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Anexos

Comprobante de pago de la tasa de presentacién de la solicitud por $ 483 000 oo
Comprobante de pago por revindicacion de pnondad

Documento que acredrta la existancia y representacidn legal cuando el solicitante sea persona
juridica

Poderes si fuere el caso

Documento de cesidn del inventor al solictante o a su causante

Declaraciones

Copia de la solicitud internacional (Resumen descnpcién remndicaciones dibujos)
Traduccién de la solicitud intemacional al castellano (Resumen descnpcién reivindicaciones
dibujos)

Copia del examen preliminar efectuado por la IPEA.

Traduccién del examen preliminar efectuado por la IPEA

De ser ol caso copia del contrato de acceso

De ser el caso documento que acredite la icencia o autonzacién de uso de conocimientos
tradicionales de las comunidades indigenas

De ser el caso certificado de depdsito del material biolégico

Arte final 12x12

De ser el caso informacién sobre otras solicitudes de patente o titulos obterudos en el
extranjero por el mismo titular o su causante relacionadas parcial o totaimente con [a iInvencién
de esta sohcitud
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DOCUMENTOS ANEXOS
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saigné (s)/Yo (nosotros) abayw firmada (9) 424s4
A J¢Is
résidant (s) /donuciliado (s) en _Antony, EFrance
r el presants nom ELIER, tpa. 532, cet instrument désigne 3 GERMAN CAVELIER, tpa. 832,
N PERDOM! P: FERRER & ZALO PERDOMO tpa 831 EMILIO FERREI!B
31929 y LUZ CLEMENCIA DE PAEZ, tpa. 23555 damicil 31929 et LUZ CLEMENCIA DE PAEZ, tpa. 23555 domiciliés &
enla 4* N*72-35 Bogotd Colombla en obedecimiento a Bogota, Colomble Carrera 4* N® conformément mu
lo dispuesto en e} parigrafo 1° del Articulo 543 del Cédigo de paragraphe 1 de | Artlcle 543 du Code de Commerce le premier
Comerclc el pHmsro como princlpal y los demds como comme prmdgd et les autres comme supplésnts dans leur
smiplentes en su orden, como mis (nuestros) representantes en ondre, comme (mes) (nos) représentants dans toules les affalres
os los asuntos de propledad industrial con facultad para concernant la propridid Industrislle ayant la faculté de recevalr
racibir notificacionss 'y nombrar spodersdos judiclales o les notifications et de nommer des Mandataires judicisires ou
extrajudiciales. El primer representante suplente resmplazard al extrajudiciaires. La premier représentant suppléant remplacera
sn caso ds sussncia o impedinento temporal o ) pal on cas d absence ou d empechement tempomire ou
definitivo de aquél La misma regla se aplicard cuando el définitif de celul-ci La meme rigle sema lqukluh quand I
segundo reprasentante suplente haya de resmplazar al primero faudra que ls deuxlidme représentant suppléant remplace le
el tercero sl segundo En tales casos ‘el representante premier ou le trolsléme au deuxdime Duns ces cas, le
ipal, 0 el pnmero o segundo suplente ¢n su caso o ambos, repriseniant pnncipal ou le premier oy le deuxlime suppléant
declararin su intenclon de no ejercer la representaclén dans leur cas, ou les deux, déclareront leur intention de ne pas
mediante declaraclén autenucada por Notario Piblico en axercer la ntantion moyennant déclaration devant
Colombla. o por Notario u «tro Funclonario Piibhco o Cénsul Notire Public en Colomble, ou ar devant Notaire ou tout
de Colombia, en €l extrunjero y a1 se tratare de impedimanto sutre Fonctionnalre Publle ou Consul de la Colomble
con o] certificado rey ive S| alguno de los nombrados faltare ré r ot ¥ll agglealt d'empechamant, avec le certificat
definitivamante, sl siguiente tomaré su lugar Cuando cesare la respectif St un des nammds venait i manquer défininitivement
ausencia o lmpedimento del representante principal, o de su le sulvant prendm sa placs. Quand Yabsence ou F'empecheament
] o suplentes, en su caso "podrin ejercer la du représentant princpsl, ou de son premisr ou second
representacién, en au orden, uno u otros segun el caso, supliant dans leur cas, qurm ceettd, lla powsront exercer leur
asumiéndola por i solo hecho de ejerceria, cesando en ese reprisentantion dans leur ordre Yun ou les autres, sulvant le
monwnto el eercicio de la representacion por ¢ primero cas, lassumant par le seul fat de Fexercer cessant A cv
segurdo o tercer suplente «n su caso moment }A Texercice de la reprisentation par le premler
- ' dewdime ou troisléme suppleant dans leur cas.
Adexiks, conflero (confenmos) poder a los abogados arriba
nombrados 4 obtener la proteccién de pu (nuestra) Par alllsurs je (nous) octrol (octroyons) povoulr aux avocats
propiedad industrial y contra la competencia desleal, a cuyo cl-avant mentionds pour obtenir la protection de ma (notre)
sfecto sutorizo (amos) a los dichos apuderados para que me propriété indusiriells #t contre Ia concurrence déiovale, b crt
{nos) represeniten ante cualesquiera entidades o personas, I“lt autorisetons) les dits fondés de pouwvolr & me (nous)
ejerzan o no. jutisdiccion es Imente ante las del orden raprisenter devant toutes entités ou personnas, avee ou sans
administrativo  contencioso-sdministrativo y judiclal, asl como n, particulibrement devant celles de Fordre
los tribunales de arbitamento en todo lo concerniente a los admunisiratil contentieux-administratif et judiclaire alnsi que
sigulentes asuntos a) Obtencién de patentes de invenclén, devant les Tnbunaux d Asbltrage pour tout ce qui concerne Jas
madelos de utilidad y disefios industriales el registro de marcas affaires sulvantes: a)lobtention de brevets d invention
de fibrica, colectivas defensivas de serviclo lemas comerclalas, modiles d utilid dessirs iIndustriels, le dlE:& de marques de
nombres comerciales, ensefins v denoounaciones de origen, su fabnque collectives  défensives de service, slogans, noms
novacidn, traspaso cambic de nombre o domicilio, commaerciaux. enveignes et denominatiorn dongine leur
lacldn voluntaria, y el teglatra de Licenclas de uso de esoa renouvellement transfert changement de nom ou domidle
derechos, b) Las acclonss de competencia desleal, proteccidn del radlation volontaire st Uenreglstrement des contrats de licence
consumidor 1wn, cancelacién sdministrativa y judicial, b} les actions de concurrence diloyale, protection du
nulided medidas cautelares, concesion de licencias la Hutela, la corsommateu  opposition, rsdistion” administrative ou
proteccién de secreios Indupsiriales y en general Jos julcios judiciaire annulsdon contrefagon, lcences, la tutelle
dviles, penales, administratives o cohtancioso-administrativos protection des secrets industriels, et les civils, pénaux,
relaclonados con estos derachos, acclones y procesos que administratifs ou contentieux-administralife ayant trait & ces
promovamos o e nos promusvan. Y pars 11.“ -, Mﬂt droits, actions st procks établs par mol (nous) ou contre mol
asunios ariba deternunados, puedan sustituir este mandato, (nows) et ¢} Afin que pour toutes les questions mentionnees
tr Ir conciliar admitir los hechos del proceso deslatir cl-dessus ﬂlmlllﬂll subgtituer oo pouvoir transiger conclller
cancelar recibir renunclar y ratificar los actos de agentes admatire les Buts du renoncer et ratifier les actes dey
oficioscs agents officisux ou persorfnes sans mandat
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{% CONSULADO GENERAL DE COLOMBIA
i PARIS FRANCIA

