzben 0,276 ml, 100 mg/ml koncentracidja
vizes natrium-nitritoldatot adunk (a végsd nitritkoncentra-
cidé: 0,04 M). Ezutdn a pH értékét azonnal 2,5-re allitjuk
vissza 2 N sésavoldattal, és az oldatot 10 ml Ossztérfogatra
t31ltjlik. Az oldatot nitrogéndramban tartjuk 2 o6ran at keve-
rés kozben.

b 1épés: A képzdddtt 2,5-anhidromanndz-csoportok re-

dukcidéja

Az oldat pH-értékét 2 N natronldgoldattal 7,0-ra &llit-
juk, 0,2 g natrium-[tetrahidrido-bor&t]-ot adunk hozza, majd
az igy kapott keveréket levegd jelenlétében 15 6rdn at szo-
bahdmérsékleten keverjik.

Ekkor a bérhidrid feleslegét 10%-os ecetsavoldat hozza-
adasaval (amellyel 3,5-pH-&rtéket &llitunk be) elbontjuk,
uté&na a reakciéelegyet 15 percig keverjiik, majd pH-értékéet 2
N natronltgoldattal 7,0-ra allitjuk.

A reakcid termékét 4-szeres térfogati etanol hozzaada-
s&dval kicsapjuk, a csapadékot centrifugdljuk, tiszta etanol-

lal mossuk, és vakuumban 60 °C hdmérsékleten szaritjuk.
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fgy 980 mg kis molekulatdmegld, depolimerizalt N-szulfa-
talt heparozant (80%-ban N-dezacetilezett szArmazékot) ka-
punk, amely redukald végzddésén 2,5-anhidromannit-csoportot

tartalmaz; ez a "G" sarzs.

A molekulatdmeg-megoszlds meghatérozdsa méretkizéradsos

HPLC mddszerrel

A molekulatdmeg megoszldsdt méretkizarasos HPLC mddszer-
rel hatéroztuk meg az aldbbi kdriilmények megtartasaval:

Oszlop: TSK 2000 (Toyo Soda)

Mozgdé fazis: 0,5 M vizes ndtrium-szulfat-oldat

Aramlasi sebesség: 1 ml/perc

Detektalas: UV fényben 205 nm hulladmhosszon

A kalibraldst heparinbdél szarmazd oligoszacharidok soro-
zataval végeztilk, amint ezt az I. termék el8adllitédsa soran
leirtuk.

3) A kiildénbbdzd tisztitasi lépésekbdl kapott N-acetil-
~-heparozén jellemzése: a molekulatdmeg-megoszlas meghataro-
zasa méretkizarédsos kromatografidval - elsd mddszer).

Az elualdsi profilbdl levezetett egyes eredményeinket az
alabbi IV. tadblézatban Osszegeztiik.

A IV. tablazatban a réviditések jelentése a kdvetkez&:

- MWy jelenti a molekulatémeget olyan értelemben, hogy
termék 1 tdmeg%-os frakcidjanak a molekula-
tomege MW;-né&l nagyobb;

- MW, jelenti a molekulatdmeget olyan értelemben, hogy
a termék 10 tdmeg%-os frakcidéjanak a moleku-

latdmege MW,;-nél nagyobb;

o0
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- MWy jelenti a molekulatdmeget olyan értelemben, hogy
a termék 10 tdmeg%-os frakcidéjénak a moleku-
latdmege MWy-nél kisebb;

- MWg jelenti a molekulatdmeget olyan értelemben, hogy
a termék 1 tdmeg%-os frakcidjanak molekula-
tdmege MWg-nél kisebb; és

~ MWj jelenti az abszorpciés maximumnak megfeleld mo-

lekulatomeget.

IV. tablazat

A VII. termék molekulatdmeg-megoszlasa ("G" sarzs)

16 939 8843 3716 1757 925

VITII. termék eldallitasa
Kis molekulatdmegd N-szulfatalt heparozan (80%—-ban N-
dezacetilezett termék) eldillitasa salétromossavas

depolimerizacidéval (a végsd nitritkoncentracié 0,03 M)

Az elBallitast a VII. termék eldallitésa szerint végez-
ziik azzal az eltéréssel, hogy 0,276 ml helyett 0,208 ml,
100 mg/ml koncentréciéji natrium-nitrit-oldatot alkalmazunk.

fgy 990 mg terméket kapunk; ez a "H" sarzs.
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A molekulatdmeg megoszlasat a VII. termék eldallitéasaban
leirt méretkizAr&sos HPLC mdédszerrel végeztiik. Az eludlasi
profilbél levezetett egyes eredményeinket az alabbi V. tab-
ladzatban Ssszegeztiik. Az V. tablazatban MW;, MWy, MWz, MWy

és MWg jelentése ugyanaz, mint a IV. tablazatban.

V. tablazat

A VIII. termék molekulatdmeg-megoszlasa ("H" sarzs)

19 856 11 146 5377 2460 1536

N,0-Szulfatilt heparozan el8illitasa

1. példa

N,0-Szulfatdlt heparozanok: 80%-ban N-dezacetilezett

szarmazékok, amelyek szulfatdlisi foka (mértéke) 2,6

P 2

a lépés: A (tetrabutil-ammdénium)-sd képzése

800 mg VI. termé&k elB&llitdsa sorédn kapott N-szulfatalt
heparozant (a kiindulé anyagként alkalmazott N-acetil-hepa-
rozant a IV. termék eldadllitidsdra megadott mddszerrel &llit-
juk eld) 100 ml vizben oldunk. Az igy kapott oldatot divi-
nil-benzollal térhalésitott polisztirol-alaplG ioncseréld

oszlopra vissziik (beszerzési helye: Dow Chemical; DowexR
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50 W 8 20-50 Mesh), amelyet eldz8leg savas kdzeggel készi-
tettilink eld, s igy a termék savas alakjat regeneradljuk. Az
eludtum pH-értékét 40 tdmeg/térf.%-os (tetrabutil-amménium)-
-hidroxid-oldattal 7-re Allitjuk; az oldat adagolasat akkor
4llitjuk le, amikor az eludtum teljesen semleges (pH = 7).
Ezut&n az oldatot liofiliz&ljuk, s igy 1,3 g cim szerinti
sbterméket kapunk.

