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DESCRIPCION

Método de determinacion de grupos especificos que constituyen las heparinas o las heparinas de bajo peso
molecular

La presente invencion tiene por objeto un método de analisis de grupos especificos que constituyen las heparinas o
5 las heparinas de bajo peso molecular.

Durante el procedimiento de preparacion de la Enoxaparina (Lovenox®) (US 5.389.618) a partir de la heparina pura,
la etapa del procedimiento de despolimerizacion alcalina en fase acuosa produce una transformacién parcial, pero
caracteristica de las glucosaminas de las terminaciones reductoras de las cadenas oligosacaridicas.

La primera etapa de esta transformacion consiste en una epimerizacion glucosamina<>manosamina (T. Toida and al,

10 J. Carbohydrate Chemistry, 15(3), 351-360 (1996)); la segunda etapa es una 6-O desulfatacion de la glucosamina
que conduce a la formacion de derivados denominados « 1,6 anhidro » (solicitud de patente internacional
WO01/29055).
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Este tipo de derivado solo se obtiene para las cadenas oligosacaridas cuya glucosamina terminal esté 6-O sulfatada.
15 El porcentaje de cadenas oligosacaridicas cuya terminacion esta modificada por un enlace 1,6-anhidro es una
caracteristica estructural de la mezcla de oligosacaridos de Lovenox y debe poder medirse.
La presente invencion consiste por lo tanto en un método de analisis de las heparinas, de las heparinas de bajo peso
molecular y mas particularmente de Lovenox.
El método de analisis segun la invencién es el siguiente:
20 La muestra que se va a dosificar se despolimeriza por accién de heparinasas, después si procede el

despolimerizado obtenido se reduce, después se efectia un analisis por cromatografia liquida de alta resolucion.
2
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El método tal como se define mas arriba por lo tanto se caracteriza en que se busca la presencia de cadenas
oligosacaridas cuya terminacion esta modificada por un enlace 1,6-anhidro (« Grupos 1,6 anhidro »).

En particular, la muestra que se va a dosificar en primer lugar se despolimeriza de forma exhaustiva con una mezcla
de heparinasas y particularmente de heparinasa 1 (EC 4.2.2.7.), de heparinasa 2 (heparin Liasa Il) y de heparinasa 3
(EC4.2.2.8.)). (Estas enzimas son comercializadas por la compafiia Grampian Enzymes). La solicitud internacional
W088/02400 describe un método de despolimerizacién de la heparina por una heparinasa y neutralizacion de la
actividad anticoagulante de la heparina contenida en una muestra sanguinea.

La invencidn tiene por lo tanto por objeto un método de analisis de heparinas o de heparinas de bajo peso molecular
para buscar la presencia de cadenas oligosacaridas cuya terminacion esta modificada por un enlace 1,6-anhidro,
caracterizado por que se efectuan las siguientes etapas :

1) despolimerizacion de la muestra por accion de las heparinasas,
2) reduccion del despolimerizado,

3) dosificacion por cromatografia liquida de alta resolucion, el método de cromatografia utilizado que es una
cromatografia por intercambio de aniones para la determinacién de los grupos 1,6-anhidro, en la que :

o se utiliza una fase mévil transparente en el UV hasta 200 nm y

o una doble deteccién a 234 nm por una parte y 202-230nm por otra parte que permite detectas
selectivamente los azucares acetilados, efectuandose dicho método tomando como sefial, para la
deteccion selectiva de los azlcares acetilados, la diferencia entre la absorbancia a estas 2
longitudes de onda (202 y 230 nm) elegidas de tal maneta que la absortividad de los sacaridos no
acetilados se anula,

y caracterizada por que los residuos 1,6-anhidro obtenidos durante la reaccién de despolimerizacion son los

siguientes :
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las heparinasas estan en forma de una mezcla de heparinasa 1 (EC 4.2.2.7.), de heparinasa 2 (heparin liasa Il) y de
heparinasa 3 (EC.4.2.2.8.)

