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Nouveaux potysaccharides sulfatés, procédés pour leur préparation et leur utilisation comme médicaments.

Mélanges de polysaccharides sulfatés ayant la structure

générale des polysaccharides constitutifs de I'héparine et

dont les graupes acides sont sous forme libre ou_salifiée,
mradéﬁsé?e?ce’iu?mmﬁmﬁs desdits
mélanges ont une doubles liaison éthylenique & 'un des
bouts de la chaine et en ce que les mélanges présentent, &
{"état de sel de sodium, les caractéristiques suivantes:

- pourcentage de soufre: 93135 %

- pourcentage d’azote : 1.8825 %

- pourcentage d‘acides uroniques : 20 % &30 %

- paids moléculaire moyen en paids : 20004 10000 daltons

- pouvair rotatoire spécifique en solution aqueuse 220°C :

. 2D
a] 126°3 + 65°
D .

Ces mélanges sont utitisables comme médicaments pour {a
prévention et le traitament des thromboses et pour le traite-
ment de I'hyperlipémie.

Croyton Printing Company Lid.

a3



o~

4

(€

R i il -

P

- B TS VIR UL A= S Y

[

10

15

20

25

30

0040144

magnésium.

‘mélanges selon 1'invention présentent, & 1'état de sel de sodium,

PRSI

Les
les caractéristigues suivantes @

pourcentage de soufre : 9 %3 13,5 %

pourcentage d'azote ¢ 1,8 48 2,5%
pourcentage d'acides uroniques : 2092 30% .
poids moldéculaire moyen en poids : 2 000 2 10 000 daltons

- pouvoir rotatoire spécifique en soldtion aqueuss & 20°C :

’:{lm : +250 3 4550
D

teneurs en soufres et en azote et le pouvoir rotatoire indiqués

Les
ci-dessis ont &té déterminés par les méthades de la pharmacopés fran-

gaise, 8&me édition, monographis héparina. La tensur en acides uroni-
ques a 6té détermings par la méthode de N. BLUMENKRANTZ et al. (Analy=-
tical Biochemistry, 54, 484, 1873), Le poids moléculaire moyen en poids
a &té détermind par chraomatogrephie par perméation de gel sur gel de
polyacrylamide-agarose en se référant & des étalons consiitués par des
héparines de poids mulééulaite moyen connu, selon la méthoda de ANDERS~
SON et al. (Thrombosis Research 9,575,1976).

Les polysaccharides constitutifs des mélanges gslon 1'invention répon-

dent en particulier 2 la formule @

1

CHZ - R

dons laquelle R diésigne un atoms d'hydrogdne ou un groupe carboxyliqus,
sous forme acide ou sous forms salifide, R' désigne un groupe OH ou un
groupe sulfate, sous forme acide ou sous forme salifide, Ry désigne un
groups OH ou un groupe sulfate, sous forme acide ou sous forme salifiée,

R2 désigne un groupe sulfonate, sous forme acide ou sous forme salifiée,

~
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ou un groupe acétyle, -0- désigne un pont oxygdne, les chainons G dée
signent les chainons du type glucosamine figurant dans la structure de
1'héparine, les chainons U désignent les chalinans du type acide uroni-

que (acide D-glucuroniqus, acide L-iduronique, acide L-iduronique sul~

faté)_Figurant dans la structure de 1'héparine, at(E)est un nombre
entier de 3 8 20,

Dans la formule (I) ci-dessus, les groupes acides des polysaccharides
psuvent 8tre sous forme libre ou sous forme salifide, en particulier

sous forme de sel de sodium, de calcium ou de magnésium,

Bien que la présente invention concerne l'ensemble des mélanges téls

que définia précédemment,. elle a plus particulidremsnt pour ohjet csux

de ces mélanges qui, 3 1'état de s=al de sodium, présentent. les carac-
téristiques additionnelles indiquées pour les catégeries I, II, III

dans le tableau A ci-aprds ¢

TABLEAY A

Catégorie | Catéqoris | Catéqorie
L i paid

Poids holéculaire-moyen‘an* 8 000 a. joogcal|] 20003
poids (en daltons) 10 000 8000 | 7000 oft—
Activité anticoagulante in 130 a 160 80 & 140{ . 10 & 8¢
vitro Codax . © -
Activité in vitro anti-Xa © 130 & 180 | 120 a 250 80 & 259(__¢s
Activité in vitro A.P.T.T. 100 3 150 80 & 120 10 a 80
Rappert
activitéd in vitro anti-Xa
activité in vitro A.P.T.T, 181,35 14 a3 2310

L'activité anticoagulsnte Codex indiquée dans le tableau A a 46té déter-
minde par la méthode de la pharmacopée frangaiss, 8dme édition, monogra=-

- phie héparine. Les activités anti-Xa st A.P.T.T, indiquées dans le ta-

bleau A de méme que celles indiquées plus loin dans leg tableaux 8 et C
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plasma da bovin citraté déplaquetté de fagon & obtenir des concentra-
tions en produit 2 tester ( ou en &talon ) de O 2 4 Pg/ml.

A 100 pl de la solution ainsi réalisée on ajoute 100 p-1 de réactif _
Yautomated APTT Precibio™ (rdactif & base de phospholipides de cerveau
de lapin st de silice micronisée) et, spr2s uns incubation de 5 minutes
& 37°C, 100 p1 d'une solution agususe 0,025 M de chlorure de calcium.

On mesure le temps de coagulation 3 l'aids d'un fibromdtre Bio-Mérieux.