b lépés: O0-Szulfatalas

Az el628 lépésben kapott sét 80 ml formamidban oldjuk,
és az oldathoz 5,6 g piridin/kén-trioxid komplexet (Aldrich-
-cég, hivatkozasi szama S755-6) adunk. A reakcidelegyet
6 Ooran at 30 °C homérsékleten reagaltatjuk, majd 16 ml 2 M
konyhasdoldatot adunk hozza. A pH értékét 5 N natronligol-
dattal 7-re &llitjuk, és kicsapas végett kétszeres térfogatid
etanolt adunk hozza. A csapadékot 0,5 M konyhasdoldatban
felvessziik, és kétszeres térfogatl etanol hozzdadéasaval is-
mét kicsapjuk, majd az elegyet ultratiszta vizzel szemben
dializ&aljuk, és forgdbepadrold késziilékben betdményitjik.

Cc_ _lépés: Gélszlrés

Az eldzd b lépésben kapott tdmény oldatot gélszliréssel
frakcion&dljuk: ehhez Sephacryl S 300 HR oszlopot és eludlé-
szerként 0,5 M konyhasdoldatot alkalmazunk.

Azokat a frakcidkat, amelyek 100 000 - 200 000 D atlagos
molekulatomegd lédncokbdl 4116 N,0-szulfatdlt heparozént, va-
lamint azokat a frakcidkat, amelyek megkdzelitdleg 50 000 D
és megkdzelitdleg 12 000 D kozdtti atlagos molekulatdmegl

lancokbdl 4116 N,0-szulfatalt heparozant tartalmaznak,
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Osszegyldjtjik.

A fenti harom frakcid mindegyikéhez 5-s5z8rds térfogata
etanolt adunk, majd az igy kapott elegyeket ultratiszta viz-
zel szemben dializisnek vetjiik ald, és a dializis utan
kapott oldatokat liofiliz&aljuk.

fgy harom sarzsban kapunk N,0-szulfatdlt heparozant:

- Az "1A" sarzs olyan N,O-szulfatdlt heparozan, amely
150 000 é&s 200 000 D kozdtti atlagos molekulatdmegd
lancokbdl 4l1l1. Ez az N,0-szulfatélt heparozan lega-
14bb 70% tdmeg%-ban 1,0 x 105 és 5,0 x 105 D kdzdtti
molekulatdmegd lancokbdl &ll. Ezt az N,O-szulfatalt
heparozant 0,140 g hozammal kapjuk.

- Az "1B" sarzs olyan N,O-szulfatdlt heparozan, amely
megkdzelitdleg 50 000 D adtlagos molekulatdmegd lan-
cokbdl &ll. Ez az N,O-szulfatdlt heparoz&n legalabb
70 témeg%-ban 2,0 x 104 és 1,0 x 10° D kdzdétti mole-
kulatdmegd lancokbdl &ll. Ezt az N,O0-szulfatalt hepa-
rozant 0,350 g hozammal kapjuk.

- Az "1C" sarzs olyan N,O-szulfatdlt heparozan, amely
12 000 D &tlagos molekulatdmegd léancokbdl &ll. E ter-
méket mintegy 0,100 hozammal kapjuk.

Az e példaban leirt harom N,0-szulfat&lt heparozan-sarzs

jellemz&it a VI. t&blazatban foglaltuk oOssze.
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VI. téblazat

Az "1A", "1B" és "1C" sarzsoknak megfeleld N,O-szulfa-

talt heparozanok jellemzdi

Uronsavtartalom NHy-tarta- A dezaceti- A szulfa-
lom lezés foka talas foka
pmol/mg gmol/mg (szulfat/kar-
boxil arany)

"i1AY sarzs 1,48 <0,01 80% 2,6
"1B" sarzs 1,45 <0,01 80% 2,6
"1C" sarzs 1,45 <0,01 80% 2,6

A szulfatalas foka - azaz a szulfat/karboxil arany - az
egy diszacharid-egységben jelenlévd szulfatcsoportok atlagos
szamdnak és ugyanebben az egységben 1évd karboxilcsoportok
szaménak a hanyadosa. Ezt az ardnyt vezetdképességi méréssel
hatarozzuk meg egyrészt a szulfdtcsoportok, masrészt a
karboxilcsoportok szamanak kvatitativ meghatdrozdsa [a mod-
szer leirasidt l&asd: Casu és munkatarsai a kdvetkezd helyen:

Carbohydrate Research 39, 168-176 (1975)].

2. példa

N,0-Szulfatdlt heparozanok: 40%-ban N-dezacetilezett

szarmazékok, amelyek szulfatilasi foka (mértéke) 2,1
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a lépés: A (tetrabutil-amménium)-sbé képzése
Kiinduldé anyagként az V. terméket ("E" sarzsot) alkal-

mazzuk; a sét az eldbbi 1. példa a lépésében leirt médszer-

rel allitjuk eld. A}heparozan eldallitasara felhasznalt N-
-acetil-heparozén kiindulé anyagot az I. termék eldallita-
sadra leirt mbédszerrel kapjuk.

b lépés: Részleges N,O-szulfatélas

421 mg elsz8 lépésben kapott sdéterméket 35 ml dimetil-
—formamidban oldunk, és 3,71 g piridin/kén-trioxid komplexet
adunk hozza, majd a reakcidelegyet keverés kodzben szobahd-
mérsékleten 6 6ran at reagaltatjuk. A reakcidelegyhez egy-
ségnyi térfogatara szémitva addig adunk natrium-kloridot,
amig az oldat natrium-klorid koncentréaciéja a 0,33 M értéket
el nem éri, majd az elegyhez kétszeres térfogatl etanolt
adunk. Megvarjuk, amig a csapadék teljesen levalik, majd az
elegyet centrifugdljuk, é&s a felildszot elvetjlik. A pelletet
0,5 M konyhasdoldatban felvessziik, az oldatot kozdmbdsitjlk,
és kétszeres térfogatd etanolt adunk hozza. A csapadék tel-
jes levalasa utédn az elegyet centrifugaljuk, a kapott pelle-
tet ultratiszta vizben felvessziik, és az 1igy kapott oldatot
ultratiszta vizzel szemben dializaljuk, majd liofiliz&ljuk.

