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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest zastosowanie modyfikowanych polisacharydéw do neutralizac;ji
heparyny bezposrednio we krwi i innych ptynach fizjologicznych.

Heparyna, substancja odkryta przez McLeana prawie wiek temu, znajduje kliniczne zastosowa-
nie od 1937 i jest pierwszym opartym na polisacharydach lekiem, ktéry znalazt szerokie zastosowanie
w leczeniu ludzi. Heparyna jest ztozong mieszaning glukozaminoglikanéw (GAG) o wysokim stopniu
sulfonowania (posiada najwiekszg wsrdd czgsteczek biologicznych gestosé tadunku ujemnego ze
$rednio 2.7 fadunkami ujemnymi na jednostke powtarzalng, ktorg stanowig dwie jednostki glukozy),
ktéra jest wytwarzana i przechowywana w komoérkach tucznych tkanek zwierzecych (np. w jelitach
wieprzowych lub ptucach wotowych). Wykazuje bardzo silne dziatanie hamujgce krzepniecie krwi,
chociaz zaledwie jedna trzecia czgsteczek heparyny posiada wtasciwosci przeciwkrzepliwe. Jej dzia-
tanie polega na zwiekszeniu zdolnosci antytrombiny (AT) do dezaktywowania trombiny i czynnika Xa,
enzymow odpowiedzialnych za krzepniecie krwi. Dlatego heparyna jest lekiem z wyboru w sytuacjach,
w ktérych konieczne jest osiggniecie szybkiego efektu antykoagulacyjnego, np. podczas operacji chi-
rurgicznych, w szczegolnosci w celu zapobiegania tworzeniu sie skrzepow w urzadzeniach stosowa-
nych w terapii pozaustrojowej takich jak dializatory lub oksygenatory. Posiada ona réowniez wiele in-
nych zastosowan terapeutycznych, np. w leczeniu niestabilnej dusznicy bolesnej lub ostrego zawatu
serca.

Jednakze podawanie heparyny wigze sie z wieloma efektami ubocznymi, wéréd ktérych najcze-
Sciej spotykane sg krwawienia, trombocytopenia indukowana heparyng (heparin induced thrombocy-
topenia, HIT) i osteoporoza.

W zwigzku z tym czesto zachodzi potrzeba neutralizacji lub usuniecia heparyny z krwioobiegu
po uzyskaniu pozgdanego dziatania antykoagulacyjnego. Opracowano szereg metod jej neutralizacji.
Najczesciej stosowane jest podawanie siarczanu protaminy, biatka wprowadzonego do praktyki kli-
nicznej jako antagoniste heparyny prawie jednoczesnie z heparyng (Fischer, A Biochem Zeit. 278,
133, 1935) Charakteryzuje sie ono niezwykle wysoka zawartoscig aminokwasow zasadowych (takich
jak arginina, lizyna i histydyna), moggcg osigga¢ 80%. Innym polimerem stosowanym do usuwania
heparyny jest poli-L-lizyna (Ma, X., Mohammad, S.F., Kim, S.W. Biotechnology and Bioengineering
Volume 40, Issue 4, 1992, Pages 530-536), ktérg stosuje sie rowniez do wzmacniania dziatania siar-
czanu protaminy. Jeszcze innym podejsciem do problemu neutralizacji heparyny jest jej enzymatyczna
degradacja za pomocg immobilizowanej heparynazy (Kolde, H.-J., Pelzer, H., Borzhenskaya, L., Rus-
so, A., Rose, M., Tejidor, L. Hamostaseologie Volume 14, Issue 1, 1994, Pages 37-43).