El despolimerizado asi preparado se trata a continuacion de preferencia con una disolucion de NaBH4 en acetato de
sodio. Esta ultima operacién permite reducir especificamente las extremidades reductoras que no estan en la forma
1,6 anhidro (productos descritos en la solicitud de patente internacional WO 01/72762). Por ultimo, para poder
cuantificar los disacaridos 1 y 2 descritos mas arriba, la muestra de heparina de bajo peso molecular,
despolimerizada por las heparinasas, debe reducirse por la acciéon de un agente reductor tal como NaBHa.

3
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La invencion tiene por tanto mas particularmente por objeto el método tal como se define mas arriba, caracterizado
por que la heparina despolimerizada se reduce a continuacion.

La invencién tiene mas particularmente por objeto el método tal como se define anteriormente caracterizado por que
el agente de reduccion es NaBH,4. Se podra opcionalmente utilizar otra sal de metal alcalino de borohidruro tal como
litio o potasio.

La dosificacion de las terminaciones 1,6 anhidro se realiza a continuacion por HPLC (Cromatografia Liquida de Alta
resolucion) y en particular por cromatografia de intercambio de aniones.

El método de dosificacion segun la invencion permite diferenciar bien el Lovenox de las otras heparinas de bajo peso
molecular que no contienen estos derivados « 1,6-anhidro ». A la inversa, el método de dosificacion segun la
invencion permite asegurarse de que las heparinas de bajo peso molecular no reunen las caracteristicas fisico-
quimicas del Lovenox y por lo tanto son de naturaleza diferente.

El método de dosificacion segun la invencion puede aplicarse al procedimiento industrial en los controles de
muestras durante el procedimiento, para asegurar una estandarizacion del procedimiento de fabricacion del Lovenox
y obtener lotes uniformes.

Después de la despolimerizacion enzimatica y reduccion de las extremidades reductora, se encuentran los derivados
1,6-anhidro del Lovenox en 4 formas esenciales.

Todos los oligosacaridos o polisacaridos que comprenden el extremo 1,6-anhidro sobre la unidad disacaridica
terminal y que no poseen un 2-0 sulfato sobre el acido urénico de dicho disacarido terminal, son totalmente
despolimerizados por las heparinasas y en la forma de los disacaridos 1 y 2. Por el contrario, cuando dicho sacarido
terminal comprende un 2-0 sulfato sobre el acido urénico y esta en la forma manosamina, el derivado 1,6 anhidro se
encuentra en la forma de tetrasacarido 1 (forma resistente a las heparinasas).

El trisacarido 1 (véase mas abajo), esta igualmente presente en la mezcla. Procede de otro proceso de degradacion
que conduce a la estructura a continuacién (fenédmeno de separacion observado en la despolimerizacién quimica del
Lovenox.

OSO,Na

CO,Na
O, Na
OH
0S0,Na

NHSO,Na 0SO;Na

trisacarido 1

Los otros constituyentes de la mezcla no son caracteristicos Unicamente del Lovenox. Existen por supuesto los 8
disacaridos elementales de la cadena heparinica. Estos 8 disacaridos elementales son comercializados entre otros
por la compafia Sigma.

Se han identificado en la mezcla otros disacéaridos por el método segun la invencion: los disacaridos Allsga y AlVSgal
que tiene como origen la 2-0 desulfatacion alcalina de -1doA(2S)-GIcNS(6S)- y de -IdoA(2S)-GlcNS-que conduce a la
formacion de 2 acidos galacturdnicos. No estan presentes habitualmente en la estructura original de la heparina
(U.M. Desai et Coll. Arch. Biochem. Biophys., 306 (2) 461-468 (1993).
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Los oligosacaridos que comprenden glucosaminas 3-0 sulfatadas resisten a la escision por las heparinasas y
permanecen presenten en forma de tetrasacaridos.

En el caso de la mayoria de las heparinas de bajo peso molecular, la heparina se extrae de la mucosidad porcina, y
estos tetrasacaridos principales estan representados mas abajo. Son resistentes a la despolimerizacion enzimatica y
son el reflejo de las secuencias afines a la antitrombina Ill. Se simbolizan asi : Alla-lisgy y Alla-IVsgu. (S.YAMADA,
K.YOSHIDA, M. SUGIURA, K.SUGAHARA, K-H KHOO, H.R. MORRIS, A. DELL, J.Biol.Chem. ; 270(7), 4780-4787
(1993)
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_0SO;Na CONa