En tragant les courbes qui donnent le logarithme du temps de coagula-
tion en fonction de la concentration d'une part dans le cas du produit
a testar, d'autre part dans la cas de l'étalon, on ohtient deux droites.
L'activité du produit & tester, exprimée an unités internationales par
mg, est donnés par la formule :

pente de la droite relative au produit 2 tester’
173 '

. pente de la droite relative & 1'étalon

le chiffre 173 correspondant & la valeur de 1'activité pour 1s 3éme
étalon intarnational.

Toutes les activités figurant dans les tablesux A, B et C sont expri-

méss en unités intarnatlonales par mg (u.i. /mg), en se référant au
32me &talon intarnational.

Les mélanges selon l'invention sont préparés par actxon d une base mi~

nérals ou organique sur un estar d'héparine résultant de l'estétxfica-

tion partislle ou totals des groupes acids carboxylique de. l‘héparxne.
Dans cet ester lss groupes acides da 1théparine non estérifids (c'est-
d-dire les groupes sulfate acide et éventuallemsnt une partie des grou-
pes acide carboxylique) peuvent &tre & 1'état libre ou sous Porme de
sel, en particulier de ssl alcalin tel que le sel de sadium,_gg_ggi

alcalino-terreux tel qus le sel de calcium, de sel de magnésium ou dg

sel d'ammonium quaternaire A longue chaine tel que ls sel de benzé-
thonium,

Dans le cas o3 1'ester d'héparine est soluble.dans 1'eau (cas par exem-
ple ol les groupes acides non estérifigs sont sous forme de sal de so-

dium), la réaction entre l'ester ot la base peut &tre affectués dans

0|
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ltaau, & uns température de 20°C 2 80°C, la concentration molaire de
la base dans le milisu gtant de préférence comprise antre 0,1 ot 0,6.
Comme bases utilisables on peut citer les bases solubles dang l'eau et
en particulier 1thydroxyde de sodium, 1'hydroxyde de potassium, les
carbonates alcalins, la trigthylamine, la triéthyldnediamine, la qui-~
nuclidine, ls diaza=1,5 bicyclo [4.3.0 ]nonéna~5 et le disza-1,5 bi- ca
cyclo [5.4.0] undecane-S. Une fois la réaction terminés, on isole i;ﬁr
produit de dépolymérisation formé, par exsmple par précipitation par

addition de chlorure de sodium, puis de méthanol.

La. réaction sntre l'ester et la base peut également &tre effectués, an
particulier dans 1g cas ol les groupes acides non estérifidés de 1'ester
sant sous forme de sel d'ammonium guaternaire 3 longue chaina, dans un
solvant organique inerte dudit ester, tel qus par exemple le dichloro-
méthane, le diméthylformamide,hla formemide ou le tétrahydrofuranne, &
uns tempérafﬁra de préférence de 20°C a 80°C. Comme- basas utilisables
on peut citer les bases solubles dans 1s solvant utilisé et en parti-
culier le diaza-1,5 bicyclo [4.3.0] nondne-5, la quinuclidine et le
diaza-1,5 bicyclo 5.4.0.]_undechna-5. Une fois la réaction terminéa,
on isole le produit de dépolymérisation formé, dans laquel les groupes’
acide carboxylique sont encore estérifiés, & 1'état ds sel alcalin, et
1thydrolyse par une solution aqueusa ‘d'hydroxyde alcalin, en particu-
lier d'hydroxyde de sodium, au moina 1N, & basse températurs (0°Cc &~
+59C). Le produit finsl est séparé, par éxample par précipitation par
addition de chlorure de saﬁipm, puisAde méthanol.

Les ssters d'héparine utilﬁsés comme produits de- départ pour la prépe-
ration des mélangss de polysaccharides selon 1'invention peuvent Btre
des ssters noﬁ gélectifs ou sélectifs.'Par esters non sélaectifs on en-
tend dans le cadre de la présente invention des esters d'héparine dans
lesquels sont estérifids indifféremment les groupes carboxyliques dss
chainons acide D-glucuroniqus, acide L-iduranique nun'sulfaté et aci-
de L-iduroniqus sulfaté. Par esters sélectifs on entend dans le cadre
de- la présents invention des asters d'hdparine dans lesquaels sont esté-
rifids, partiellement ou totalement, soit uniquament las groupes carx-
boxyliques des chainons acide D-glucuronique, soit uniquement les grou-
pes carboxyliques des chatnons acide D-glucurcnique et acide L-idurcni-

que non sulfaté, soit encore uniquement les groupas carboxyliques des

0040144 -
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dans le premier cas et & une valeur comprise dans 1'intervelle 2-3
dans le dsuxi®me cas. Comme alceol de formuls (1X1) utilisable on
peut citer on particulier le méthanol et 1'éthanol, auquel cas on
obtient respectivement des esters d'héparine sélectifs méthylique st
dthyligue.

Les procédds selon l1'invention utilisant 1'action d'une base minérals
ou organique sur un ester d'héparine, qui sont des procédés par .
ﬂ-élimination, permettent de réaliser une dépolymérisation partislle
et contr8lée de l'héparine sans altérer sa structure générale.

Les-mélanges-de holysaccharidas sulfatés selon l'invention possddant

des activitds anticoagulante et antithrombotiqus st une activité hypo~ -

lipémiants. Pour les mélanges ds poids moléculaire. moyen suffisamment
faible (en pratique inférieur ou égal & 7 000 daltons), l'activitd an<
tithrombotique sst supérieurs 2 1'activité anticoagulante, Les mélan-

ges selon 1'invention sont peu toxiques., A titre d'exemple, lg produit
de l'exempls 9 est atoxique 3 la dase de 300, mg/kg chez le prat et la
sauris, , lorsqu'il est administrs par la voie intra-veineuse, et pré-
sente une taoxicité identique 2 celle de 1'héparine, lorsqu'il est
administré par la voie sous-cutanéa.