Niestety, wymienione metody neutralizacji heparyny mogg same powodowac efekty uboczne.
Siarczan protaminy, je$li nie zostanie zneutralizowany lub usuniety z krwioobiegu, moze powodowaé
niepozgdane reakcje u okoto 10% pacjentéw. Mogg one by¢ bardzo powazne, a czesto nawet Smier-
telne i obejmujg nadcisnienie ptucne, niedoci$nienie tetnicze, wstrzgs anafilaktyczny, trombocytope-
nie, granulocytopenie, aktywacje ukfadu dopetniacza i uwolnienie cytokin. Neutralizacja heparyny po-
przez zastosowanie siarczanu protaminy jest niekompletna i towarzyszg jej reakcje alergiczne. Z dru-
giej strony poli-L-lizyna jest nadal do$¢ drogim polimerem.

Podjeto wiele préb skonstruowania urzgdzen do fizycznego usuwania heparyny, w wiekszosci
opartych na zastosowaniu immobilizowanej poli-L-lizyny (Joseph B. Zwischenberger, MD, Roger A.
Vertrees, BA, CCP, Robert L. Brunston, Jr., MD, Weike Tao, MD, Scott K. Alpard, MD, and Paul S.
Brown, Jr., MD, The Journal of Thoracic and Cardiovascular Surgery 1998 Volume 115, Number 3;
Zwischenberger, J.B., Tao, W., Deyo, D.J., Vertrees, R.A., Alpard, S.K., Shulman, G. Annals of Tho-
racic Surgery Volume 71, Issue 1, 2001, Pages 270-277). Urzadzenie do usuwania heparyny (HRD,
heparin removal device), opisane w powyzszych publikacjach, wtgczone jest w krwioobieg pacjenta
pozaustrojowo poprzez potgczenie zylno-zylne. Dokonuje sie w nim separacji osocza, ktére po usu-
nieciu z niego heparyny przez kontakt z poli-L-lizyng, jest zawracane do krwi pacjenta. Pomimo obie-
cujacych wynikéw eksperymentalnych, doswiadczenia z zastosowaniem tego typu urzadzen sg ogra-
niczone i jak dotgd zadne z nich nie zostato wdrozone do praktyki klinicznej. Metodg czesto stosowa-
ng w celu unikniecia komplikacji spowodowanych przez niezwigzane zwigzki bedgce antagonistami
heparyny jest ich immobilizacja na podtozach polimerowych znajdujgcych sie w urzgdzeniu do usuwa-
nia heparyny. Na przyktad protamine osadzono na matrycy otrzymanej przez naszczepienie polimeru
akrylowego na celulozie (Hou, K.C., Roy, S., Zaniewski, R., Shumway, E. Artificial Organs Volume 14,
Issue 6, 1990, Pages 436-442) lub wewnagtrz wtdkien celulozowych (Wang, T., Byun, Y., Kim, J.-S.,



PL 224 855 B1 3

Liang, J., Yang, V.C. International Journal of Bio-Chromatography Volume 6, Issue 2, 2001, Pages
133-149). Wykazano, ze przy przeptywie krwi 100 mL/min skonstruowany bioreaktor usuwat ponad
50% podanej heparyny w ciggu 10 minut. Podczas gdy szybkie wstrzykniecie protaminy u pséw po-
woduje silne niedocisnienie, zastosowanie bioreaktora zawierajgcego immobilizowang protamine nie
spowodowato zadnych statystycznie istotnych zmian w monitorowanych parametrach hemodynamicz-
nych. Inne doniesienie opisuje skuteczne usuwanie heparyny przy pomocy kulek otrzymanych z algi-
nianu i poli-L-lizyny (M. Sunil Varghese, D. Hildebrandt, D. Glasser, N. J. Crowther, D. M. Rubin, Artifi-
cial Cells, Blood Substitutes and Biotechnology, 34: 419-432, 2006).