COzNa

AUA-GlcNAc—Gch—GlcNS(3S) o Alla-IVs,,

El ultimo constituyentes de la mezcla escindida por las heparinasas es la terminacién glicoserina AGIcA-Gal-Gal-Xyl-
Ser (K.SUGAHARA, H.TSUDA, K.YOSHIDA, S.YAMADA, J.Biol.Chem. ; 270(39), 22914-22923 (1995) ;
K.SUGAHARA, S.YAMADA, K.YOSHIDA,P. de WAARD, J.F.G. VLIEGENTHART ; J.Biol.Chem. ; 267(3), 1528-1533
(1992). Esté ultimo esta generalmente casi ausente del Lovenox (Véase RMN en el ejemplo 5).

NH,
0 PN
OH o COOH
OH OH OH OH
AGIcA Gal Gal Xyl Ser

Otro aspecto de la invencion se sitda a nivel del procedimiento de cromatografia utilizado para la determinacion de
los grupos 1,6-anhidro. En principio se trata de separar los diferentes polisacaridos obtenidos después de la
despolimerizacion y tratamiento con un agente reductor tal como NaBHa.

La cromatografia de intercambio de aniones (SAX) es el método separativo mas adaptado a tal mezcla compleja.

Se pueden utilizar columnas llenas de una fase estacionaria del tipo Spherisorb SAX de granulometria 5 ym y de
una longitud de 25 cm. Son utilizables todos los diametros de columna clasicos comprendidos entre Tmm y 4,6 mm.

5
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El equipo puede ser una cromatégrafo que permita la formacion de gradiente de eluciéon con un detector UV, mas
preferiblemente provisto de una barra de diodos para poder realizar los espectros UV de los constituyentes y de
registrar las sefiales complejas que resultan de la diferencia entre las absorbancias a 2 longitudes de onda
diferentes y que permitan la deteccion especifica de los oligosacaridos acetilados. Para permitir este tipo de
deteccidén, son preferibles fases mdviles transparentes en el UV hasta 200 nm. Esto excluye las fases moviles
clasicas a base de NaCl que ademas tienen el inconveniente de necesitar un cromatograma pasivado para resistir al
poder corrosivo de los cloruros. La fase movil utilizada aqui sera preferentemente a base de una disolucién de
perclorato de sodio, pero pueden utilizarse también sales de metano sulfonato o fosfato.

El pH preconizado para la separacion es de 2 a 6,5. Preferentemente, se utilizara un pH préximo a 3. Se controla por
la adicién de una sal tal como el fosfato que posee un poder tampén a pH = 3 mejor que el de los percloratos.

A titulo de ejemplo, se proporcionan a continuacion las condiciones estandar de separaciéon cromatografica:
Disolvente A: NaH,PO4 2,5 mM llevado a pH 2,9 por adiciéon de H3PO4

Disolvente B: NaClO4 1N - NaH,PO4 2,5 mM llevado a pH 3,0 por adicion de H3PO4

El gradiente de elucion puede ser el siguiente:

T=0min:%B=3;T= 40 min: %B =60 ; T =60 min : %B =80

La presente invencion tiene por lo tanto igualmente por objeto un método de andlisis tal como se define mas arriba
por separacion por cromatografia por intercambio de aniones caracterizado por que se utiliza la fase movil
transparente en el UV hasta 200nM.

La invencion tiene mas particularmente por objeto una fase mévil tal como se define mas arriba a base de perclorato
de sodio, de sales de metano sulfonato o de sales de fosfato.

Otro aspecto bastante importante se encuentra en el método de deteccion.

Se ha desarrollado un método para aumentar la especificidad de la deteccion UV. Como los polisacaridos no
acetilados tienen todos, a un pH dado, un espectro UV casi idéntico, es posible detectar selectivamente los azicares
acetilados tomando como seial la diferencia entre la absorbancia a dos longitudes de onda elegidas de tal forma
que la absortividad de los sacaridos no acetilados se anula.2