Les mélanges de polysaccharides sulfatés selon l'invention dans les-
quels les groupes acides des polysaccharides sont sous forme de sals
pharmaceutiquament accaptablas, en particulier sous forme ds ssl de

godium, dg_gg&gig@ ou de magnésium, sont utilisables,

en tant qu'agants
anticoagulants et antithrombotiques, pour la prévention et lg traite-

ment des thromboses. Ils sont éoalement utilisables pour las traitement

de 1'hypsrlipémia. Ils peuvent 8tre avantageusement substituds a

1'héparine pour de telles applications. En effet, administrés par voia

action que 1'hg-

perine, ce qui permet de diminuer la fréguence das injections. D'autre

part, ils provoquent moins d'effatg secondaires (effets hémorragiques)
que. 1'hdparine. )

Ils peuvent gtre administrds, en mélange avec un véhicule pharmaceu-
t;quamant acceptable, par vois intraveineuss, par veie soug-cutands,

par voie pulmonairs (1nhalation), par voie rectals, et, pour les

102
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isole 3,84 g d'ester chloro-4 benzylique d'héparine, sous forme de sel

de sodium.

On traite 2 g ds l'ester ci~-dessus par 50 ml d'une solution aqususe
0,1N d'hydraxyds da sodium 60°C, sous agitation, pendant deux heures.
Apres refroidissement et neutralisation par une solution aqueuse 0,1N
d'acide chlorhydrique, on précipite par addition ds deux volumes de
méthanol. On isole le précipité par filtration, le lave au méthanol et
le sache sous vida. On obtient ainsi 1,38 g d'héparine dépolymérisée,

sous forme de sel de sodium.

EXEMPLE &

A une solution de 5 g d'hépérinete de benzéthonium dans 125 ml de die
chloruméthane on ajoute S g de chlorure de {(nitro-4)benzyle, que I‘on
dissout par agltation. La solution est ansuite abandonnée pendant

3 jours 2 la température ambisnte, puis on éuapore le solvant sous vide
at dissout le résidu dans 75 ml de diméthylformamide. On.précipite
1'ester formé par addition de 75 ml de solution 2 10 % d'acétate de so-
dium dans le méthanol. Le précipité est recusilli par filtration, lavé
au méthanol et séché sous vide. On abtient ainsi 1,89 g d'ester nitro-4

benzylique d'héparine,sous forme de sel de sodium.

On traite 1,85 g de l'ester ci-dessus par 46 ml d'une selution aqueuse
0,1N d'hydroxyds de sodium 2 60°C, pendent deux heurss, sous agitation,
.Aprés.rgfroidiasamant, an nsutralise par addition: d'une solution aqueu~
sa’ 0,1N d'acide chlorhydrique, puis prééipite‘par addition de daux
volumas de méthanol. Le précipitd est isolé par filtration, lavé au
méthanol et séché sous vide. On ubtxant ainsi 1,13 g d'héparina déno-~
lymérisée, sous forme de sel de sodium.

A une solution de 30 g d'héparinate de benzéthonium dans 500 ml da di-

chlorométhana on ajoute‘30 g de chlorure de benzyle, que l'on dissout

par agitation. La splution est ensuite sbandonnde & température ambian-
te pendant 24 heures, puis on é&apora le solvant sous vide st reprend
le résidu par 400 ml d*éther. L'insolubie est séparé par filtration.

On obtient ainei 30 g d'ester benzylique d'héparine, sous forme de sel 1

ORI

de bsnzéthonium, Cat ester est dissous dens 200 ml ds dichlorométhane
bt thsalmid i
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contenant 8 ml de diaza-1,5 bicyclo [4.3.9.} nondne-5, On porte & reflux
pendant 3h30, puis évapore le solvant sous vide. Le résidu est dissous
dans 450 ml de diméthylformamide et on ajoute un sgal volume d*une so-

jution 3 10 ¥ d'acétate de sodium dans le mé&thanol, Le précipité est

5 recueilli par filtration et lavé au méthanol. Puls on le traite & 0°C

pendant une heura par une solution aqueuss 1N d'hydroxyde de sodium.

Aprde neutralisatien, on précipite par addition de deux volumes de mé-
e thanol. Le précipité est isolé par filtration, lavé au méthanol et sé-

‘ - ché sous vida.

10 On obtient 6,6 g dihéparina dépolymérisge, sous forme .de sel de sodium.

' EXEMPLE 8

A une solution de 10 g d'héparinete de benzéthonium dane 250 ml de di-

, chlorométhane on ajoute 10 g de chlorure de (chlo£E:2)benzyle, que 1tan
j dissout par egitation. La solution est abandonnée ?‘tampératuie ambian-
15 te pendant 24 heures, puis on évapore le solvant sbus vide., On reprend
le résidu par 200 ml d'éther et isole par filtration le précipité formé.
On obtient ainsi 10 g d'ggigr-éhlurg-d banzyliqué_d'héparinq, sous fo:—»A

- me de sel de bsnzéthonium.

' On dissout 5 g de ce produit dans 100 ml de dichlorométhans contenant
a 20 1,5 ml de diaza-1,5 bicyclo [4.3.0] nondne-5 et portes 2 reflux pandant

4 heures, Puis on évspore le solvant sous vids, reprend le résidu par
30 ml de diméthylformamide et ajoute 100 ml d'une suluti&n ai09g
dlacétate de sodium dans la,méthanoi. Le précipité'fnrmé ést isold par
filtrstion, lavéd au méthanol, puis traité par 24 ml d'une solution

25 equeuse 1N d'hydroxyde de scdium pendant une hsure 2 0°C. On neutralise

§ par addition d'une solution squeuse 1N d'acide chlorhydrique st préci-
pite par sddition de deux volumes de méthanol. On sépare le précipité
par filtration. Apr®s lavage au méthanol et séchage sous vide, on ob-

tient 1 g d*héparine dépolymérisée, sous forme ds sel de sodium.