Wiadomo, ze polisacharydy sg wykorzystywane w réznych zastosowaniach medycznych. Na
przykfad dekstran, ktéry jest polimerem glukozy o wysokim ciezarze czgsteczkowym, jest stosowany
jako ptyn krwiozastepczy. Chityna, polisacharyd pochodzenia zwierzecego, dzieki swojej biodegrado-
walnosci, nietoksycznosci, brakowi dziatania fizjologicznego, wiasciwosciom antybakteryjnym, zdolno-
Sci do tworzenia zeli i powinowactwu do biatek stosowana jest do immobilizacji enzymow. Innym za-
stosowaniem chityny jest leczenie ran. Do tego celu jest réwniez stosowany otrzymywany z chityny
chitozan. Kwas hialuronowy jest jeszcze innym przyktadem polisacharydu o bardzo licznych zastoso-
waniach medycznych. Obejmujg one na przyktad wiskosuplementacje stawéw, wygtadzanie zmarsz-
czek, nawilzanie skory. Jest to polisacharyd bardzo czesto stosowany w okulistyce, np. w zabiegach
katarakty, do przyspieszania gojenia sie rogowki i zwiekszania stabilnosci preparatéw atropiny. Zele
otrzymane z alginianu, polisacharydu otrzymywanego z glonéw morskich, sg stosowane do enkapsu-
lacji enzyméw oraz hodowli komoérek. Wiele innych polisacharydéw, np. pektyny, glukomannany, ga-
laktomannany, ksantany réwniez posiada zastosowania medyczne. Ostatnio stwierdzono, ze do usu-
wania heparyny z roztworow wodnych mozna wykorzysta¢ polimer chitozanowy usieciowany geniping
(Kamil Kaminski, Karolina Zazakowny, Krzysztof Szczubiatka, Maria Nowakowska Biomacromolecules
2008, 9(11), 3127-3132). Polimer ten stosuje sie w formie mikrosfer lub w formie filmu i w tych posta-
ciach moze by¢ potencjalnie wykorzystany w urzgdzeniach do pozaustrojowego usuwania heparyny.
Polimer w formie usieciowanych mikrosfer lub filmu nie moze by¢ jednak stosowany dozyinie, w celu
osiggniecia natychmiastowego efektu antykoagulacyjnego. W tym celu stosuje sie dotychczas siar-
czan protaminy, ze wszystkimi negatywnymi konsekwencjami opisanymi wyzej.

Celem wynalazku bylo opracowanie metody neutralizacji antykoagulacyjnego dziatania hepary-
ny w krwi i ptynach ustrojowych.

Istotg wynalazku jest zastosowanie polisacharydéw wybranych sposdrdd dekstranu lub hydrok-
sypropylocelulozy modyfikowanych kationowo za pomocg dopuszczalnych farmaceutycznie halogen-
kéw amoniowych i/albo przez szczepienie poliwinyloaming, do wytwarzania preparatu do bezposred-
niej neutralizacji heparyny we krwi i ptynach fizjologicznych u ssaka, w postaci roztworu do podawania
dozylnego i/albo roztworu do bezposredniego podawania do krwi lub ptynu fizjologicznego pobranego
od dawcy.

Korzystnie jako halogenki amoniowe stosuje sie chlorki amoniowe.

Korzystnie jako chlorek amoniowy stosuje sie chlorek glicydylotrimetyloamoniowy lub chlorek
(3-akryloamidopropylo)trimetyloamoniowy.

Korzystnie stosuje sie dekstran modyfikowany chlorkiem glicydylotrimetyloamoniowym, hydrok-
sypropyloceluloze szczepiong chlorkiem (3-akryloamidopropylo)trimetyloamoniowym, hydroksypropy-
loceluloze szczepiong poliwinyloaming, hydroksypropyloceluloze szczepiong poliwinyloaming i mody-
fikowang chlorkiem glicydylotrimetyloamoniowym.