En el caso anterior, se elegira 202 nm y 230 nm como longitudes de onda de deteccién y de referencia y se anotara
la sefial 202 — 230 nm. La eleccion es por supuesto dependiente del pH de la fase mévil (pueden ser necesarios
ajustes de algunos nm para estar en lo mas 6ptimo de dichas condiciones). El detector mas adaptado a esta técnica
es el detector DAD 1100 de la compafiia Agilent Technologies. En este caso, se realizara una doble deteccion a 234
nm por una parte, y a 202-230 nm por otra parte. El principio de deteccion selectiva de los oligosacaridos acetilados
se ilustra en la figura mas abajo en la que se compara el espectro UV de un disacarido sulfatado Delta 1s con el de
un disacarido acetilado Delta 1a
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La presente invencion tiene por lo tanto igualmente por objeto un método de analisis tal como se define mas arriba
por separacion por cromatografia por intercambio de aniones caracterizado por que el método de deteccion permite
detectar selectivamente los azlcares acetilados.

La invencion tiene igualmente mas particularmente por objeto un método de andlisis tal como se define mas arriba
por separacion por cromatografia por intercambio caracterizado por que la deteccion selectiva de los azucares
acetilados se efectia tomando como sefial la diferencia entre la absorbancia a 2 longitudes de onda elegidos de tal
manera que la absortividad de los sacaridos no acetilados se anula.

La cuantificacidon de los 4 residuos 1,6-anhidro descritos mas arriba necesita una selectividad suficiente del sistema
cromatografico vis a vis todos los otros constituyentes de la mezcla. Ahora bien, los 2 disacaridos 1y 2, en general
co-eluidos, se resuelven mal con relacion a Alla, especialmente cuando este Ultimo esta presente en la forma de sus
2 anémeros a y B.

La identidad de los 2 disacaridos 1 y 2 puede verificarse facilmente porque se forman en algunas horas a
temperatura ambiente en una disolucion acuosa de Alls llevada a pH 13 por adicién de NaOH. Sin embargo, si se
utiliza la doble deteccion, los oligosacéridos acetilados AlVa, Alla, Allla, Ala, Alla-IVsgy y Alla-llsqy son facilmente
identificables.

Las causas de desdoblamiento de los picos son las formas andmeras por una parte, y en una menor medida la
epimerizacion glucosamina < manosamina parcialmente presente para Alls, Allls y Als cuando estan en posicion
terminal en la cadena oligosacaridica.

Para poder cuantificar los disacaridos 1y 2, la muestra de heparina de bajo peso molecular, despolimerizada por las

heparinasas, se reduce por la accion de NaBHa.
-, €Oy T ~ORy
HC z OH H,C
o e o) . o NaBH, OH
o] H OH~——=— H H > H
OH
CR, HN
HN ~r
R HN\R
Esta reduccion tiene como ventaja que suprime las anomerias a < B por la abertura del ciclo oligosacaridico

Anémero a + Anémero 3
terminal. El cromatograma obtenido es mas simple ya que las anomerias se suprimen y la reduccién de Alla
disminuye su retencién sobre la columna y permite una dosificacion facil de los disacaridos 1y 2.
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Los ejemplos de cromatogramas descritos en las figuras 1 y 2 a continuacion ilustran bien estos fendémenos y las
ventajas de este método.

Por ultimo, la invencion tiene igualmente por objeto los derivados sacaridicos nuevos obtenidos por la realizacion del
procedimiento de despolimerizacién y de reduccién elegidos entre el disacarido 1, el disacarido 2, el disacarido 3 y el
disacarido 1.

Los ejemplos anteriores ilustran la invencion sin tener, sin embargo, un caracter limitativo

Ejemplo 1:

La despolimerizacion enzimatica se realiza durante 48 horas a temperatura ambiente mezclando 50 pl de una
disolucion a 20 mg/ml de la heparina de bajo peso molecular que se va a dosificar, 200 ul de una disolucion 100mM
de acido acético/NaOH a pH 7,0 que contiene 2 mM de acetato de calcio y 1 mg/ml de BSA con 50 pl de la
disolucion madre de las 3 heparinasas.

La reduccion se realiza sobre 60pl del producto despolimerizado por las heparinasas afadiendo 10 ul de una
disolucion de NaBHs a 30 g/l en acetato de sodio 100 mM preparado extemporaneamente. Se apreciara que las
heparinasas se conservan a - 30°C. Las heparinasas estan en disolucién tampdn y su titulacion es de 0,5 Ul/ml
(Composicién de la disolucion tampoén : disolucion acuosa pH 7 de KH,PO4 a una concentracion 0,01 mol/l y con
adicion de suero de albumina bovina (BSA) a 2 mg/ml).