A liofilizalt termék Jjellemzdi:

szabad NHp-tartalma 0,10 pmol/mg;
szulfatalasi foka diszacharid-egységenként 1,9.
c lépés: Teljes N-szulfatalas
1 tdmegrész N,O0-szulfatdlt terméket 1 tomegrész natrium-

-hidrogén-karbondttal és 1 tomegrész kén-trioxid/trimetil-
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~amin komplexszel az N,O-szulfatdlt termék 1 g-jara szami-
tott 20 ml ultratiszta vizben Osszekeveriink, majd a reakcidb-
elegyet 55 °C hdmérsékleten keverés kdzben 20 érén at rea-
gdltatjuk. Ekkor a reakcidelegyet 10-szeresére higitjuk, és
az igy kapott oldat vezetBképességét 0,5 M konyhasdoldat ve-
zetdképességével azonos értékre &llitjuk.

Ezt kOvetden kétszeres térfogati etanol hozz&adasaval
kicsapjuk a terméket, amelyet centrifugdlunk, majd a pelle-
tet 0,5 M konyhasdoldatban felvessziik, é&s kétszeres térfoga-
td etanol hozzdadasaval ismét kicsapjuk a terméket, amelyet
ultratiszta vizben felvesziink, ezt az oldatot ultratiszta
vizzel szemben dializ&ljuk, az igy kapott oldatot liofili-
zdljuk, és a liofilizalt terméket vakuumban 40 °C hdmérsék-
leten szaritjuk. A liofiliz&lt termék - jele: 2. sarzs -
jellemz6i az alabbiak:

szabad NHp-tartalma 0,02 pgmol/mg;
szulfatadlasi foka diszacharid-egységenként 2,1.

Lathatd, hogy a megmaraddé NH,-tartalom (0,02 pmol/mg)
csekély, kevesebb, mint a részleges N,O-szulfatdlasi lépés-
ben kapott N,O-szulfatdlt heparozan NH,~-tartalma. Ez mutatja
az N-szulfatdldsi reakcid teljes végbemenetelét.

A 2. sarzs legaldbb 70 tdmeg%-ban olyan lancokat tartal-
maz, amelyek molekulatdmege 2,0 x 104 D és 2,5 x 10° D k&-

zo6tti érték.
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3. példa

N,0-Szulfatidlt heparozan: 80%-ban dezacetilezett SZAar-

mazék, amelynek szulfatilisi foka 2,6

3,35 g N-szulfatdlt heparozant - amelyet a VI. termék

eldallitasa soran kivitelezett a és b 1lépésekben leirt el-

jarassal &llitottunk eld - alkalmaztunk kiinduldé anyagként,
E vegyliletet 4 g N-acetil-heparozanbdl kaptuk, amelyet a
III. termék eldallitasaban leirt eljarassal &llitottunk elSd.
A kiindulé anyagként alkalmazott N-szulfatdlt heparozan
70%-ban olyan termék, amely 20 000 é&s 150 000 D k6zdtti mo-
lekulatdmegd lancokbdl &all, és jellemzdi az alabbiak:
uronsavtartalma 1,5 pmol/mg;
szabad NHy-tartalma 0,10 pmol/mg; és
dezacetilezési foka (mértéke) 80%.
a lépés: (Tetrabutil-amménium)-sé képzése
Az N-szulfatdlt heparozant 400 ml ultratiszta vizben

oldjuk és az amméniumsdt az 1. példa a lépésében leirt modon

411itjuk eld. Liofiliz&las utéan 6,66 g sdterméket Kkapunk.

b lépés: O-Szulfatilas

297 mg eldz3 a lépésben kapott amméniumsét 20 ml form-
amidban oldunk, 1 g piridin/kén-trioxid komplexet adunk hoz-

z&, s uténa az 1. példa b lépésében leirt médon jarunk el.

Igy 260 mg N,0-szulfatdlt heparozant kapunk; ez a 3. sarzs
N,O-szulfatdlt heparozan, amelynek jellemzdit a VII. tabla-

zatban foglaltuk Ossze.
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VII. tablazat

A 3. sarzsnak megfeleld N,O-szulfatalt heparozan

jellemzdi

Uronsavtartalom NH,-tarta- A dezaceti- A szulfa-
lom lezés foka talas foka
pmol/mg pmol/ng (szulfat/kar-
boxil arany)

3. sarzs 1,50 <0,02 80% 2,60

A 3. sarzsnak megfeleld N,O-szulfatdlt heparozan lancai-
nak molekulatdmeg-megoszlasat méretkizardsos kromatografia-
val hatdroztuk meg az I. termék elBillitasa soran leirt mdéd-
szerrel (elsd mddszerrel).

Az abszorpcids maximumnak megfeleld molekulatdmeg értéke
80 000 - 150 000 D tartoﬁényban van. A 3. sarzs legaléabb
70 témeg%-ban olyan léncokat tartalmaz, amelyek molekulatd-
mege 2,5 x 104 D és 2,5 x 105 D k&zdtti, és legaldbb 60 to-
meg%-ban tartalmaz olyan lé&ncokat, amelyek molekulatOmege

4,5 x 104 &s 2,5 x 105 D kdz8tti érték.
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Nagy molekulatdmegd N-szulfatdlt heparozanok és N,O0-szulfa-
talt heparozanok alkalmazdsa kis molekulatdmegd N,O0-szulfa-

talt heparozéanok eldallitasara

4. példa

Kis molekulatdmeqd N,0-szulfatalt heparozén eldallitasa

naqy molekulatdmeqd N,0-szulfatdlt heparozanbdl: 80%-ban

dezacetilezett szarmazék, amelynek szulfatdlasi foka 2,5

-

a lépés: (Tetrabutil-ammdénium)-sd képzése

E sbét az 1. példa a lépésében leirt médon a4llitjuk els,

kiindulé anyagként 5 g VI. terméknek megfeleld N-szulfatalt
heparozant, megfeleld mennyiségld olddszereket és reagenseket
alkalmazunk.