Polisacharydy, dzieki modyfikacji kationowej, uzyskaty zdolno$¢ silnego oddziatywania z hepa-
ryng, ktéra jest polianionem, i tworzenia z nig komplekséw. Kompleksowanie heparyny prowadzi do
utraty przez nig wiasciwosci antykoagulacyjnych. Jako polimery kompleksujgce heparyne wybrane
zostaty polisacharydy ze wzgledu na ich korzystne wiasciwoéci biomedyczne — biodegradowalno$é
i nietoksycznos¢. Do polisacharydu mozna wprowadza¢ matoczasteczkowe ugrupowania kationowe
lub, alternatywnie, szczepi¢ polisacharyd polimerem zawierajgcym ugrupowania kationowe, dzieki
czemu wprowadza sie cate boczne tancuchy polimerowe zawierajgce wiele grup kationowych. Bardzo
korzystne jest potgczenie tych dwéch sposobdw modyfikacji, poniewaz stosowane do modyfikacji ma-
toczgsteczkowej zwigzki amoniowe tatwo reagujg z grupami aminowymi obecnymi w polimerze uzytym
do szczepienia polisacharydu. Przyktadowo, szczepienie poliwinyloaminy na hydroksypropylocelulozie
pozwolito na tatwg kationowg modyfikacje za pomocg chlorku glicydylotrimetyloamoniowego (GTMAC)
otrzymanego polimeru, poniewaz GTMAC fatwo reaguje z grupami aminowymi obecnymi w poliwinylo-
aminie.
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Dzieki kationowym modyfikacjom wedtug wynalazku polisacharydy uzyskaty zdolno$¢ do kom-
pleksowania heparyny, a przez to i neutralizacji jej antykoagulacyjnego dziatania.

Jako polisacharydy najkorzystniej stosuje sie dekstran i hydroksypropyloceluloze, ale mozliwe
jest takze zastosowanie innych polisacharydéw, z wytgczeniem chitozanu. Z kolei do modyfikacji ma-
toczgsteczkowej mozna uzy¢é dowolnego zwigzku amoniowego zawierajgcego grupe funkcyjng moga-
cg reagowac z grupami funkcyjnymi danego polisacharydu. Przyktadowo w przypadku GTMAC grupa
glicydylowa moze reagowac z grupami NH, chitozanu lub OH dekstranu, prowadzac do ich podsta-
wienia przez GTMAC. W ogélinym przypadku zwigzki, ktére mogg by¢ zastosowane do kationowej
modyfikacji polisacharydu mogg by¢ bardzo réznej natury, zatem reakcje modyfikowania nimi polisa-
charydu mogg byé prowadzone w bardzo réznych warunkach eksperymentalnych, ogélnie znanych
z literatury chemicznej.

Z kolei do szczepienia polisacharydu mozna uzyé dowolnego zwigzku amoniowego zdolnego
do polimeryzacji, np. polimeryzacji rodnikowej, kontrolowanej polimeryzacji rodnikowej, polimeryzaciji
z otwarciem pier$cienia, polikondensacji lub poliaddycji. Moze to by¢ np. zwigzek amoniowy zawiera-
jacy grupe winylowg lub hydroksykwas zawierajgcy grupe amoniowg. W przypadku polimeryzacji rod-
nikowej szczepienie polega na wytworzeniu rodnikéw wzdtuz tancucha polisacharydu (np. poprzez
dodanie BPO albo KMnQ,), ktére inicjujg wzrost tancuchéw bocznych w obecnosci odpowiedniego
monomeru winylowego.

Przedmiot wynalazku zostat blizej przedstawiony w przykfadach stosowania.

Przyktad 1.

Otrzymywanie dekstranu modyfikowanego chlorkiem glicydylotrimetyloamoniowym (GTMAC).

W 100 ml wody destylowanej rozpuszczono 2 g dekstranu o masie molowej 100 000 Da, na-
stepnie dodano NaOH i GTMAC w ilosci podanej w Tabeli 1. Mieszanine reakcyjng podgrzano do
60°C. Reakcje prowadzono przez 4 godziny. Roztwér zawierajgcy produkt dializowano wzgledem
wody destylowanej tak dtugo, az przewodnictwo spadto do wartosci 2 uS. Otrzymane polimery wyizo-
lowano poprzez wymrazanie pod zmniejszonym ci$nieniem. Otrzymano dwa polimery o réznym stop-
niu modyfikacji, oznaczone odpowiednio jako Dex-GTMAC-1 i Dex-GTMAC-2.