No 4576
Paris, Noviembre 30 de 2000

El suscnito Cénsul General de Colombia en Paris vistos los documentos presentados por
los interesados,

CERTIFICA

Que e} sefior Richard REQUENA, quien constatd que la autentiacién de la firma del
signatano del poder precedente fue efectuada de conformidad con la ley francesa, ejercia en
In fecha las funciones de Adjunto Administrativo de la Administracién Central de Is
Direcclén de los Franceses en el Exterior y de los Extranjeros en Fyancig del
Ministerlo de Asuntos Exteriores de Fraocls, y que su firma gﬁ'espo&e Gan In
registrada en este Consulado, 3-8 —
- > —ﬂ-:
Que Ia compafiia AVENTIS PHARMA S.A es una sociedad constituida de acuemio cailas
£

leyes de la Repiiblica Francesa y que cumple con su objeto conforme a las mismas, 2
S 2

LAl

©~

Que la sefiora Magall LE PENNEC quen en su calidad de Apuderada digla
compailia otorga el poder precedente estd legal y expresamente facultada para lo

El Cénsul General no asume responsabilidad alguna por el contenido del documento

¥ ¢

FRER Y

r ]

Eritaliakc

£

Pagado Impuesto de Timbre por valor de US$7,00 (SIETE DOLARES DE LOS ESTADOS
UNIDOS DE AMERICA)