Ejemplo 2:

RMN del Disacarido 3 obtenido segun el procedimiento descrito mas arriba

Espectro proton en D,O, 400 MHz, T=298K (25°C), 6 en ppm: 3,34 (1H, dd, J=7 et 2Hz, H2), 3,72 (1H, t, J=8Hz, H6),
3,90 (1H, m, H3), 4,03 (1H, s, H4), 4,20 (1H, d, J=8Hz, H6), 4,23 (1H, t, J=5Hz, H3'), 4,58 (1H, m, H2'), 4,78 (1H, m,
H5), 5,50 (1H, s, H1), 5,60 (1H, dd, J=6 y 1Hz, H1"), 6,03 (1H, d, J=5Hz, H4")].

Ejemplo 3

RMN del Tetrasacarido 1 obtenido segun el procedimiento descrito mas arriba.

Espectro protén en D20, 400 MHz, T=298K, & en ppm: 3,15 (1H, s, H2), 3,25 (1H, m, H2"), 3,60 (1H, m, H3"), entre
3,70 y 4,70 (14H, masivo, H3/H4/H6, H2'/H3'/H4'/H5', H4"/H5"/H6", H2"/H3"), 4,75 (1H, m, H5), entre 5,20 y 5,40
(2H, m, H1'y H1"), 5,45 (1H, m, H1™), 5,56 (1H, m, H1), 5,94 (1H, d, J=5Hz, H4)

Ejemplo 4 :

RMN del Trisacarido 1 obtenido segun el procedimiento descrito mas arriba.

Espectro en D0, 600 MHz (& en ppm) : 3,28 (1H, m), 3,61 (1H, t, 7Hz), 3,79 (1H, t, 7Hz), 3,95 (1H, d, 6Hz), 4,00
(1H, s), 4,20 (1H, m), 4,28 (2H, m), 4,32 (1H, d, 4Hz), 4,41 (1H, s), 4,58 (1H, s), 4,61 (1H, s), 4,90 (1H, s ancho),
5.24 (1H, s), 5,45 (1H, s), 5,95 (1H, s).

Ejemplo 5:

RMN de AGIcA-Gal-Gal-Xyl-Ser

Espectro en D,O, 500 MHz (& en ppm) : 3,30 (1H, t, 7Hz), 3,34 (1H, t, 8Hz), 3,55 (1H, t, 7Hz), 3,60 (1H, t, 7Hz), entre
3,63 y 3,85 (10H, m), 3,91 (2H, m), 3,96 (1H, dd, 7 et 2Hz), entre 4,02 y 4,10 (3H, m), 4,12 (1H, d, 2Hz), 4,18 (1H,
m), 4,40 (1H, d, 6Hz), 4,46 (1H, d, 6Hz), 4,61 (1H, d, 6Hz) , 5,29 (1H, d, 3Hz), 5,85 (1H, d, 3Hz).

Ejemplo 6: Principio de la cuantificaciéon

En el método segun la invenciéon, se toma como hipotesis, ampliamente admitida, que todos los oligosacaridos
insaturados contenido en la mezcla tienen la misma absortividad molar, igual a 5500 mol™ L.em™.

Por lo tanto es posible determinar el porcentaje en peso de todos los constituyentes de la mezcla despolimerizada
en heparina de bajo peso molecular de partida. Para los 4 derivados 1,6 anhidro que corresponden a los picos
7,8,13 y 19, se obtienen los porcentajes en peso siguientes:
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443. (Areay + Areag)
%p/p 7+8 = 100. ;

> Mwy . Areax
545. Areas
%p/p 13 = 100.
> Mwy . Areay
1210. Areass
%p/p 19 = 100.
> Mwy . Areax

Areay, Areag, Areais y Areaig corresponden a las areas de cada uno de los picos 7,8,13 y 19. Las masas
moleculares de cada uno de estos 4 compuestos son respectivamente 443, 443, 545 y 1210. ZMwy Areay
corresponde a la relacion del area de cada pico del cromatograma por la masa molar del producto correspondiente.