Tabela 1.
llosci katalizatora i GTMAC uzyte podczas syntezy polimerow
Nazwa polimeru Dex-GTMAC-1 Dex-GTMAC-2
llo$¢ katalizatora NaOH [mg] 400 400
llos¢ GTMAC [ml] 12 24

Dla obydwu otrzymanych polimeréw wyznaczono stopien modyfikacji na podstawie analizy
elementarnej. Wyniki oznaczania sktadu pierwiastkowego obydwu otrzymanych polimeréw przedsta-
wiono w Tabeli 2.

Tabela 2.
Sktad pierwiastkowy zmodyfikowanych dekstranéw
C% H% N%
Dex-GTMAC-1 43,605 7,223 2,02
Dex-GTMAC-2 43,61 7,29 2,86

Obliczony na podstawie otrzymanych wynikéw analizy elementarnej stopien podstawienia dek-
stranu przez GTMAC (zdefiniowany jako liczba czasteczek GTMAC przytgczonych do jednostki gluko-
zowej) wynosi 0,48 i 0,67 odpowiednio dla Dex-GTMAC-1 i Dex-GTMAC-2.

Kompleksowanie heparyny niefrakcjonowanej (UFH) przez Dex-GTMAC.

Zbadano zalezno$¢ stezenia UFH od stezenia dodanego Dex-GTMAC stosujac metode spek-
trofotometryczng opartg na zastosowaniu barwnika Azuru A. Na Fig. 1 przedstawiono zaleznos¢ ste-
zenia UFH w wodnym roztworze od masy dodanego a) Dex-GTMAC-1 i b) Dex-GTMAC-2. Obliczona
na podstawie Fig. 1 masa polimeru potrzebna do zwigzania 90% mg UFH wynosi odpowiednio 3,15
i 1,95 mg odpowiednio dla Dex-GTMAC-1 i Dex-GTMAC-2.
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Kompleksowanie heparyny niskoczgsteczkowej (LMWH) przez Dex-GTMAC-2.

Przeprowadzono analogiczne badania nad wigzaniem LMWH przez Dex-GTMAC-2. Wykazaty
one, ze zwigzanie 90% LMWH obecnej w roztworze wymaga dodania okoto 19 ug Dex-GTMAC-2. Na
Fig. 2.przedstawiono zaleznos¢ stezenia LMWH w wodnym roztworze od masy Dex-GTMAC-2.

Przyktad 2

Synteza hydroksypropylocelulozy szczepionej chlorkiem (3-akrylamidopropylo)trimetyloamo-
niowym.

W 15 ml dimetyloformamidu (DMF) rozpuszczono 1,5 g (~5 mmol) hydroksypropylocelulozy
(HPC). Roztwor odtleniono przepuszczajgc przez niego azot przez 30 minut. W analogiczny sposob
odtleniono 7,5 ml DMF, do ktérego nastepnie dodano 1,35 g inicjatora — nadtlenku benzoilu (BPO).
Roztwory potgczono w kolbie tréjszyjnej, ktéra umozliwiata przepuszczanie azotu przez ciecz znajdu-
jaca sie w naczyniu w trakcie reakcji. Po 5 minutach dodano 17,72 g (~85,75 mmoli) okoto 75% wod-
nego roztworu chlorku (3-akryloamidopropylo)trimetyloamoniowego (APTMAC). Mieszanine reakcyjng
o temperaturze 70°C mieszano przez 3 godziny na mieszadle magnetycznym ciggle przepuszczajgc
przez nig azot. Nastepnie po ochtodzeniu przeniesiono jg do tuby dializacyjnej i dializowano najpierw
przez 2 dni wobec DMF, nastepnie przez tydzien wobec mieszanin DMF/woda stopniowo zwiekszajgc
zawartos¢ wody az do osiggniecia czystej wody i przez kolejne dwa tygodnie wobec wody destylowa-
nej. Otrzymany polimer, oznaczony symbolem HPC-APTMAC, wyizolowano poprzez wymrazanie pod
zmniejszonym cisnieniem.