Pagados Derechaa Consularcs por valor de US§S1S (QUINCE DOLARES DE LOS
ESTADOS UNIDOS DE AMERICA) 0 () bu. GIRGR

Total USS$22 (VEINTIDOS DOLARES DE
AMERICA)

12 RUE DE BERRI 75008 PARIS TEL. Ol 53 423 91 91 TELEFAX Ol 42 88 82 92
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TRADUCCION OFICIAL No 284/00 DE UN DOCUMENTO ESCRITO EN

FRANCES EL CUAL PARA SU IDENTIFICACION SE SELLA CON EL SELLO DEL

TRADUCTOR ESTA ES UNA TRADUCCION OFICIAL EFECTUADA EL DIA 14 DE

DICIEMBRE DEL ARO 2000 POR JEAN-JACQUES TURPIN CE 193849 DE

BOGOTA, TRADUCTOR OFICIAL SEGUN RESOLUCION No 2680/91 DEL 19 DE

gglgh:nBRE DE 1891 EXPEDIDA POR EL MINISTERIO DE JUSTICIA DE
LOMBIA.

Autenticaciones que se haillan a contnuacién de un documento de representacion y
poder confendo en francés y en espafiol por AVENTIS PHARMA 8.A. domicilada en
Antony Francia y otorgado a los Doctores Germén Cavelier TPA 832 Gonzalo
Perdomo TPA 831 Emilio Ferrero TPA 31929 y Luz Clemencia de Paez TPA 23555
todos domiciiados en Bogotd Colombia Carrera 4 No 72-35

Dado en Antony el 31 de octubre del 2000 Firma llegible de Magal LE PENNEC
Selio AVENTIS PHARMA S.A. Apoderada

Legalizaci6n de la firma Magah LE PENNEC por el Seflor Hervé Pommery Notano
en Pans Fima del Notano

Sello seco Hervé Pommery — Notano asociado en Pans — Corte de apelacion —
Repuablica Francesa

bajo el No 018302 - Republica Francesa 010




ANEXO EN ESPANOL

Certificacton, por parte del Consulado General de Colombia en Pans Francia
No 4576 del 30 de noviembre del aflo 2000 de la firma de Richard Requena quien
desempefia las funciones de Adjunto Administrativo de la Administracién Central de
la Direccién de los Franceses en el Extenor y de los Extranjeros en Francia det
Ministeno de Asuntos Exteriores de Francia Ademés certifica la existencia y
representacion de la compafia AVENTIS PHARMA 8.A. y cerifica que la Sefiora
Magall LE PENNEC desempefia el cargo de Apoderada de dicha compafila y estd
facultada legal y expresamente para conferir el prasente poder Sello dei Consulado
General de Colombia en Pans Pagado el impuesto de tmbre por valor de veintidés
ddlaras (US$22 oo) Sello y firma del Cénsul General Alejandro Borda Rojas

Legalizacién de la fima de Alejandrg Borda Rojas por el Ministeno de Rala‘clones
Exteriores en Bogota No 800553'zlz de diciembre del afic 2000 Firma y selio del

Jefe de legalizaciones

2

Es traduccion fiel y completa de la cual se deja copia en los archivos de esta oficina
para confrontacion y a la cual me remito

Traduccién oficial No 264/00 (ductidn Oficial 264/”

JEAN
Colo 12457-801-001-7 et o e Oxcla

Traductor Jean-Jacques Turpin

WCHDEZ BA XIS
ARATAB 1§
HOTARIG (B A8
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ABOGADOS
EDIFICIO 515K)
WEB SITE www caveller abugados com CARRERA4No 72 35 TELEFONO (57) (1) 347 3611
E MAIL cavelier@colomsat net co BOGOTA 8 COLOMBIA TELEFAX (57){11217 9211 (57)(1) 310 4995

Sefior Jefe de la

DIVISION DE NUEVAS CREACIONES
Superintendencia de Industria y Comercio
E S D

Poderdante AVENTIS FHARMA S A

Poder conferido el 31-10-2000

Yo, GERMAN CAVELIER, obrando en m1 calidad de apoderado
principal del poderdante arriba mencionado, atentamente
manifiesto a Usted que sustituyo el poder que me ha sido
conferido en la persona del doctor EMILIO FERRERO, Abogado con
Tarjeta Profesional No 31 929, con todas las facultades que me
fueron conferidas

Hago la anterior sustitucién conforme al articulo 66 del
C6digo de Procedimiento Civil ya que los otros sustitutos
faltan en este momento