Liofiliz&14&s utan mintegy 9,3 g amméniumsét kapunk.

b lépés: O-szulfatalas

8,10 g el8z8 lépésben kapott amméniumsét 450 ml vizmen-
tes formamidban oldunk, és az 1igy kapott oldatot 290 ml tér-
fogata, 4 % pdrusméretd molekulaszitadt tartalmazd oszlopon
vezetjiik &4t. Ezutédn 27 g piridin/kén-trioxid-komplexet adunk
hozza, és a reakcidelegyet 30 °C homérsékleten 6 oran at
411ni hagyjuk.

Ezt kdvetden a reakcidelegyhez olyan mennyiségben adunk
2 M konyhasboldatot, hogy az oldat végsd konyhasdkoncentra-
ciéja 0,5 M legyen, majd az elegyet 1 N natronligoldattal
kdz8mbdsitjlik, és kétszeres térfogatl etanolt hozzdadva ki-

csapast végzlink. A csapadékot 0,5 M konyhasdoldatban fel-
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vesszik, és kétszeres térfogatd etanol hozzaadasédval ismé-
telten kicsapjuk. Centrifugalds utan a pelletet minimalis
mennyiségd vizben felvessziik, és 15 oéran at dializaljuk,
majd a dializis utan kapott oldatot liofilizaljuk, s igy
5,8 g terméket kapunk.
c_lépés: Depolimerizacidé salétromossavval (a végsd
nitritkoncentracidé 0,035 m)

2 g eldzd b _lépésben kapott terméket 22 °C hémérsékleten
17 ml ultratiszta vizben oldunk, és az oldatot 1 oéran at va-
kuumban tartva gazmentesitjiik. Ezt kodvetden erdteljes keve-
rés és nitrogénatvezetés kdzben a pH-t 5 N sésavoldattal
2,5-re allitjuk, és 0,484 ml 100 mg/ml koncentracidéji nat-
rium-nitrit-oldatot adunk hoz:za.

A pH értékét azonnal visszadllitjuk 2,5-re, és az elegy
térfogatat ultratiszta vizzel 90 ml-re egészitjik ki (a nat-
rium-nitrit végkoncentraciéja a reakcidelegyben 0,035 M).

A keverést szobahdmérsékleten, nitrogénbevezetés kodzben
3 6ran At folytatjuk, majd a pH értékét 5 N natronlagoldat-
tal 7,0-ra allitjuk, és az elegyhez 0,4 g natrium-[tetrahid-
rido-borat]-ot adunk. Az oldatot levegd jelenlétében 15 oran
4t keverjiik, uténa 30%-os ecetsavoldattal 3,5 pH-ra sava-
nyitva a bérhidrid feleslegét elbontjuk, és a reakcibelegyet
15 percig erélyesen tovéabb keverjiik levegd jelenlétében,
majd a pH értékét 5 N natronligoldat hozz&addsadval 7-re al-
l1itjuk.

A fragmentalt heparozant Ggy nyerjiik ki, hogy az elegy-

hez 4-szeres térfogat@ etanolt adunk, a csapadékot centrifu-
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galjuk, zsugoritott Biichner-tdlcséren szlrjikk, etanollal
mossuk, és vakuumban 60 °C hdmérsékleten szaritjuk.

fgy 8,7 terméket kapunk.

d lépés: Gélszlrés

1,6 g el826 c_lépésben kapott terméket 15 ml 0,5 M kony-
hasédoldatban oldunk, és gélszlirésnek vetjik ala egy
5 em x 100 cm méretd Sephacryl S 200 HR oszlopon (a
Pharmacia-cég terméke), amelyet eldz&leg 0,5 M konyhasdol-
dattal egyensilyba hoztunk (Aramlasi sebesség 8 ml/perc). Az
eluatumot 30-40 ml térfogata frakcidkban gydjtjik. Valameny-
nyi frakciébdl szérmazd N,O-szulfatalt heparozan hasitasi
termék molekulatdmegét méretkizarasos HPLC mddszerrel ér-
tékeljiik ki; ehhez a VII. termék eldallitasa sorén leirt
médszer szerint, TSK 2000 oszlop alkalmazasdval Jarunk el.

Egyesitjlik azon frakcidkat, amelyek atlagos molekulato-
mege megkdzelitdleg 5500 és 8000 D kdz6tti tartomédnyban van.

Az ezen frakcidkban 16vé termékeket ugy kiilonitjik el,
hogy 4-szeres térfogatd etanol hozzaadasaval a terméket ki-
csapjuk, centrifugaljuk, majd dializist végziink, és a kapott
oldatot liofiliz&aljuk.

Az igy kapott, kis molekulatdmegl N,O-szulfatalt heparo-
zan - amelyet 4. sarzsnak jeldliink - jellemz&it a VIII. tab-

lizatban foglaltuk Ossze.

coes
.
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VIII. tablazat

A 4. sarzsnak megfeleld termék jellemzdi

Uronsavtartalom NH,-tarta- A dezaceti- A szulfa-
lom lezés foka talas foka
pmol/mg umol/mg (szulfat/kar-
boxil arany)

4. sarzs 1,40 <0,02 80% 2,50

A IX. tablazatban mutatjuk be azon lancok molekulato-
meg-megoszlasat, amelyekbdl a 4. sarzsnak megfeleld, kis mo-
lekulatdmegd N,O0-szulfatalt heparozan all. Ennek kiértékelé-
sét a VII. termék eldallitadsa sordn leirt méretkizaréasos
HPLC médszerrel végeztiik.

A IX. tablazatban MWy, MW,, MW3, MW, és MWs jelentése

ugyanaz, mint a IV. tablazatban.