Wyniki przeprowadzonej analizy sktadu pierwiastkowego HPC-APTMAC przedstawia Tabela 3.

Tabela 3.
Sktad pierwiastkowy HPC i HPC-APTMAC
Procentowy udziat pierwiast coOw[%]
Polimer
C H N C/IN
HPC 53,15 8,45 0 0
HPC-APTMAC 50,33 9,078 9,29 0,18

Na podstawie zawartosci azotu w zsyntetyzowanym polimerze otrzymanej w wyniku analizy
elementarnej obliczono stopien szczepienia (DG) HPC przez APTMAC zdefiniowany jako liczba przy-
taczonych czgsteczek APTMAC na 100 jednostek glukozowych Obliczona $rednia liczba meréw
APTMAC przytagczonych do 100 jednostek glukozowych wynosi 411.

Kompleksowanie heparyny przez HPC-APTMAC.

Zbadano zaleznos¢ stezenia heparyny od stezenia dodanego HPC-APTMAC stosujgc metode
spektrofotometryczng opartg na zastosowaniu barwnika Azuru A. Obliczona na podstawie wykresu
masa HPC-APTMAC potrzebna do zwigzania 1 mg heparyny wynosi 1,20 mg. Zalezno$¢ stezenia
heparyny w wodnym roztworze od masy dodanego HPC-APTMAC przedstawiono na Fig. 3.

Badanie wielkos$ci czastek kompleksu HPC-APTMAC z heparyng przy pomocy pomiaréw DLS.

Za pomocg dynamicznego rozpraszania Swiatta zmierzono wielkos¢ komplekséw HPC-
-APTMAC z heparyng otrzymanych poprzez zmieszanie roztworu heparyny (0,2 g/l) i HPC-APTMAC
(0,6 g/l). Proporcja ta odpowiada ilosci polimeru wystarczajgcej do catkowitego zwigzania heparyny
wyznaczonej spektrofotometrycznie. Na Fig. 4 przedstawiono rozktad rozmiaréw kompleksu hepary-
na/HPC-APTMAC w roznych temperaturach. Jak wida¢ na Fig. 4 kompleksy HPC-APTMAC i hepary-
ny sa mniejsze niz kompleksy heparyny z protaming (odpowiednio 148 nm i 1300 nm), a ich dyspersja
rozmiaréw stosunkowo niewielka. Kompleksy o tak niewielkich rozmiarach sg tatwo usuwane z krwio-
biegu. W temperaturze powyzej LCST $rednica kompleksow jest tylko nieco wigksza (171 nm) niz
w temperaturze pokojowej, zatem nawet w temperaturze powyzej LCST kompleksy te sg na tyle mate,
ze moga by¢ tatwo usuwane przez organizm.

Przyktad 3

Synteza hydroksypropylocelulozy szczepionej poliwinyloaming i modyfikowanej kationowo
chlorkiem glicydylotrimetyloamoniowym