Sefior Jefe

AYRY eVl

GERMAN CAVELIER
TPA No 832
CC No 2 877 924 de Bogoté

Acepto

EMILIO FERRERO
TPA N° 31 929
CC No 438 019 de Usaquén

2e-780-2
NIT 86041 367 3
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(12) INTERNATIONAL APPLICATION PUBLISHED UNDER THE PATENT COOPERATION TREATY (PCT)

(19) World lnuu: Property

Intemanonal Bureas AEINEER N EDNEEEE
(43) International Publication Dute (lo)lntll'nlﬂouanthlthlanInhr/
29 September 2005 (29.09.2005) WO 2005/090409 Al

(51) International Putent Clapsification? CoaB 3700 (=) States (unlexs otherwise indicated, for every
of national protection availabls) AR, AG AL, AM
(21) International Application Number U AZ BA,BB BG BR,BW BY, BZ,CA CH,CN

PCLAIF2005K005720 CU CZ, DE, DK, DM, DZ, EC EE, BG ES, I,

(22) Internationsl Flllng Dete 22 March 2005 (22.03.2005) GD OB, GH,GM.HR, HU ID 1,IN IS JP KB,

KG KP KR, KZ, 1LC, LK, LR, LS LT LU LV MA, MD,

(25) Filing Langusge Onglish MG MK, MN MW MX, MZ, NA NI, NO, NZ,OM PG

Publication Langusge: PH, M. PT RO, RU SC, SD, SE, SG, SK, SI,SM SY TJ

@8) tloa Enghsh TN TR, TT TZ, UA, UG US UZ, VC VN YU ZA
(30) Priority Data. Pl

04290790.7 24 Merch 2004 (24.032004) EP

(71) Applicant (for all dexignated Stater except US): AVEN
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92160 ANTONY (FR).
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WO 2005/090409 PCT/EP2005/003720

METHOD FOR QUANTITATIVELY DETERMINING SPECIFIC CONSTITUTING HEPARINB OR LOW
MOLECULAR WEIGHT HEPARINS USING HPLC

10

15

20

25

An embodiment of the present Invention 18 a method for detecting or
quantifying the amount of components having a 1-8 anhydro structure or
acetylated sugars in a sample of fractonated hepanns or unfractionated
hepanns

Heparins are biologically active agents of the glycosaminoglycan family
extracted from natural sources, and have valuable anticoagulant and
antithrombotic properties In particular they are useful in the treatment of
postoperative venous thromboses

To create low molecular weight hepanns (LMWH) from source heparin the
longer heparinic polysaccharide chalns must be broken down Into shorter
chains of lower molecular weight. This can be done by either chemical or
enzymatic depolymenzaton The result can be average molecular weights for
LMWH polysacchande chains of approximately 5,000 Da LMWHs, llke
unfractionated heparin, Inhiblt coagulaton by binding to ATIl at particular
pentasacchande sequences distributed along some of the polysacchande
chains

Each LMWH manufacturer of an approved product utlzes a distinct
depolymenzation process Unless two manufacturers use the same process,
this process distinction results in LMWHs with distinct chemical structures
and, therefore, difering phamacological activity and different approved
Indications for clinical use The resulting LMWHS are structurally differentlated
by the depolymernzation processes used for their manufacture (R.J Linhardt
et al, Semunars In Thombosis and Hemostatls 1999, 25(3 Supp ) 5-18) As a
rasult, LMWHs are more heterogeneous than hepann Each different process
causes unique and highly complex structural modificatons to the
polysaccharide chains These modifications include diferences In chan
lengths and chain sequences, as well as In structural fingerpnnts
Consequently the different LMWHs may have distinctive pharmacological
profiles and different approved clinical indicatons

\\
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Enoxaparin sodium s available from Aventis and sold in the United States In-
the form of enoxapann sodium Injection under the trademark Lovenox®
(Clexane® In some other countries) In general, enoxaparin sodium Is
obtaned by alkaline degradation of heparin benzy! ester derived from porcine
intesbnal mucosa Its structure Is characterized, for exampls, by a 2-0-sulfo-
4-enepyranosuronic acid group at the non-reducing end and a 2-N,6-0-
disuifo-D-glucosamine at the reducing end of the chain The average
molecular weight is about 4500 daltons The molecular weight distribution Is

<2000 daltons <20%
2000 to 8000 daltons 268%
>8000 daltons s18%

In the manufacture of enoxaparin sodium, there Is a 6-O-desulfaton of the
glucosamine, leading to the formation of derivatives called “4,6 anhydro®
(International Patent Application WO 01/29055), as shown below
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This type of denvative 1s only abtained for oligosacchande chains whose
terminal glucosamine s 8-O-sulfated