30 EXEMPLE 9

A une solution de 30 g d'héparinate de benzéthonium dans 600 ml de di-~ .

méthylformamide on ajoute 30 g de chlorure de benzyle. Aprds dissolu-

tion, on laisse en contact pendant 60 heures 2 la température ambiants,
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fraction (1) . Poids : 15 mg A
Titre USP : 156 UI/mg
Titre YIN~-WESSLER : 190 U/mg
5 fraction (2) Poids ) : lémg <~
Titre USP : 139 UI/mg
Titre YIN-WESSLER : 520 U/mg
fraction (3) Poids : 17 mg
10 Titre USP : 56,3 UI/mg

Titre YIN-WESSLER : 1 390 U/mg

—_—— - o — — Fp— -———

fraction (4) Poids

: 40 mg
Titre USP : 7 Ul/mg
15 Titre YIN-WESSLER : 870 U/mg
fraction (5) Poids ‘ 3 1 mg
Titre USP : nul

Titre YIN-WESSLER : 150 U/mg
20

On étudie les domaines de poids moléculaire des
fractions ainsi obtenues, en particulier de la "fraction 4%
et de la “"fraction 5", & la fois par chrbmatogiaphie sur ‘
- papiér et gar Chromatographie Ligquide sous Haute Pression
25 (HPLC) et on effectue une étude éomparative en considérant
les résultats obtenus selon les mémes conditions expérimen-
tales avec un decasaccharide d‘'héparine et :
- par chfomatogpaphie sur papier, avec les pro-
duits de référence décrits dans l'article de SILVA et
30DIETRICH (SILVA M. E. et DIETRICH C.-P. , J. Biol. chem.
Vol. 250 (1975) p. 6 841 ~ 6 B46), et
- par HPLC sur gel de siiice, avec une série de
polystyrene-sodium sulfohaté% ayant des poids moléculaires
connus allant en augmentant et des échantillons g{héparine
35de poids moléculaires connus. _ . <~
la "fraction 4" apparait constituée par un oligo-
saccharide possédant moins de 8 motifs saccharidiques et
probablement pas plus de 6 motifs saccharidiques, et la
“fraction 5" d'un oligosaccharide possédant moins de 6 mo-
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Revendications de brevat

1. Mélanges de polysaccharides sulfatés ayant le structure générale

des polysaccharides constitutifs de 1'héparine at dont les groupes

acides sont sous forme libre ou salifide, caractériséds en ce que les
polysaccharides constitutifs desdits mélanges possddent une double
liaison éthylénique 2 l'une des extrémités de leur chaina et en ce
que les mélangss préséntent, 2 1l'état ds sel de sodium, les caracté-

ristiques suivantes :

-.pourcantage de soufre : 9 % & 13,5 %
- pourcentage d'azate ¢ 1,8 % & 2,5 %
- pourcentage d'acides uroniques : 20 % & 30 ¢

~ poids moléculaire moyen en poids : 2 000 & 10 000 daltons

=~ pouveir rotatoire spécifique en énlqtion aquehsglé 20°C :

20 B
o s + 25° 24550
D

2. Nélangas'selan ls revendication 1, caractdrisés en eca que les po~ v

lysaccharides constitutifs desdits mélanges répondent & 1ia formdle H

- | _CHy ~ R,
o | | -
/DH H nﬁ%c-o-u o H, OH (1)
- n
H R T H NH—R2

dans laquelle R désigne un atoms d'hydragéna uu un groups carboxyllqua
sous forme acide ou sous forms salifiée, R' désigne un groupe OH ou un
groupe sulfate, sous forme acide ou sous forms salifiés, R1 désigne un
groupe OH ou un groupe sulfate, sous forme acids ou sous forme sali-
fiéa, R désigne un groupe sulfonate, sous forme acide ou sous forms
allfiée, ou un groupe acétyle, -0- désigne un pont, oxygéne, les chai-
nons G désignent les chainons du type glucosamina figurant dans la
structure de 1'héparine, les chainons U désignent les chainons du type
acide uroniqea {acide O~glucuronique, acide L-idurcnique, acide L-idu~
ronigue sulfaté) figurant dans la structure de 1l'héparine, et n ast un
nombre entier de_g_é_gg_~les groupes acides des polysaccharides dtant
sous forme libre ou sous farme sallfléa.

s\
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3. Mé&langes selon 1l'una quelconque des ravendications 1 et 2, carac-

térisés en cs qu'ils présentent, 2 1'état do sel de sodium, les carac-

téristiques sulvantes 3

- pbids moléculaira moyen en poids ¢ 8 000 & 10 000 daltons
activité anticpagulante in vitro Codex : 130 2 160 u.i./mg

wm
1

- activité in vitro anti-Xa @ 130 & 180 u.i./mg
- activits in vitro A.P.T.T. : 100 2 150 u.i./mg

rapport activité in vitro anti-Xa :1281,5

¥

activits in vitro A.P.T.T.