3 g hydroksypropylocelulozy (HPC) rozpuszczono w 30 ml dimetyloformamidu (DMF) i umiesz-
czono w zamknietej kolbie tréjszyjnej o pojemnosci 250 ml mieszajgc mieszadlem magnetycznym.
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Roztwor odtleniono przepuszczajgc przez 30 minut azot. Nastepnie dodano 2,7 g (11,16 mM) nad-
tlenku benzoilu (BPO) rozpuszczonego w 15 ml DMF. Po 5 minutach dodano 12,19 g (171,50 mM)
N-winyloformamidu (NVF). Temperature podwyzszono do 70°C i prowadzono reakcje przez trzy go-
dziny ciggle mieszajgc i odtleniajgc roztwér azotem. Po trzech godzinach mieszanine reakcyjng
ochtodzono i dializowano przez tydzieh najpierw wzgledem DMF, a nastepnie wzgledem wody desty-
lowanej. Otrzymany roztwér polimeru zageszczono na wyparce, nastepnie usunieto reszte wody po-
przez wymrazanie pod zmniejszonym ci$nieniem. Po wysuszeniu 460 mg otrzymanego polimeru roz-
puszczono w 40 ml wody destylowanej i umieszczono w kolbie okrggtodennej o pojemnosci 50 ml
zawierajgcej 20 ml stezonego kwasu solnego. Mieszanine reakcyjng odtleniono przepuszczajgc azot
przez 2 h. Roztwér pozostawiono na mieszadle magnetycznym na 72 godziny, po czym dializowano
wzgledem wody az do obojetnego pH. Do 50 ml dializowanego roztworu (okoto 50% catego roztworu
otrzymanego w wyniku dializy) dodano 50 mg NaOH i 5 ml roztworu GTMAC. Tak otrzymang miesza-
nine reakcyjng mieszano na mieszadle przez 24 godziny. Po uptywie tego czasu otrzymany roztwor
dializowano wzgledem wody przez 2 tygodnie.

W wyniku analizy elementarnej otrzymano sktad pierwiastkowy HPC stosowanej podczas syn-
tezy (Tabela 4).

Tabela 4.
Sktad pierwiastkowy HPC stosowanej podczas syntezy
C% H% 0%
53,147 8,455 38,398

Obliczona na podstawie skfadu pierwiastkowego liczba grup hydroksypropylowych przypadaja-
cych na jedng jednostke glukozowg wynosi 3,034.
Skiad pierwiastkowy HPC szczepionej poli(N-winyloformamidem) przedstawia Tabela 5.

Tabela 5.
Sktad pierwiastkowy HPC szczepionej poli(N-winyloformamidem)
C% H% N% 0%
49,989 8,279 2,039 39,692

Na podstawie otrzymanych wynikéw analizy elementarnej obliczono, Zze na jedng jednostke glu-
kozowa przypada 0,64 jednostek N-winyloformamidowych.

W oparciu o widma ‘H-NMR (relatywnie niewielka zmiana w skfadzie procentowym nie pozwala
postuzy¢ sie tu analizg elementarng) stwierdzono, ze stopien hydrolizy grup formamidowych naszcze-
pionych na polimerze wynosi 50%, dlatego liczba grup NH; przypadajgcych na jednostke glukozowg
wynosi 0,32. Ostateczny stopien modyfikacji czgsteczkami GTMAC grup NH, obecnych w polimerze
obliczono postugujgc sie wynikami z analizy elementarnej i przedstawiono w Tabeli 6.

Tabela 6.
Sktad pierwiastkowy HPC szczepionej poli(N-winyloformamidem) poddanej hydrolizie
a nastepnie modyfikacji GTMAC

C% H% N%
48,259 8,352 2,692

W oparciu o otrzymane wyniki obliczono, ze stopien przytgczenia czgsteczek GTMAC do grup
NH, wynosi 0,95 czgsteczek GTMAC na grupe NH,. W oparciu o wczesniejsze wyniki stwierdzono, ze
na 100 jednostek glukozowych przypada srednio 30 grup NH,, podstawionych GTMAC.