IX. tablazat

A 4. sarzsnak megfeleld termék molekulatdmeg-megoszlasa

14 887 9445 6912 5067 2754




5. példa

Kis molekulatdmeqgd N,O-szulfatd&lt heparozén eldallitasa

nagqy molekulatdmeqd N,O0-szulfatdlt heparozanbdl: 80%-ban

dezacetilezett, 2,9 szulfatdlisi fokG szarmazék

a lépés: 80%~-ban N-dezacetilezett, N-szulfatdlt hepa-
rozanszarmazék depolimerizacidéja salétromos-
savval (a végsd nitritkoncentrécié 0,035 M)

9 g VI. termékkel azonos N-szulfatdlt heparozant 85 ml
ultratiszta vizben 22 °C hdmérsékleten oldunk, é&s az oldatot
1 éran at vakuumban tartva gazmentesitjiik. Ezutédn az oldatot
erélyes keverés és nitrogénatvezetés kozben 5 N sbsavoldat-
tal 2,5 pH-ra savanyitjuk, és 2,17 ml, 100 mg/ml koncentra-
ciéja natrium-nitrit-oldatot adunk hozza. K&ézvetleniil ezutan
a pH értékét 2,5-re allitjuk vissza, és az elegy térfogatat
ultratiszta vizzel 90 ml-re egészitjiik ki (a reakcidelegy
natrium-nitrit-végkoncentraciéja 0,035 M).

Az elegyet szobahdmérsékleten 3 oran &t nitrogénaramban
keverjiik, majd pH-értékét 5 N nitronligoldattal 7,0-ra al-
litjuk, 1,8 g natrium-[tetrahidrido-bor&t]-ot adunk hozza,
és az igy kapott oldatot levegd jelenlétében 15 éran at ke-
verjiik. Ennek letelte utdn a bdérhidrid feleslegét 30%-os
ecetsavoldattal 3,5 pH-ra savanyitva elbontjuk, é&s a reak-
cibelegyet kdzben levegd jelenlétében tovabbi 15 percen at
erélyesen keverjiik, majd pH-értékét 5 N natronligoldat hoz-
zdadagolgsaval 7,0-ra &llitjuk.

A fragmentdlt N-szulfatdlt heparozént gy kildnitjik el,
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hogy az elegyhez 4-szeres térfogatd etanolt adunk, a kivalt
csapadékot centrifugadljuk, zsugoritott Biichner-t&lcséren
sz{Urjiik, etanollal mossuk, és 60 °C hémérsékleten vakuumban
szaritjuk.

fgy végiil 8,7 g terméket kapunk.

Az igy kapott "5A" sarzssz&ml N-szulfatalt heparozan
(80%-ban N-dezacetilezett szarmazék) kis molekulatdmegd lan-
cainak molekultdmeg-megoszlasat a VII. termék eldallitasaban
leirt méretkizarasos HPLC mddszerrel &llapitottuk meg.

A kromatografias profilbél levezetett eredményeket a
X. tablizatban mutatjuk be. E t&blazatban MW;, MW,, MWz, MWy

és MWg jelentése ugyanaz, mint a IV. tablazatban.

X. tablazat

Az "SA" sarzsnak megfeleld termék molekulatomeg-

megoszlasa
MWq MW» MW, MWy MWg
14 282 8999 3805 2177 1536

Az "SA" sarzsszamG N-szulfatdlt heparozan valamennyi
lanca a redukald végzddésén egy (c) altalédnos képletd cso-

portot tartalmaz, ahol G jelentése hidrogénatom.
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b 1épés: Gélszlrés

1,6 g eldz8 a_ lépésben kapott terméket 15 ml 0,5 M kony-
haséoldatban oldva gélszlirédsnek vetiink ald 5 cm x 100 cm mé-
retd Sephacryl S 200 HR oszlopon (Pharmacia-cég), amelyet
eldz8leg 0,5 M konyhasboldattal egyensulyba hoztunk. A gél-
szrést 8 ml/perc aramlasi sebességgel végezziik. Az elualast
30, egyenként 40 ml térfogatd frakcidban fogjuk fel. Vala-
mennyi frakcidbdl szarmazd heparozan hasitasi termék moleku-
latdmegét méretkizdrédsos HPLC médszerrel értékeltiik ki; e
célra a VII. termék elddllitasdban leirt mddszert és
TSK 2000 oszlopot alkalmaztunk.

Egyesitettiik azokat a frakcidkat, amelyek egyrészt
k&riilbeliil 5000 D és 7000 D kézdtti atlagos molekulatdmeggel
rendelkeztek ("5B1" sarzs), masrészt, amelyek 3500 D és
5000 D k&zdtti a&tlagos molekulatdmeglek voltak ("5B2"
sarzs) .

Az "5B1" &s "5B2" sarzsokban 1&vd, fragmentdlt N-szul-
fatalt heparozant utgy kiildénitjlik el, hogy 4-szeres térfogata
etanolt adunk hozza, a kivalt csapadékot centrifugéaljuk,
dializaljuk, és az igy kapott oldatot liofilizadljuk.

Igy véglil 0,5 g hozammal kapjuk az "5B1" sarzsnak megfe-
1eld terméket és 0,45 g hozammal az "5B2" sarzsnak megfeleld
terméket.

E két heparozan molekulatdémeg-megoszlasat méretkizarasos
HPLC médszerrel értékeltiik ki (lasd a VII. termék eldallita-
sa soran leirtakat), é&s eredményeinket a XI. tablazatban

foglaltuk 8ssze. E tablazatban az MW;, MW, MW3, MW, &s MWsg
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jelentése ugyanaz, mint a IV. tablazatban.

XI. tablazat

Az "SB1" &s "5B2" sarzsoknak megfeleld termékek moleku-

latmeg—megoszlasa

MW, MW, MW3 MWy MWs
"5B1" sarzs 9943 8051 6357 4611 2460
"5B2" sarzs 7800 6236 4088 2400 1536

c 1épés: A kis molekulatdmegd N-szulfatalt, N-dezaceti-
lezett heparozan-hasitdsi termékek O-szulfata-
lasa

840 mg "5B1" sarzsbdl szdrmazd terméket (tetrabutil-am-

ménium) -séva alakitunk 4gy, hogy eldzdleg megsavanyitott
Dowex-gyantan vezetjiik at, majd (tetrabutil-amménium) -
-hidroxiddal kdzbmbésitjlik. Az igy kapott oldatot liofili-
zdlva jutunk a (tetrabutil-amménium)-sohoz.