Si My, es la masa medio de la heparina de bajo peso molecular estudiada, el porcentaje de cadenas oligosacaridicas
que terminan en un ciclo 1,6 anhidro se obtiene de la siguiente forma :

Las masas moleculares de los constituyentes son las siguientes :

Oligosacarido | Oligosacarido después de |Masa molecular
reduccion

1 1 741
2 20 401
3 3 734
4 21 461
5 22 461
6 23 503
7 7 443
8 8 443
9 24 503
10 25 563
11 26 563
12 27 563
13 13 545
14 28 605
15 29 1066
16 30 665
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Oligosacarido  |Oligosacarido después de |Masa molecular
reduccion

17 31 965

18 32 1168

19 19 1210

Nomenclatura de los sacaridos y correspondencia con los picos sequn las fiquras 1y 2

IdoA : acido -a-L-ldopiranosilurénico;
GlcA: : acido -B-D-Glucopiranosilurénico;
AGIcA : acido 4,5-insaturado : acido 4-deoxi-a-L-treo-hex-4-enepiranosilurénico
Gal : D-Galactosa ;
Xyl : xilosa ;
GlIcNAc : 2-deoxi-2-acetamido-a-D-glucopiranosa;
GIcNS : 2-deoxi-2-sulfamido-a-D-glucopiranosa;
2S: 2-0 sulfato,
3S: 3-0 sulfato,
6S : 6-O sulfato
1: AGIcA B1-3 Gal B1-5 Gal 14 XylB1-O-Ser
2: acido 4-desoxi-a-L-treo-hex-enepiranosilurénico-(1— 4)-2-desoxi-2-acetamido-a-D-glucopiranosil sal de sodio
3 : AGIcA B+.3 Gal B1.3 Gal B14 Xyl B1-O-CH-COOH

4: acido 4-deoxi-a-L-treo-hex-4-enegalactopiranosilurénico-(1— 4)-2-deoxi-2-sulfamido-B-D-glucopiranosa sal de
disodio

5: &acido 4-desoxi-a-L-treo-hex-enepiranosilurénico-(1— 4)-2-desoxi-2-sulfamido- -a-D-glucopiranosil sal de
disodio

6: acido 4-desoxi-a-L-treo-hex-enepiranosilurénico-(1— 4)-2-desoxi-2-acetamido-6-O-sulfo-a-D-glucopiranosil
sal de disodio

7: acido 4-deoxi-a-L-treo-hex-4-enepiranosiluronico-(1— 4)-1,6-anhidro-2-deoxi-2-sulfamido-3-D-glucopiranosa
sal de disodio (disacarido 1)

8: acido 4-deoxi-a-L-treo-hex-4-enepiranosilurénico-(1— 4)-1,6-anhidro-2-deoxi-2-sulfamido-B-D-manopiranosa
sal de disodio (Disacarido 2)

9: acido 4-desoxi-2-O-sulfo-a-L-treo-hex-enepiranosilurénico-(1— 4)-2-desoxi-2-acetamido-a-D-glucopiranosil
sal de disodio

10:  &cido  4-deoxi-a-L-treo-hex-4-enegalactopiranosilurénico-(1—  4)-2-deoxi-2-sulfamido-6-O-sulfo-3-D-
glucopiranosa sal de trisodio

10



10

15

20

25

30

35

40

ES 2398 102 T3

11: acido 4-desoxi-a-L-treo-hex-enepiranosilurénico-(1— 4)-2-desoxi-2-sulfamido-6-O-sulfo-a-D-glucopiranosil
sal de trisodio

12: acido 4-desoxi-2-O-sulfo-a-L-treo-hex-enepiranosiluronico-(1— 4)-2-desoxi-2-sulfamido-a-D-glucopiranosil
sal de trisodio

13: acido 4-deoxi-2-O-sulfo-a-L-treo-hex-4-enepiranosilurénico- (1— 4)-1,6-anhidro-2-deoxi-2-sulfamido-f-D-
glucopiranosa sal de trisodio (Disacarido 3)

14: acido 4-desoxi-2-O-sulfo-a-L-treo-hex-enepiranosilurénico-(1—  4)-2-desoxi-2-acetamido-6-O-sulfo-a-D-
glucopiranosil sal de trisodio