The percentage of oligosacchande chains whose end Is modified with a 1 6-
anhydro bond Is a structural characteristic of the oliposaccharide mbdure of
enoxaparin sodium and It should be possible fo measure it. Based on current
knowledge, between 15 % and 25 % of the components of enoxaparin
sodium have & 1,6-anhydro structure at the reducing end of their chain

An embadiment of the present nventon therefore provides a method for
analysing unfractionated heparins and frachonated heparins “Fractionated
heparing®™ as used hereln refers to any heparn that undergoes
depolymerization, for example low-molecular-weight heparins (LMWH),
Including enoxaparin sodium and any LMWH seeking approval by a
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regulatory authority pursuant to an application cltng Lovenox®/ Clexane®
(enoxaparin sodium injection) as the listed drug

In one embodiment, the method of analysis according to the invention is the
following

The sample to be assayed is depolymenzed by the action of heparinases and
then where appropriate the depolymernizate obtalned Is reduced and then
analysis Is camed out by high-performance liquid chromatography

The method as defined above Is therefore chamactenzed in that the
depolymenzate is analysed to detect the presence of oligosacchande chains
whose end Is maodified with a 1,6-anhydro bond ("1 6-anhydro groups”)

In a related embodiment, the sample to be assayed s first exhaustively
depolymerized with a mixture of heparinases, for example heparinase 1
(EC 4 2.2 7)), heparinase 2 (heparin lyase If) and heparinase 3 (EC 42.28),
for example with each heparnase beng present as 05 unts/ml (These
enzymes are marketed by the group Gramplan Enzymes)

A subject of the invention 1s therefore a method for analysing unfractonated
hepanns or fractionated hepanns comprising the following steps

(a) depolymerization of the sample by the action of heparinases
(b) where appropnate reduction of the depolymerizate

(c) analysing the sample of step (a) or (b) by high-performance
liquild chromatography

in one embodiment, the subject of the Invention s the method as defined
above whereln the heparinases are In the form of a mixture of heparinase 1
(EC 422 7)), hepannase 2 (hepann lyase II), and heparinase 3 (EC 4 228)

The depolymernzate thus prepared may then be treated to reduce the
reducing ends that are not In the 1,6-anhydro form (products descnbed In
patent applcation WO 01/72762) In one embodiment, the depolymerizate
may be treated with an NaBH; solution In sodium acetate to reduce the
reducing ends that are not In the 1,6-anhydro form Flnally n order to be able
to quantfy the disacchandes 1 and 2 described below, the sample of low-
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molecular-weight hepann depolymerized with heparinases, may be reduced
by the action of a reducing agent such as NaBH,

A subject of the invention Is therefore the method as defined above, wherein
the depolymerized heparin is then reduced

A subject of the Invention is addionally the method as defined above,
whereln the reducing agent Is NaBH; Other alkall metal salts of borohydride

such as Iithum or potassium may also be used

The methods of assay according to the Inventon make It possible to clearly
differentiate enoxaparin sodum from other low-molecular-welight heparins
which do not contain “1,6-anhydro” derivatives Conversely, the methods of
the invention make It possible to ascertamn that low-molecular-weight heparins
do not have the physicochemical characteristics of enoxaparin sodlum and
therefore are different In nature

The methods according to the invention may, for example be applied to the
indusinal process during In-process control of samples In order to provide
standardization of the process for manufactuning enoxapann sodium and to
obtain uniform batches.

After enzymatc depolymenzation and optional reduction of the reducing ends

the 1 6-anhydro derivatives of enoxapann sodium exist in 4 essential forms,
namely disaccharide 1, disaccharide 2, disacchande 3 and tetrasacchande 1

A subject of the mvention [s therefore also the method as described above,
wherein the 1,6-anhydro residues obtained during the depolymenzation
reaction include the following

\D
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disaccharide 1

] @5:@3@'

All the oligosacchandes or polysaccharides that contain the 1,8-anhydro end
on the terminal disacchande unit and that do not possess a 2-O-sulfate on the
uronic acid of said terminal disacchande are compietely depolymerized by the
hepannases and are In the form of the disaccharides 1 and 2 On the other
hand, when the terminal saccharide contains a 2-O-sulfate on the uronic acid
and when it is in the mannosamine form, the 1,6-anhydro derivative Is In the
form of tetrasaccharide 1 (form resistant to hepannases)