I. elijarés: szulfatidlas piridin/kén-trioxid komplex

alkalmazasival

420 mg N-szulfatdlt, N-dezacetilezett heparozant a fen-
tiek szerint készitett (tetrabutil-amménium)-sdja alakjaban

42 ml vizmentes formamidban oldunk (a fentebb megadott meny-
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nyiség a sévd még nem alakitott N-szulfatalt, N-dezacetile-
zett heparozénra vonatkozik). Az igy kapott oldatot 15 ml
térfogatu, 4 R molekulaszitat tartalmazé oszlopon vezetjiik
&t, majd 1,4 g piridin-kén-trioxid komplexet adunk hozza, és
a reakcidelegyet 6 6ran &t 30 °C homérsékleten tartjuk. Ezt
kdvetden 9 ml 2 M konyhasdoldatot adunk hozz&a, és 1 N nat-
ronligoldattal kodzombdsitjik.

Az igy kapott N,O-szulfatalt heparozant kétszeres tér-
fogatG etanollal kicsapjuk, centrifugaljuk, a pelletet ismét
10 ml 0,5 M konyhasdoldatban oldjuk, és kétszeres térfogata
etanol hozz&adasaval ismét kicsapjuk. A centrifugdlas utan
kapott pelletet minimalis térfogatd vizben felvesszik,

15 6ran at dializaljuk, végiil a kapott oldatot liofilizal-
juk. |

Igy 470 mg N,O0-szulfatdlt heparozant kapunk: ez az
"5Cla" sarzs. E termék jellemzdi azonosak a 4. példaban le-
irt 4. sarzsszamQ N,O-szulfatdlt heparozén jellemzdivel.

ITI. eljidrds: Szulfatdlas klér-szulfonsavval

A megmaradt 420 mg N-szulfatdlt, N-dezacetilezett hepa-
rozént - (tetrabutil-ammdnium)-séja alakjdban - 8 ml vizmen-
tes formamidban oldjuk (a fenti mennyiség a sdéva mé&g nem
alakitott N-szulfatdlt, N-dezacetilezett heparozanra vonat-
kozik). Az igy kapott oldatot 15 ml térfogatd, 4 3 molekula-
szitat tartalmazé oszlopon vezetjiik &t egy haromnyakd, ke-
rekaljid, kalcium-kloridos szaritdcsdvel ellatott lombikban,
és 346 pul vizmentes piridint adunk hozz&d. Ehhez az oldathoz

1 ml diklér-metdnban oldott 256 mg kldér-szulfonsavat folya-
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tunk nagyon lassG Utemben, erélyes keverés kdzben, gondosan
lgyelve arra, hogy a reakcidelegy hdmérséklete 35 °C folé ne
emelkedjék (a hozzdadagolas iddtartama 15 perc). Ezt kovetd-
en az oldatot 2 6ra&n &t szobahdmérsékleten keverjik, majd
10 ml 0,5 M konyhasdoldatot adunk hozz&a, és 1 N natronltgol-
dattal kozombodsitjik.

Az N,O-szulfatdlt heparozant kétszeres térfogati etanol
hozzaadasaval kicsapjuk, centrifugdljuk, és ismét oldjuk
10 ml 0,5 M konyhasdoldatban, kétszeres térfogatd etanol
hozzaadasaval ismét kicsapjuk, és centrifugdljuk. A pelletet
minimdlis térfogatd vizben felvessziik, és 15 6radn at kimeri-
t8en dializaljuk.

Az igy kapott oldat liofiliz&lasaval 430 mg terméket ka-
punk, ez az "5C1b" sarzs.

Ennek a kis molekulatdmegd N,O-szulfatdlt heparozé&nnak a

jellemzdi a XII. tadblazatban taldlhatodk.

XII. tablazat

Az "5C1b" sarzsnak megfeleld termék jellemzGi

Uronsavtartalom NHp-tarta- A dezaceti- A szulfa-
lom lezés foka talas foka

pmol /mg pmol /mg (szulfat/kar-
boxil arany)

5Clb sarzs 1,50 <0,02
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Az alabbi XIII. tablazatban foglaljuk 8ssze azon lancok
molekulatdmeg-megoszlasat, amelyek a "5C1lb" sarzsnak megfe-
1leld N,O-szulfatdlt heparozant alkotjak. A molekulatdmeg-
megoszlast a VII. termék eldallitasaban leirt mddszerrel,
méretkizarasos HPLC elemzéssel értékeltiik ki.

A XIII. tablazatban MW;, MW,, MW3, MW, és MWg jelentése

ugyanaz, mint a IV. tablazatban.

XIIXI. tablazat

Az "5Clb" sarzsnak megfeleld termék molekulatdmeg-

-megoszlasa
MWy MW, MW3 MWy MWsg
11 881 9116 7253 5513 3056

E termék 70%-ban olyan lancokbdél &4ll, amelyek molekula-

tbmege 8792 és 5900 D kozotti érték.
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Szabadalmi igénypontok

1. 1,5 x 104 és 4,0 x 106 dalton k&zdtti molekulatdmegd
lancokbdl vagy azok keverékébdl 4116 N,O0-szulfatalt heparo-
zanok, azzal jellemezve, hogy a fenti l&ncok az (I) alta-
lédnos képletd, ismétl8dd diszacharid-egységet tartalmazzak
- ahol az (I) képletben

E a fenti N,O0-szulfat&lt heparozanok diszacharid-egy-

ségeinek 0-80 szdzalékaban acetilcsoportot, mig a
t8bbi diszacharid-egységben szulfatcsoportot vagy
adott esetben hidrogénatomot jelent;

G jelentése hidrogénatom vagy szulfatcsoport -
valamint a fenti N,O-szulfatdlt heparozanok gyodgyaszati
szempontbdl elfogadhatd soi.