4. Mélanges selon 1'une quelconque des revendications 1 et 2, cerac-

10
‘ 'térisés en ce qu'ils présentent, 2 1'état de sel de sodium, les carac=-
téristiques suivantes :
- poids moléculairs moyen en poids 3 000 & 8 000 daltons
- activité anticoagulente in vitro Codex : 80 2 140 u.i./mg
15 - activité in vitro anti-Xa : 120 2 250 u.i./mg
_ activité in vitre A.P.T.T. : B0 2 120 u.i./mg"
- rappoft activité in vitro anti-Xa. 1,423
activité in vitro A.P.T.T.
5., Mé&langes selon l'une quelconque des revendications 1 et 2, carac~-
20 térisés en ce qutils présentent, 2 1'état de sel de sodium, les carac-
téristiques suivantes :
- poids moléculsire moyen en poids : 2 000 3 7 000 daltans
- activité enticoagularite in vitro Codex : 10 2 8O u.i./mg
- activité in vitro anti-Xa : 80 2 250 u.i./mg '
25 - activité in vitro A.P.T.T. : 10 & 80 u.i./mg

repport activité in vitro anti-Xa <2310

actiyité in vitro A.P.T.T.

6. Mélange selon la revendication 5, caractérisé an ce qu'il présents,

a 1'4tat de sel de sodium, les caractéristiques suivantes :

+®
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@ Fractions oligosaccharidiques ot oligosaccharides possédant des propriétés biologliques, leurs procédés de préparation ot
leurs applications en tant que médicaments.

@ Oligosaccharidas pouvant &tre obtenus a partir d'hé- caramres
parine comportant des constituants hépariniques de poids ANOMERES

molsculaire de 2000 & 50 000. Ces oligosaccharides pos-
sédent une affinite élevée pour I'AT 1l et un titre Yin-
; Wessler élavé. Le rapport de leur titre Yin-Wessler & leur
It titre USP est d’au moins 30. lis sont constitués de chai- o
nes saccharidiques ne renfermant pas plus de huit motifs ]
saccharadiques. lls possédent un signal caractéristique 1
dans la région C-2 de résidu N-sulfate-glucosamine. lis
¥ sont doués d'activité antithrombotique et sont donc utili- \
< sables comme médicaments antithrombotiques.
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Fractions oligosaccharidigues et oligosaccharides possédant

des propriétés biologiques, leurs procédés. de préparation

et leurs applications en tant que médicaments.

10
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L'invention est relative & des fractions oligo-
saccharidiques et & des oligosaccharides possédaﬂf
des propriétés bioclogiques leur permettant notamment
de controler, -de maniére spécifique, certaines étapes
de la coagulation sanguine.

Elle concerne également leurs procédés d'obtention

et leurs applications en tant que principes actifs de
médicaments.

L'invention est plus particuliérement relative
a des oligosaccharides (et aux fractions oligosaccha-
ridiques qui les contiennent) possédant une activité
hautement sélective vis-3-vis du facteur X activé
ou facteur Xa du sang, a savoir une activité anti-
thrombotigue puissante, sans entrainer de risques
hémorragiques pour le patient. Le terme “fraction
oligosaccharidique" est utilisé dans la description
et les.revendications pour désigner un mélange
relativement homogéne de fragments ou chaines d'oli-
gosaccharides constitués par un nombre variable de
motifs saccharidiques.

Les travaux effectués par les inventeurs dans
ce domaine les ont amenés & considérer les fractions
oligosaccharidiques biologiquement actives, et les
oligosaccharides eux-mémes, tels qu'obtenus & partir
de 1'héparine.

On notera que le terme héparine est utilisé dans
la description et les revendications dans son sens
le plus large, pour désigner indifféremment une
préparation d'héparine commerciale de gqualité pharma-
ceutique ou une héparine brute telle qu'obtenue par
extractioy a partir de matériaux biologiques, en’,
particulier de tissus de mammiféres. T

Il est admis que 1'héparine est un polysaccha-
ride hétérogéne aussi bien au regard de la composition

V10
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des chaines oligosaccharidiques gqu'elle comporte que
du poids moléculaire de ces chaines. oW
’ » » Uatm aqq'
Il est egalemenﬁJgonsidere qu'elle renferme
me
principalement des motifs . d'acide 2 - O sulfate -
L ~ iduronigue et de N-sulfate - D-glucosamine *{6-0-
sulfatée ou non) et, dans une moindre mesure, des mo- -

tifs d'acide D;glucuroniqug, d'acide L—iduroniqﬁe et.

de N-acétyl-D-glucosamine (6-0O-sulfatée ou non).
618§“§ait,encm’<:re que 1l'héparine exerce son activité

anticoagulante en potentialisant l'effet inhibiteur

de l'antithrombine III (AT III),qui est une protéine

du plasma, vis-a-vis des cascades de réactions enzyma-

tiques mises en jeu au cours de la coagulation.

.Etant donné que l'héparine est capable de déprimer
simultanément un grand nombre de facteurs de la coagu-
lation intervenant dans la création et le maintien des
différentes formes d'hypercoagulabilité, son activité
n'apparait pas spécifique mais globale.

Si cette activitévantiéoagulante»s‘avére précieuse, .
elle réﬁd-toutefois Aélicat le rééquilibrage du systéme
coagulafionffibrinolyse chez les patients en traitement

-et ce,en raison -du ¢aractére global de son action. Il

s'ensuit que 1'administration (dans le but de prévenir
les risques d‘hypercoagulation, par exemple.l'apparition .
de thromboses postchirurgicales), de doses trop élevées

de médicament anticoagulant, ou l'insuffisante sélecti-~

vité de ce médicament, peut finalement &tre a l'origine.
d'hémorragies graves.

L'étude approfondie de conditions varides de dé-
polymérisation de l‘'héparine et des mélanges de dépoly-

qé£§§33325_£§531§335§ a amené les inventeurs a consta-
ter gqu'il est possible, en opérant dans certaines

conditions, d'obtenir des mélanges renfermant des oli-
gosaccharides possédant de précieuses propriétés anti-
thrombotiques.