Trisacchande 1 (see below) may also be present In the mbdure It 1s derived
from another degradation process that leads to the structure below (peeling
phenomenon observed during the chemical depolymerization of enoxaparin
sodium)

trisaccharide 1

The other constifuents of the mixture are not characteristic solely of
enoxapann sodlum There are of course the 8 elementary disaccharides of
the heparin chain These 8 elementary disaccharldes are marketed inter alla
by the company Sigma
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Other disaccharldes were identfied In the mixture by the method according to
the invention the disaccharides AllSg and AlVSgy which have as thelr origin
alkaline 2-O-desulfation of —doA{2S)-GIcNS(6S) and of —doA(2S)-GlcNS-,
leading to the formation of 2 galacturonic acids They are not usually present
5 In the onginal structure of heparn (UM Desal et al, Arch Biochem

Biophys , 306 (2) 461-468 (1993))

Sl &l bl

&b &
B &5

Oligosaccharides containing 3-O-sulfated glucosamines withstand cleavage
by heparinases and remain present in the form of tetrasaccharides

10 In the case of maost low-molecular-weight hepanns the heparin 1s extracted
from pig mucusa, and these principal tetrasaccharides are represented below
These tetrasaccharides are resistant to enzymatic depolymerization and
refiect the sequences with affinlty for antithrombin Ili These tetrasaccharides
are symbollzed as follows Allallsg, and AlladVsg, (S YAMADA K

————T 1 - v - —
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YOSHIDA, M SUGIURA, K-H KHOO HR.MORRIS A. DELL, J Biol
Chem 270(7), 4780-4787 (1993))

S n-

A UA-GicNAc-GlcA-GIcNS(3,68) or A lla-lls,

.

HN
Ac
A UA-GLNAG-GleA-GINS(3S) or A Tle-IVa,,

The final consttuent of the mixture cleaved with heparinases Is the

&6 glycosenne end AGIcA-Gal-Gal-Xyl-Ser (K. Sugahara, et al J Biol Chem
270(39) 22914-22023 (1995), K Sugahara et al JBiol Chem 267(3),
1628-1633 (1982)) The latter 1s generally almost absent from enoxaparin
sodlum (see NMR In Example 5)

OH
AGlcA Gal Gal Xyl Ser

10 In ancther aspect, the invention provides a chromatography process for
detecting 1,6-anhydro groups In one embodiment, the method Involves
separating the vanous oligosaccharides obtalned after depolymerization and
optionally treatment with a reducing agent such as NaBH,

The separation of the vanous oligosacchandes according to the present

16 Invention may be camled out by HPLC (High Performance Liguid
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Chromatography) In one embodiment, the HPLC Is anlon-axchange
chromatography In a related embodiment, the anion-exchange
chromatography is strong anion exchange chromatography (SAX)

As used herein, the term "strong anion exchange chromatography” (SAX)
encompasses anion exchange chromatography conducted on any resin that
maintalns a constant net positive charge in the range of about pH 2-12 In
certain embodiments of the invention strong amion exchange
chromatography uses a solid support functionalzed with quaternary
ammonium exchange groups For example, columns such as Spherisorb®
SAX (Waters Corp Milford MA) may be used having particle size of about
5 ym a column length of about 25 cm and a coiumn diameter of between
about 1 mm and about 4 6 mm may be used

The equipment used may be any chromatograph that allows the formation of
an elution gradlent and that is equipped with a suitable UV detector that Is
sultable for selective detection of acetylated sugars In one embodiment of
the Invention, the UV detector Is an amay of diodes that pemits the
generation of UV spectra of the constituents and allows complex signals
resulting from the difference between the absorbance at 2 different
wavelengths to be recorded Such a diode ammay detector allows the specific
detection of acelylated oligosaccharides In a related embodiment, HPLC
moblle phases that are transparent In the UV region up fo 200 nm are used
in this embodiment, conventonal moblle phases based on NaCl which have
the additional disadvantage of requiring a passivated chromatograph In order
to withstand the corosive power of the chlorides, are excluded Moblle
phases that can be used according to this embodiment of the Invention
Include, but are not imited to moblle phases based on sodlum perchiorate
methanesulfonate or phosphate salts In one embodiment, the moblle phase
Is an aqueous solubon of ammonium methane suffonate

A subject of the Invention Is therefore also a method of analysls as defined
above by separation by anlon-exchange chromatography, wherein a mobile

\S
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phase that is transparent in the UV region from about 200 nM to about 400nM
1s used

In certain embodiments the strong anion chromatography separation Is
petformed at a pH from about 20 to about 8 6 In a related embodiment, a
pH In the reglon of about 3 will be used The pH may be controlled for
axample, by adding a salt to the moblle phase which possesses a buffening
power at pH = 3 In certan embodiments of the Invention, a salt such as a
phosphate salt, which has greater buffenng capacity at pH 3 than that of
perchiorates Is used Exemplary chromatographic separation condlitions are
given below