2. Az 1. igénypont szerinti N,O-szulfatdlt heparozanok,
azzal jellemezve, hogy diszacharid-egységeik (I) képletében
E jelentése acetilcsoport vagy szulfatcsoport.

3. Az 1. vagy 2. igénypont szerinti N,O-szulfatalt he-
parozanok, azzal jellemezve, hogy szulfat/karboxil arany-
ban (hé&nyadosban) kifejezett szulfat&lasi fokuk 1,5 és 3,0
kozotti érték.

4. Az 1. igénypont szerinti, 1,5 x 104 é&s 4,0 x 106
dalton ko6zotti molekulatdmegd ladncokbdl vagy azok Kkeveréké-
bdl 4116 N,0-szulfatdlt heparoz&nok, azzal jellemezve,
hogy a fenti lancok az (I) &ltaldnos képletd ismétlddds
diszacharid-egységet tartalmazzak - ahol az (I) képletben

E a fenti N,O0-szulfatdlt heparozénok diszacharid-egy-
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ségeinek 0-80 szdzalékaban acetilcsoportot, mig a
t8bbi diszacharid-egységben szulfatcsoportot vagy
adott esetben hidrogénatomot jelent;

G jelentése hidrogénatom vagy szulfatcsoport;

szulfat/karboxil arényban (hanyadosban) kifejezett szul-

fatadlasi fokuk 1,5 és 3,0 kozotti érték;

a fenti N,0-szulfatdlt heparozanok lancainak két, redu-

kalé é&s nem redukald végzddése: szulfatalt vagy nenm

szulfatalt uronsav-egység; szulfatdlt vagy nem szulfa-

talt gliikézamin; vagy szulfatalt vagy nem szulfatdlt N-

-acetil-gliikkézamin -
valamint a fenti N,O-szulfatalt heparozanok gybgyaszati
szempontbdl elfogadhatd soéi.

5. Az 1-4. igénypontok barmelyike szerinti N,O-szulfa-
talt heparozanok, azzal jellemezve, hogy a diszacharid-
-egységeiknek legfeljebb 60 szazalékaban van jelen acetil-
csoport.

6. Az 1. igénypont szerinti N,O-szulfatalt heparozéanok,
azzal jellemezve, hogy 0,2 umol/mg-nél kisebb mennyiségben
tartalmaznak szabad amino-(NH,) csoportot.

7. Az 1-3. igénypontok barmelyike szerinti N,O-
-szulfatalt heparozéanok, azzal jellemezve, hogy legaléabb
70 tdmegszazalékban olyan léncokbdl &llnak, amelyek moleku-
latdmege 1,0 x 105 &s 5,0 x 102 dalton kdzétt van.

8. Az 1-3. igénypontok barmelyike szerinti N,O-szulfa-
tilt heparoz&nok, azzal jellemezve, hogy legaldbb 70 to-

megsz&zalékban olyan lancokbdl &llnak, amelyek molekulatdme-
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ge 2,5 x 104 és 2,5 x 103 dalton k&zdtt van.

9. Az 1-3. igénypontok barmelyike szerinti N,O-szulfa-
t&alt heparozénok, azzal jellemezve, hogy legalabb 70 to-
megszazalékban olyan léncokbdl allnak, amelyek molekulato-
mege 2,0 x 104 é&s 1,0 x 105 dalton k&zott van.

10. N,0-Szulfatalt heparozé&ntermék, azzal jellemezve,
hogy legaldbb 70 tdmegszdzalék mennyiségben egy 1-9. igény-
pontok barmelyike szerinti N,0-szulfatalt heparozant tartal-
maz.

11. Gydgyaszati készitmény, azzal jellemezve, hogy
hatéanyagként az 1-9. igénypontok barmelyike szerinti N,O-
-szulfat&lt heparozant vagy annak gydgydszati szempontbdl
elfogadhaté valamely sb6jat a gydgyszerkészitésben szokéasos
higitészerrel, vivd- és/vagy segédanyagokkal 8sszekeverve
tartalmazza.

12. Gybgyaszati készitmény, azzal jellemezve, hogy
hatéanyagként egy 10. igénypont szerinti N,O-szulfatalt he-
parozanterméket vagy annak gybégyaszati szempontbdl elfogad-
hatd valamilyen sdéjat a gydgyszerkészitésben szokdsos higi-
tészerrel, vivé- és/vagy segédanyagokkal Osszekeverve tar-
talmazza.

13. Eljaras 70-100 tdmegszézalék 1. igénypont szerinti
N,O-szulfatalt heparozantermék eldallitdsara, azzal jelle-
mezve, hogy az aldbbi lépéssort hajtjuk végre:

- az a) lépésben egy Escherichica coli (K5) torzset te-
nyésztiink;

- a b) 1lépésben az igy kapott N-acetil-heparozént -
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adott esetben el&zetes tisztitds utén - elkiilo-
nitjlik és tisztitjuk olyan termék eldallitésara,
mely 70-100 szazalék 1,0 x 104 és 2,0 x 106 dal-
ton kdzdtti molekulatdmegld lancok keverékébdl
4116 N-acetil-heparozant tartalmaz, s amely lan-
cokra a (II) képletl, ismétlddd diszacharid-egy-
ség jellemzd;