Ces oligosaccharides sont plu%‘

satisfaisant que 1'héparine en ce qui concerne la

spécifité de leur activité. Ils sont plus particulieé-

W
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rement capables d'augmentef l'activité spécifique de
1'AT III vis-a-vis d'un nombre plus réduit de facteurs
de la coagulation, P1“§—§99EiElETSEE_XiE:E:ZEE—QE—gégl
Eggg_ég‘ég_gggg. Plus spécialement, les inventeurs ont
constaté que de telles fractions et ollgosaccharldes

possédent une faible activité anticoagulante globale
telle que, mesurée selon la méthode USP. En consé-
quence, il apparait que le rapport de leur activité
anti-Xa, exprimée en unités Yin-Wessler et de leur
titre USP est élevé: il est en effet au moins égal a 30.

On rappelle que l'activité Yin-Wessler est plus
spécialement représentative de l'aptitude des frac-
tions actives & potentialiser l'inhibitioﬁ du facteur
Xa du sang par 1'AT III dans le test correspondant
et le titre USP du pouveoir des fractions actives a
inhiber la coagulation totale du sang ou du plasma.

Le titre Yin-Wessler est mesuré selon la méthnde
décrite par ces auteurs dans J. Lab. Clin. Med . .
1976,-81, 298 a 300 et le titre U.S.P. selon la
méthode décrite dans "Pharmacopea of the United
States of America", pages 229 et 230 (voir également
le deuxiéme supplément U.S.P.-NF, page 62 et le qua-
triéme supplément U.S.P., page 90, intitulé respecti-
vement "Drug substances'" et "Dosage Forms").

D'une maniére inattendue, il est ainsi apparu
que cette activité spécifique anti-Xa souhaitée se
retrouvait dans les chgines oligosaccharidiques
courtes, & savoir celles ne renfermant pas plus de
8 motifs, pouvant étre isolées des mélanges de dépoly-
mérisation en ayant recours a certaines opéfations
de purification réalisédes dans des conditions déter-
minées.

On notera que le terme “"motif saccharidiqué}
tel gu'utilisé dans la description et les revendica-
tions désigne les monosaccharides contenus dans les
chaines de l'héparine.

En outre, selon un aspect de grand intérét,

nz
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1'étude de ces fractions et oligosaccharides par
les inventeurs a montré que cette activité anti-Xa,
telle que mesurée par le test Yin-Wessler, était

significative d'une activité anti%ﬁrombotique in vivo. L.
R Prver
L'invention vise donc a fournir de nouVefux
onhsiiv

oligosaccharides et les fractions qui les renferment,
possédant une activité anti-Xa élevée et présentant
& 1'égard du facteur Xa une sélectivité remarquable
dans le cadre des réactions enzymatiques successives
qui caractérisent le processus de coagulation. '
Elle vise également & fournir des caractéristiques
de structure de ces oligosaccharides.
Elle a également pour but de fournir un procédé
d'obtention de ces fractions, de mise en oeuvre aisée.
L'invention a, en outre,pout but, de fournir des
principes actifs de médicaments, et les médicaments

eux-mémes, capables notamment d'inhiber le facteur
Xa selon un degré de sélectivité élevé alors que leur’
activité-sur la coagulation globale peut étre maintenue

4 un niveau trés faible. Ces médicaments sont avanta-

geusement utilisables pour des traitements antithrom-

botiques sans entrainer de risques hémorragiques.

Les fractions évoquées ci-dessus sont du type de
celles pouvant étre obtenues par un procede qui comprend
les étapes de :

- mise en contact de l’heparine (ou de fractioms hépa~
riniques) possédant une actzvite anticoagulante et
ayant des chaines de poids moléculaire d'environ
2.000 a environ 50000, avec un aQent capable de

dépolymériser ou de fragmenter les chaines héparini-
ques, les conditions utilisées pour réaliser cette
étape étant ajustées de maniére a obtenir un -mélange
de dépolymérisation contenant des fragments. ou
chaines oligosaccharidiques constitués par 8 motifs ‘
au plus, mais possedant cependant une activité

anti-Xa (Yin-Wessler), et comprenant une séquence

constituée de moins de B motifs, cette séquence
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dtant responsable dans une large mesure de l'activité

spécifique anti-Xa des produits ;

- 1le traitement du mélange de dépolymérisation pour sépa-

rer au moins la majeure partie des chaines oligosaccha-

ridiques définies ci-dessus, ce traitement comprénant

avantageusement, a} le contact du mélange de dépoly-
mérisation avec de 1'AT III pour séparer sélectivement
au moins la majeure partie, avantageusement pratique-
ment la totalité des oligosaccharides possédant une
séquence ayant une structure spécifique, nécessaire
pour reconnaitre 1'AT III et se lier a cette derniére

b) 1'élimination des produits non désirés ;° Lo

c) la récupération des produits désirés.

Lesdits oligosaccharides peuvent eétre caractérisés
par le fait qu'ils possédent une structure spécifique
capable de se lier & 1'AT III. Ils possédent une activité
anti-Xa supérieure a celle de 1l'héparine et une activité
anticoagulante globale trés faible.

Les produits possédant une affinité pour 1'AT III,
tels qué'récupérés-é partir du procédé défini ci-
dessus, sont soumis a une ou plusieurs étapes afin de
séparer séledtivement les oligosaccharides a chaines
courtes définis ci-dessus.

Cette séparation est avantageusement obtenue par
fractionnement du mélange des produits élués possédant
une affinité pour 1'AT III, 'selon leur poids moléculaire
et/ou leur densité ionique, puis par récupération des
fractions désirées.

En variante, on peut réaliser le fractionnement
directement sur le mélange de dépolymérisation.