Mobile Phase

Solvent A. NaH:PO, 2 5 mM, brought to pH 2 8 by adding H3PO,4

Solvent B NaClO;4 In 1N NaHzPO4 2 5 mM, brought to pH 3 0 by adding
HsPO,

The elubon gradient may be the following

T=0min %B =3, T=40 min %B =60, T =60 min %B =80

A surtable temperature, e g from about 40°C to about 50°C, and pump flow
rate 1s chosen according to the column used

Other methods of punfying samples by SAX chromatography are known {o
those skilled In the art. For example, SAX methods are described by K. G

Rice and R. J Linhandt, Carbohydrate Research 190, 218-233 (1989), A

Lamkjaer, et al Carbohydrate Research 2668 37-52 (1995), and in patent
WO 90/01501 (Example 2) The contents of these references are
incorporated herein In thelr entirety

Another aspect of the invention Is a method of detecting specific groups found
in unfractonated heparins or fractonated heparins.

In one embodiment, this method Increases the specificity of the UV detection
of heparin or LMWH groups As nonacetylated polysacchandes all have, at a
given pH, a falily similar UV spectrum, it Is possible to selectively detect the
acstylated sugars by taking as signal the difference between the absorbance
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at 2 wavelengths chosen such that the absorpiinty of the nonacstylated
sacchandes is cancsled out.

As Illustrated below by way of example, 202 nm and 230 nm may be chosen
as detection and reference wavelengths and the 202-230 nm signal may be
recorded A person skllled In the art would appreclate that the choice of
wavelength that can be used according to the present invention will depend
on the pH of the moblle phase (adjustments of a few nhm may be necessary
80 as to be at the optimum of the pH)

Any UV detector that can simultaneously measure absorbance at two or more
wavelengths may be used In the Invention In one embodment of the
invention, the DAD 1100 dsetector from the company Agllent Technologies is
used In this embodiment a double detechon will be camed out at 234 nm,
on the one hand, and at 202-230 nm, on the other hand The principle of
salective detection of acetylated oligosaccharides Is illustrated in Figure 1 in
which the UV spectrum of a sulfated disacchande Als is compared with that of

an acetylated disaccharide Ala

A subject of the present invention i1s therefore also a method of analysis as
defined above wherein the method of detaction makes it possible to
selectively detect acetylated sugars

In certain embodiments, the method of analysis uses separation by SAX
chromatography, and acetylated sugars are selectively detected by
measuring the differsnce betwesen the absorbance at two wavelengths
chosen such that the absorptivity of the nonacetylated saccharides Is
cancelled out.

The quantification of the four 1 6-anhydro residues descnbed above requires
a sufficient selechivity of the chromatographic system in relation to ali the
other constituents of the mixture However, the two disacchandes 1 and 2,
which are co-eluted In general, are poorly resolved with respect to Alla,
espacially as the latter Is present in the form of Its two o and p anomers

The Identity of the two disaccharides 1 and 2 may be easily venfied because
they form in a few hours at room temperature In an aqueous solution of Alls
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brought 1o pH 13 by adding NaOH However, if double detecton Is used the
acetylated oligosaccharides AlVa Alla, Allia, Ala, Alla-IVsy, and Alla-lisy, are
easlily identifiable

The causes of splitting of the peaks are the anomeric forms, on the one hand,
and to a lesser degree the glucosamme + mannosamine apimerization which

is parhally present for Alls Allls and Als when they are In the terminai position

in the oligosaccharide chain
In certain embodiments of the Invention the disaccharldes 1 and 2 are

quantified by reducing the sample of low-molecular-weight hepann previously
depolymenzed by hepannases via the action of NaBH,.

a anomer + B anomer

This reduction has the advantage of eliminating the a <5 § anomerisms by
opening the terminal oligosaccharide ring The chromatogram obtained is
simpler since the anomerisms are elimnated Moreover the reduction of Alla
reduces lis retention on the column and allows easy assay of the

disaccharides 1 and 2
The examples of chromatograms descnbed i Figures 2 and 3 clearly

Hiustrate these phenomena and the advantages of this method

i -




- e——r O}

WO 2005/090409 PCT/EP2005/003720

10

16

25

13

BRIEF DESCRIPTION OF THE DRAWIN

Figure 1 illustrates the selactive detechon of acetylated oligosacchandes In
which the UV spectrum of a sulfated disacchande A Is 1s compared with that
of an acetylated disaccharide Ala, wherein the x-axis represents wavelength
(nm) and the y-axis represents absorbance (mAmps)