- a c) 1lépésben az igy kapott N-acetil-heparozé&nterméket
parcidlisan dezacetilezziik, s igy 70-100% olyan
heparozéant tartalmazé terméket kapunk, amely
1,0x10% és 2,0 x 10% D k&zdtti molekulatdmegd
lancok keverékébdl all, amely léncokra a (III)
dltaldnos képletl ismétlddd diszacharid-egység
jellemzd - ahol a (III) képletben R' a diszacha-
rid-egységek 0-80%-&ban acetilcsoportot, mig a
fennmaradd diszacharid-egységekben hidrogénatomot
jelent;

a d) lépésben
teljes vagy részleges N-szulfatdlast hajtunk
végre, s igy 70-100% olyan N-szulfatalt hepdro-
zant kapunk, amely 1,0x10%4 és 2,0x10® D ké&ézdtti
molekulatdmegd lancok keverékébdl all, s amely
lancokra a (IV) altaladnos képletll, ismétldds
diszacharid-egység jellemzd - ahol a (IV) kép-
letben E a diszacharid-egységek 0-80%-aban ace-
tilcsoportot, mig a fennmaradd diszacharid-egy-

ségekben szulfatcsoportot vagy adott esetben
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hidrogénatomot jelent;
majd a fenti parcidlis vagy teljes N-szulfata-
lasi 1épés utdn parcidlis vagy teljes O-szulfa-
talasi lépést hajtunk végre;
vagy a kapott heparozadnterméket parcidlis
N,O-szulfatalasi reakcidéba vissziik, vagy a ka-
pott heparozanterméket parciélis N,O-szulfata-
lasnak, és ezt kdvetden teljes N-szulfatdlésnak
vetijlik ala, és
a fenti a), b), c) és d) lépések befejezése utan adott eset-
ben egy vagy tdbb lépésben a molekulatémegeket frakcional-
Jjuk.

14. A 13. igénypont szerinti eljaréds, azzal jellemez-
ve, hogy Escherichia coli (K5) tdrzsként a [Pasteur Inté-
zetben (Parizs, Franciaorsz&g) CNCM I-1013 letéti szamon el-
helyezett] SEBR 3282 toérzset, vagy annak spontan vagy indu-
kalt mutdnsat alkalmazzuk.

15. A 13. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemez-
ve, hogy az Escherichia coli (K5) torzs tenyésztését glice-
rinben dus tenyésztdkdzegben végezziik.

16. A 13. igénypont szerinti eljards, azzal jellemez-
ve, hogy az N-acetil-heparozén elkiilonitése és tisztitéasa
soran legaldbb egy alkoholos kicsapdsi lépést é&s legalabb
egy ioncseréld kromatografids lépést hajtunk végre.

17. A 13. igénypont szerinti eljéras, azzal jellemez-
ve, hogy az N-acetil-heparozén elkiilonitését és tisztitésat

az aldbbi lépéssorbdl a4lld eljarassal végezziik:
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aj) lépés: kicsapéas etanollal;
by) lépés: dializis;
cq) lépés: kicsapas etanollal, majd dehidratéaléas és

szaritéas;

dq) lépés: tisztitas anioncseréld kromatografiaval;

eq1) lépés: a di lépésben kapott eluatum kicsapéasa

etanollal, majd dehidratdlas, szaritéas és
orlés,
aminek soran az aj) és ci) lépések egyike elhagyhaté.

18. A 13. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemez-—
ve, hogy az N-acetil-heparozén elkilildnitését és tisztitésat
az alabbi lépéssorbdl 4116 eljaradssal végezzik:

a'q lépés: dializis;

b', lépés: tisztitas savas kdzegben, és a 3,5-1,8 pH-

értékd vizes oldatokban oldhatatlan szeny-
nyezések eltavolitasa;

c'yy lépés: kicsapas etanollal, majd dehidratdlas és

szaritéas;
d'q) lépés: alkalikus hidrolizis és dializis;
e'q) lépés: tisztitas anioncseréld kromatografiaval;
£f'q) lépés: tisztitas méretkizarasos kromatografiaval.

19. A 13. igénypont szerinti eljéréds, azzal jellemez-
ve, hogy az Escherichia coli (K5) tdrzs tenyésztésével ka-
pott N-acetil-heparozant - annak elkiilonitése és tisztitéasa
eldtt - eldzetes tisztitasnak vetjiikk ald az alédbbi lépéssor-
bél 4116 eljaréassal:

a'"q) lépés: a tenyésztés végén kapott szuszpenzid
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centrifugdléasa;

b'"q) lépés: a felililiszé érintkeztetése alkadlikus ol-
dattal;

c"q) lépés: eldszlreés;

d",) lépés: koncentralas eldre meghatdrozott kliszobér-

ték{d méretkizard membranon szlrés utjan;
és adott esetben

e",) lépés: dializis.

20. Eljaras gydgydszati készitmény eldallitasara, az-
zal jellemezve, hogy a 13. igénypont szerinti eljarassal
eldallitott, 1-9. igénypontok barmelyike szerinti wvalamely
N,O-szulfatalt heparozant vagy annak gydgydszati szempontbdl
elfogadhatd sé6jat a gydgyszerkészitésben szokdsos higité-
szerrel, vivd- és/vagy segédanyagokkal Osszekeverve gydgya-
szati készitménnyé alakitjuk.

21. Eljaréas gydgyészati készitmény elBallitéasara, az-
zal jellemezve, hogy a 13. igénypont szerinti eljarassal
eldallitott, 10. igénypont szerinti valamely N,O-szulfatalt
heparozanterméket vagy annak gydgydszati szempontbdl elfo-
gadhatd séjat a gydgyszerkészitésben szokdsos higitészerrel,
vivé- és/vagy segédanyagokkal 8sszekeverve gydgyaszati ké-
szitménnyé alakitjuk.

22. A 11. vagy 12. igénypont szerinti gydgydszati ké-
szitmény, mely a véralvadas szabdlyzédsara alkalmazhatéd.

23. Az 1. igénypont szerinti nagy molekulatdmegd,

(I) altalanos képletl diszacharid-egységeket tartalmazd lan-

cokbdl vagy azok keverékébsl &11é6 N,O0-szulfatalt heparozéanok
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alkalmazasa hasités utan olyan, kis molekulatdmegd N,O-szul-
fatalt heparozanok eldallitasara, amelyek molekulatdmege
1,5 x 104 daltonnal kisebb, 1,5 X 103 és 1,5 x 104 dalton
kozdtti érték.

24. A (IV) &altalédnos képletd N-szulfatalt heparozéanok
13. szerinti alkalmazdsa hasitas utén olyan, kis molekulato-
megd N,O-szulfatalt heparozanok eldallitasara, amelyek mole-
kulatdmege 1,5 x 104 daltonnal kisebb, 1,5 X 103 és

1,5 x 104 dalton kdzétti érteék.

A meghatalmazott:
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