A ce stade, les fractions comprenant des chaines
oligosaccharidiques courtes, avantageusement les oligo-
saccharides per se, peuvent &tre isolés. Les fractions,
le cas échéant les oligosaccharides, possédant une*
affinité élevée pour 1'AT III, sont ensuite séparées

en ayant recours a une étape comprenant la mise en
contact de ces fractions avec de 1'AT III comme indigué
ci-dessus.
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des motifs N-sulfate-glucosamine et N-acétyl-glucosamine.

Certains oligosaccharides de l'invention apparaissent

ainsi caractérisés par la preésence d‘un motif N-acétyl-D-
glucosamine pour deux motifs N—sulfate—glucosamingz
5 D'autres oligosaccharides sont caractérisés par
la présence d'un motif N-acétyl-D-glucosamine pour trois
motifs N-sulfate-D-glucosamine. !
Un oligosaccharide de ce type est constitué par
1 un octasaccharide correspondant a celui présentant la

< 10 ([séquence suivante ABCDEFGH.
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Dans cette formule, R représente un atome d'hydrogéne

‘ 3"
Un autre octasaccharide posséde la séquence
ABGHCDEF. “
5 Des hexasaccharides actifs de 1'invention compren-

nent également des motifs parmi lesdits motifs A,B,C,E et

ou un groupe sulfate SO

H. L'un de ces hexasaccharides posséde la séquence
ABCDEF.
Un autre hexasaccharide posséde la séquence
o 10 CDEFGH oll C est un acide uronicue insaturd.

Encore un autre hexasaccharide posséde la séquence
CDEFGH (ol C est un résidu d'acide iduronique) .
D'autres oligosaccharides actifs sont des penta-

saccharides, en particulier celui possédant la structure
il 15 DEFGH.

I
]
1.

f Des chaines oligosacchafidiques plus courtés, encore
: biologiquement actives, font également partie de 1'in-
I vention.

L'invention vise également les sels pharmaceutiquement
20 acceptables 'de ces oligosaccharides.

L'invention vise également un procédé d'obtention

des fractions et oligosaccharides évoqués ci-dessus,

comportant la dépolymérisation de 1'héparine et le trai-

tement du melange de dépolymérisation résultant afin d'en

25 séparer les fractio%s riﬁiﬁﬁpaﬁgcf?ghggigosaccharides oconsti-
tuds au plus par - huit motifs saccharidiques (avanta-

" geusement ces oligosaccharidgs eux-memes) possédant

une affinité pour 1'AT III , une activité anti-Xa (Yin-

X, - Wessler) elevée et un titre USP trés faihle.

- 30 L'étape de dépolymérisation est réalisée ‘dans des condi-

) tions ménagées afin de ne pasdégrader complétement les chaines
oligosaccharidiques et & conserver les motifs responsa-
bles, dans une large mesure, de l'activité anti—Xé.

-

(Yin-Wessler) . .
35 De préférence, les conditions de dépolymérisation

du procédé défini ci-dessus sont ajustées de maniére

& conserver le pouvoir d'au moins une partie des

oligosaccharides résultants d'étre retenus spécifique-

ment sur de 1'AT III immobilisée.
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(1) Poids. e 15 mg :
Titre USP : 156 UI/mg
Titre YIN-WESSLER : 190 U/mg
(2) Peids : iémg - . :
Titre USP : 139 UI/mg
Titre YIN-WESSLER : 520 U/mg
(3) Poids : 17 mg
Titre USP : 50,3 UI/mg
Titre YIN~WESSLER : 390 U/mg
(4) Poids : 40 mg
Titre USP : 7 UI/mg
Titre YIN-WESSLER : 870 U/mg
(5) Poids A : 1 mg
Titre USP 2 nul
Titre YIN-WESSLER : 150 U/mg

On étudie les domaines de

poids moléculaire des

i fractions ainsi obtenues, en particulier de la “fraction 4"
et de la "fraction 5", & la fois par chrbmatogfaphie sur '
papiér et ;ar Chromatographie Liquide sous Haute Pression
25 (HPLC) et on effectue une étude éomparative en considérant

les résultats obtenus selon les mémes conditions expérimen-

tales avec un decasaccharide d‘'héparine et :

- par chfomatog;aphie sur papier, avec les pro-
duits de référence décrits dans l'article de SILVA et

30DIETRICH (SILVA M. E. et DIETRICH C.-P.

Vol. 250 (1975) p. 6 .841 - 6 846), et

- par HPLC sur gel de siiice, avec une série de

polystyrene-sodium sulfonates ayant des poids moleculalres

, J. Biol. chem.

connus allant en augmentant et des échantillons d'heparine
3s5de poids moléculaires connus.

‘.-

la "fraction 4" apparait constituée par un oligo-
saccharide possédant moins de 8 motifs saccharidigques et
probablement pas plus de 6 motifs saccharidiques, et-la
“fraction 5" d'un oligosaccharide possédant moins de 6 mo-

'3
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1.~ Fractions oligosaccharidiques, possédant une activité
anti-Xa (Yin-Wessler) du type de celles pouvant etre ob-
tenues par un procédé gqui comprend les étapes de : -

- mise en contact de l'héparine‘(ou des fractﬁbns
hépafiniques) possédant une activité anti-éSégulan~
te et comportant des chaines d'un poids moléculaire
d'environ 2000 & 50 000, avec un agent capable de
dépolymériser ou fragmenter les chaines héparini-
ques, les conditions utilisées pour réaliser cette

. étape étant ajusté%%/%a%giggir un mélange de dépo-
lymérisation qui contient des fragments ou chaines
oligosaccharidiques constitués par huit motifs au