15: acido 4-desoxi -a-L-treo-hex-enepiranosilurénico-(1— 4)-2-desoxi-2-acetamido-6-O-sulfo-a-D-glucopiranosil-
(1— 4)-acido B-D-glucopiranosilurénico-(1— 4)-2-desoxi-2-sulfamido-3-O-sulfo-a-D-glucopiranosil) sal de
pentasodio

16: acido 4-desoxi-2-O-sulfo-a-L-treo-hex-enepiranosilurénico-(1—  4)-2-desoxi-2-sulfamido-6-O-sulfo-a-D-
glucopiranosil sal de tetrasodio

17: acido 4-desoxi-a-L-treo-hex-enepiranosilurénico-(1— 4)-2-desoxi-2-acetamido-6-O-sulfo-a-D-glucopiranosil-
(1— 4)-acido B-D-glucopiranosilurénico-(— 4)-2-desoxi-2-sulfamido-3,6-di-O-sulfo-a-D-glucopiranosil) sal de
hexasodio

18: acido 4-desoxi-2-O-sulfo-a-L-treo-hexenpiranosilurénico-(1— 4)-2-desoxi-2-sulfamido-6-O-sulfo-D-
glucopiranosil-(1— 4)-acido-2-O-sulfo a-L-idopiranosilurénico sal de hexasodio

19: acido 4-desoxi-2-O-sulfo-a-L-treo-hex-enepiranosilurénico-(1—  4)-2-desoxi-2-sulfamido-6-O-sulfo-a-D-
glucopiranosil-(1— 4)-acido-2-O-sulfo a-L-idopiranosilurénico- (1— 4)-1,6-anhidro-2-deoxi-2-sulfamido-3-D-
manopiranosa, sal de heptasodio (tetrasacarido 1)

20: acido 4-desoxi-a-L-treo-hex-enepiranosilurénico-(1— 4)-2-desoxi-2-acetamido-a-D-glucitol sal de sodio

21: acido 4-deoxi-a-L-treo-hex-4-enegalactopiranosiluréonico- (1— 4)- 2-deoxi-2-sulfamido-B-D-glucitol sal de
disodio

22: acido 4-desoxi-a-L-treo-hex-enepiranosilurénico-(1— 4)-2-desoxi-2-sulfamido-a-D-glucitol sal de disodio

23: acido 4-desoxi-a-L-treo-hex-enepiranosilurénico-(1— 4)-2-desoxi-2-acetamido-6-O-sulfo-a-D-glucitol sal de
disodio

24: acido 4-desoxi-2-O-sulfo-a-L-treo-hex-enepiranosilurénico- (1— 4)-2-desoxi-2-acetamido-a-D-glucitol sal de
disodio

25: acido 4-deoxi-a-L-treo-hex-4-enegalactopiranosilurénico- (1— 4)- 2-deoxi-2-sulfamido-6-O-sulfo-B-D-glucitol
sal de trisodio

26: acido 4-desoxi-a-L-treo-hex-enepiranosilurénico-(1— 4)-2-desoxi-2-sulfamido-6-O-sulfo-a-D-glucitol sal de
trisodio

27: acido 4-desoxi-2-O-sulfo-a-L-treo-hex-enepiranosilurénico-(1— 4)-2-desoxi-2-sulfamido-a-D-glucitol sal de
trisodio

28: acido 4-desoxi-2-O-sulfo-a-L-treo-hex-enepiranosilurénico- (1— 4)-2-desoxi-2-acetamido-6-O-sulfo-a-D-
glucitol sal de trisodio

29: acido 4-desoxi -a-L-treo-hex-enepiranosilurénico-(1— 4)-2-desoxi-2-acetamido-6-O-sulfo-a-D-glucopiranosil-
(1— 4)-acido B-D-glucopiranosilurénico-(1— 4)-2-desoxi-2-sulfamido-3-O-sulfo-a-D-glucitol) sal de pentasodio