Kompleksowanie heparyny przez HPC-PVA-GTMAC.

a) Heparyna niefrakcjonowana

Badanie kompleksowania heparyny przez HPC-PVA i HPC-PVA-GTMAC przeprowadzono me-
todg spektrofotometryczng przy uzyciu Azuru A jako barwnika (Fig. 5 — widma absorpcyjne roztworu
Azuru A (c:4-10'5 mol/dm?’) w buforze PBS o pH 7,4 zawierajgcym UFH (200 ug/ml) w obecno$ci roz-
nych stezen HPC-PVA-GTMAC). Wykazano, ze w miare wzrostu stezenia HPC-PVA-GTMAC i HPC-
-PVA w roztworze heparyny niefrakcjonowanej (UFH) stezenie wolnej (nieskompleksowanej) heparyny
malato. Na podstawie widm przedstawionych na Fig. 5 obliczono zawarto$¢ wolnej UFH przy danym
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stosunku masy HPC-PVA i HPC-PVA-GTMAC do masy UFH (Fig. 6 — zaleznos¢ stezenia heparyny
w roztworze PBS od masy dodanego HPC-PVA i HPC-PVA-GTMAC w przeliczeniu na 1 mg heparyny
niefrakcjonowanej).

Obydwa te polimery powodujg wiec kompleksowanie UFH, przy czym silniej kompleksuje jg po-
limer HPC-PVA-GTMAC. llosci tych polimerédw potrzebne do zwigzania 1 mg UFH przedstawia Tabela 7.

Tabela 7.
Masa polimeru potrzebna do zwigzania 1 mg UFH
Polimer Masa polimeru potrzebna do zwigzania 1 mg UFH (mg)
HPC-PVA 4,61
HPC-PVA-GTMAC 3,64

b) Kompleksowanie heparyny niskoczasteczkowej (LMWH)

W celu wyznaczenia masy HPC-PVA-GTMAC potrzebnej do skompleksowania LMWH prze-
prowadzono analogiczne pomiary jak w przypadku UFH. Na Fig. 7 przedstawiono widma absorpcyjne
roztworu Azuru A w buforze PBS o pH 7,4 zawierajgcym LMWH (28,5 jednostki /ml) w obecnosci réz-
nych stezen HPC-PVA-GTMAC, a na Fig. 8 przedstawiono procentowg zawartos¢ wolnej LMWH
w zaleznoéci od stosunku masy dodanego HPC-PVA-GTMAC do masy LMWH obecnej w roztworze.
llos¢ HPC-PVA-GTMAC potrzebna do usuniecia 100 jednostek LMWH to 2,35 mg.

Zastrzezenia patentowe

1. Zastosowanie polisacharydéw wybranych sposrod dekstranu lub hydroksypropylocelulozy
modyfikowanych kationowo za pomocg dopuszczalnych farmaceutycznie halogenkéw amoniowych
i/lub przez szczepienie poliwinyloaming, do wytwarzania preparatu do bezposredniej neutralizacji he-
paryny we krwi i ptynach fizjologicznych u ssaka, w postaci roztworu do podawania dozylnego i/albo
roztworu do bezposredniego podawania do krwi lub ptynu fizjologicznego pobranego od dawcy.

2. Zastosowanie weditug zastrz. 1, znamienne tym, Zze jako halogenki amoniowe stosuje sie
chlorki amoniowe.

3. Zastosowanie wedtug zastrz. 2, znamienne tym, Ze jako chlorek amoniowy stosuje sie chlo-
rek glicydylotrimetyloamoniowy lub chlorek (3-akryloamidopropylo)trimetyloamoniowy.

4. Zastosowanie wedtug zastrz. 1 albo 3, znamienne tym, Ze stosuje sie dekstran modyfikowa-
ny chlorkiem glicydylotrimetyloamoniowym.

5. Zastosowanie wedtug zastrz. 1 albo 3, znamienne tym, Ze stosuje sie hydroksypropylocelu-
loze szczepiong chlorkiem (3-akryloamidopropylo)trimetyloamoniowym.

6. Zastosowanie wedtug zastrz. 1 albo 3, znamienne tym, Ze stosuje sie hydroksypropylocelu-
loze szczepiong poliwinyloaming.

7. Zastosowanie wedtug zastrz. 1, znamienne tym, Ze stosuje sie hydroksypropyloceluloze
szczepiong poliwinyloaming i modyfikowang chlorkiem glicydylotrimetyloamoniowym.
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