- plus, possédant c¢ependant une activité anti-Xa
(Yin-Wessler) et comportant une séquence constitude
par moins de huit motifs, cette séquence étant
responsable, dans une large mesure, de l'activité
spécifigue anti-Xa des produits ;

- le traitemgnt du mélange de dépolymérisation afin

de-séparer au moins la majeure partie des chaines

- oligésacchéridiqueS’définies ci-dessus, ce traite—
ment'cbmprenant avantageusement
a) le contact du mélange de dépolymérisation avec
del’ATIII pour adsorber ou retenir au moins la ma-
jeure parfie, avantageusement pratiquemént la to-
talité des oligosaccharides possédant une séquence
ajant une structure spécifique vis & vis delATIII,
b) 1'élimination des produits hon désirés, )
c) la récupération des produits désirés : et les
sels pharmaceutiquement acceptables de ces frac-
tions. '

2. - Fractions 6ligosaccharidiques selon la revendica-

tion 1, caractérisées par le fait que -

les produits possédant une affinité pour 1'ATIII ép une
activité .anti-Xa,tels que récupérés a partir du p£oéédé
mentionné ci-dessus, sont sogmis 3 une ou plusieﬁfé-
étapes afin de séparer les oligosaccharides actifs &
chaines courtes définis ci-dessus, et avantageusemeﬁf
sont fractionnés par exemple par gel perméation selon



10

15

20

30

35

39 | 00270889

leur poids moléculaire et/ou leur densité ionique, les
fractions désirées étant ensuite récupérées.

3.—- Fractions oligosaccharidiques selon la revendica-
tion 1, caractérisées par le fait que dans ledit., pro-
cédé le mélange de dépolymérisation est fractionn® avant
d'etre mis en contact avec 1'ATIII. )

4, - Fractions.oligosacchafidiques selon 1l'une quelcon-
que des revendications 1 & 3, caractérisées par le
fait que dans ledit procédé le matériau héparinique est
dépolymérisé par voie chimique, en particulier avec de
l'acide nitreux, HNO2, en milieux aqueux, ce qui en-
traine la formation de chaines saccharidiques courtes
contenant a leur extrémité réductrice un groupe
2,5-anhydromannose, ou par voie enzymatique évantageu—
sement avec une héparinase hautement purifiée, plus
spécialement une héparinase d'origine bactérienne, ce
qui entraine la formation de chaines saccharidiques
courtes terminées a leur extrémité non réductrice. par
un acide uronique ¥R insaturé. . ‘
5, - Oligosaccharides.tels que ceux obtenus dans les
fractions selon l'une quelconque des revendications 2
ou 3, ou leurs sels pharmaceutiguement acceptables,
caractérisés par le fait qu'ils possédent une affinité
pour l1'ATIII, une activité anti-Xa supérieure a celle
de l'héparine et une activité anti-coagulante globale
trés faible, quiline sont pas constitués par plus de
huit motifs saccharidiques et qguiik comportent une sé-

quence qui ne posséde pas plus de huit motifs sacchari-

dique et est responsable, dans une large mesure, de
leur activité spécifique anti-Xa, cette séquence possé-
dant une structure spécifique nécessaire pour recon-
naitre 1'ATIII et se lier a 1'ATIII.

6. - Fractions oligosaccharidiques selon 1'une d§§1~
conque des revendications 1 & 4, et oligosaccha;ides
selon la revendication 5, caractérisés par le fiit
qu'ils possédent un titre Yin-Wessler et un titre

USP qui sont dans un rapport gd'au moins 30, de préférence

dtau moins 100.

U9
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7. - Fractions oligosaccharidiques ‘selon 1'une quelconque des

revendicationslab et 6 et oligosacchérides selon la re-
vendicationSoué caractérisés par le fait qu'ils possédent
une activité anti-Xa dix fois supérieure & celle,de.

L
1'héparine,qui peut-8tre supdrieure @ 100 ui/mg, avartageu~
A ————— e .

‘sement supérieure a 700 ou méme & 1000 ou 1200 et

peut atteindre 2000 ui/mg ou plus.

8. - Oligosaccharides selon 1'une quelconque des reven-
dications 5 a 7, caractérisés par le fait qu'ils con-
tiennent un résidu N-sulfate-D-glucosamine avantageuse-
ment 3-0 sulfaté (F). ’
9. - Oligosaccharides selon 1l'une quelconque des reven-
dications 5 & 8, caractérisés par le fait qu'ils con-
tiennent un résidu N-acétyl—D—glucoSamine (D) et/ou un
résidu acide D-glucuronique (E) et/ou un résidu d'acide

2-0-sulfate~L-iduronique (G) et/ou un résidu N-sulfate-
D-glucosamine (H).

10.~ Oligosaccharides‘selon 1'une quel%anue des re-
vendications 5°& 9, caractérisés par le fait gu'ils’
contiennent un.motif acide 2-O-sulfate, 4,5-insaturé
uronique (A). et/ou un motif N-sulfate D-glucosamine

(B) et/ou un‘motif acide L-iduronique (C).

11. - Oligosaccharides selon l'une quelconque des re-
vendications 5 & 10, caractérisés par le fait qu'ils
contiennent un résidu N-sulfate-D-glucosamine & leur
extrémité réductrice, ce résidu étant sulfaté ou non
en positions 3 et/ou 6. -
12, - Oligosaccharides selon l'une quelconque des re-
vendications 5 & 11, contenant tous les résidus définis
ci-dessus, caractérisés par la présence d‘environ
une~moléculé$ﬁ—acétyl-glucosamine par chaine oligosac-
charidique et/ou un motif N-acétyl-D-~glucocamine pour
deux ou trois motifs N-sulfate-glucosamine.  °

-~
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