30: acido 4-desoxi-2-O-sulfo-a-L-treo-hex-enepiranosilurénico- (1— 4)-2-desoxi-2-sulfamido-6-O-sulfo-a-D-
glucitol sal de tetrasodio
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31: acido 4-desoxi -a-L-treo-hex-enepiranosilurénico-(1— 4)-2-desoxi-2-acetamido-6-O-sulfo-a-D-glucopiranosil-
(1— 4)-acido B-D-glucopiranosilurénico-(1—  4)-2-desoxi-2-sulfamido-3,6-di-O-sulfo-a-D-glucitol) sal de
hexasodio

32: acido  4-desoxi-2-O-sulfo-a-L-treo-hexenpiranosilurénico-(1—  4)-2-desoxi-2-sulfamido-6-0-sulfo-a-D-
glucopiranosil-(1— 4)-acido -2-O-sulfo a-L-idopiranosilurénico sal de hexasodio (forma reducida por NaBHa).

Figura 1

Separaciéon cromatografica de la Enoxaparina despolimerizada por las heparinasas antes y después de reduccion
por NaBH, (Sefial en negro fino : UV a 234nm ; Sefal en negro grueso UV : 202 - 234nm)

Figura 2: Separacién cromatografica de la heparina despolimerizada por las heparinasas antes y después de
reduccion por NaBH, (Sefial en negro fino : UV a 234nm ; Sefial en negro grueso : UV: 202 - 234nm)

12
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REIVINDICACIONES

1. Método de analisis de heparinas o de heparinas de bajo peso molecular para buscar la presencia de cadenas de
oligosacaridos cuya terminacion esta modificada por un enlace 1,6-anhidro, caracterizado por que se efectiuan las
siguientes etapas :

5 1) despolimerizacion de la muestra por accién de las heparinasas,
2) reduccion del despolimerizado,

3) dosificacion por cromatografia liquida de alta resoluciéon, el método de cromatografia utilizado que es una
cromatografia por intercambio de aniones para la determinacién de los grupos 1,6-anhidro, en la que :

- se utiliza una fase movil transparente en el UV hasta 200 nm y

10 - una doble deteccion a 234 nm por una parte y 202-230nm por otra parte que permite detectas
selectivamente los azucares acetilados, efectuandose dicho método tomando como sefal, para la deteccién
selectiva de los azucares acetilados, la diferencia entre la absorbancia a estas 2 longitudes de onda (202 y
230 nm) elegidas de tal maneta que la absortividad de los sacaridos no acetilados se anula,

y caracterizada por que los residuos 1,6-anhidro obtenidos durante la reaccion de despolimerizacién son los
15 siguientes :

H
o HNSO,Na

CO,Na
o
74 0 €oNa"
OH 0o QH OH
(s
OSO,Na NHSO;Na 050,Na

20 2. Método tal como se define en la reivindicaciéon 1 caracterizado por que las heparinasas son en forma de una
mezcla de heparinasa 1 (EC 4.2.2.7.), de heparinasa 2 (heparina liasa Il) y de heparinasa 3 (EC.4.2.2.8.)

3. Método tal como se define en la reivindicaciéon 1 o 2, caracterizado por que la heparina despolimerizada por
accion de heparinasa (despolimerizado) se somete a continuacion a un agente de reduccion.

4. Método tal como se define en la reivindicacion 3, caracterizado por que el agente de reduccién es el NaBH4 o una
25 sal de metal alcalino del anion borohidruro.

5. Método tal como se define en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, caracterizado por que la fase movil
utilizada es a base de perclorato de sodio, de sales de metano sulfonato o de sales de fosfato.

6. Método tal como se define en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, caracterizado por que las 2 longitudes
de onda para la deteccion de los azucares acetilados son de 202 y 230 nm.

30
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7. Derivado 1, 6 anhidro de férmula (disacarido 1) :

O,Na HC o
7 0
OoH o OH
OH

HNSO,Na

8. Derivado , 1,6 anhidro de formula (disacarido 2) :
CO,Na HC
2

0

Zon .

O (OH NHJO,Na

OH
9. Derivado , 1,6 anhidro de férmula (disacarido 3) :

CO,Na

HC 0
o
i o
OH o) OH
ON
0SO,Na NHSO,Na

10. Derivado trisacarido de férmula :

0SO,Na

CO,Na 3
° (o)
A)H © CO,Na
O ¢on OH OH
o}
OSO,Na
NHSO,Na OSO,Na

14
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