Figure 2 shows the chromatographic separation of enoxapann depolymenzed
with heparinases before and after reduction with NaBHj (signal In fine black
UV at 234 nm, signal in thick black UV at 202-234 nm) , wherein the x-axis
elubon tme (mins) and the y-axds represents absorbance (mAmps)

Figure 3 shows the chromatographic separaton of heparin depolymenzed
with heparinases before and after reduction with NaBH, (signal In fine black
UV at 234 nm, signal in thick black. UV at 202-234 nm) , wherein the x-axis
elution ime (mins) and the y-axis represents absorbance (mAmps)
EXAMPLES

The examples below are intended to Hustrate varfous features of the
invention One skilled in the art will appreciate that the nvention 1s not imited
o the embodiments exemphfied below

Example 1 General Description of Enzymatic depolymerization

The following Is a general descripion on how enzymatc depolymenzation Is
performed and could be used in the present invention

The enzymatic depolymerization Is camied out for 48 hours at room
temperature by modng 50 pl of a sojution containing 20 mg/ml of enoxaparin
sodium to be assayed, 200 ul of a 100 mM acetic acid/NaOH solution at pH
70 containng 2 mM calcium acetate and 1 mg/ml of BSA with 50 pl of the
stock solution of the 3 hepannases The heparinases are stored at —30°C
The heparinases are in a buffer solution and the titer for each hepannase Is
05 {U/ml (composition of the buffer solution aqueous solution pH 7 of
KH.PO4 at a concentration of 0 01 mol/l and supplemented with bovine serum
albumin (BSA) at 2 mg/ml)

\ Y
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The reduction Is camed out on 60 pl of the product depolymerized with the
heparinases by adding 10 pl of a 30 g/l NaBH, soluton In 100 mM sodium
acetate prepared mmediately before use

Example 2

NMR of Disaccharide 3 obtained according to the general descripton of
Example 1

Proton spectrum in DO, 400 MHz, T=288K, & in ppm 3 34 (1H dd, J=7 and
2Hz, H2) 372 (1H, t, J=8Hz, H8), 390 (1H, m H3), 403 (1H, s, H4), 420
(1H, d, J=8Hz, H6) 423 (1H t J=5Hz, H3),458 (1H,m H2) 478 (1H m,
H5), 550 (1H s, H1) 560 (1H, dd, J=6 and 1Hz, H1), 8 03 (1H, d J=5Hz,
H4 )l

Example 3

NMR of Tetrasacchande 1 obtained according to the general descnption of
Example 1

Proton spectrum in DO 400 MHz, T=288K, & n ppm 3 15 (1H, 8, H2), 325
(1H m H2'), 380 (1H m, H3"), between 3 70 and 4 70 (14H unresolved
complex, H3/H4/H6, H2/H3/H4/H5 H4 /H5 /H6 , H2 /H3' ), 475 (1H, m,
H5) beiween 520 and 540 (2H, m, H1 and H1") 545 (1H m, H1"), 556
(1H, m, H1), 5 84 (1H, d, J=6Hz, H4)

Example 4

NMR of the Trisaccharide 1 obtalned according to the general descnphbon of
Example 1

Spectrum in D20, 600 MHz, (5 In ppm) 328 (1H, m),361 (1H t 7Hz) 379
(1H t, 7Hz), 3 95 (1H, d, 6Hz), 4 00 (1H, 8), 4 20 (1H, m), 4 28 (2H m), 4 32
(1H d 4Hz) 441 (1H s), 458 (1H 8) 4 61 (1H s), 480 (1H, broad s) 524
(1H 8) 545 (1H 8), 595 (1H, 8)

Example 5

NMR of AGIcA-Gal-Gal-Xyi-Ser, obtained according to the present Invention
Spectrum in D20 500 MHz (6 In ppm) 330 (1H, t, 7H2), 3 34 (1H, t, 8H2),
355 (1H, t, 7THz), 360 (1H, t, 7Hz), between 3 63 and 3 85 (10H, m), 3 91
(2H, m), 3 96 (1H dd, 7 and 2Hz), between 4 02 and 4 10 (3H, m), 412 (1H

-



10

16

20

WO 2005090409 PCT/EF2005/003720

16

d 2Hz) 4 18 (1H m), 4 40 (1H, d, 6Hz) 4 48 (1H, d, 6Hz), 4 61 (1H, d, 6Hz)

520(1H d 3Hz) 685(1H d 3Hz)

Example 6 Principle of the Quantification

The 1,6-anhydro content in the chromatogram obtained with the reduced
solution is determined by the normahzed area percentage method

The molar absorptivity coefficlent of the unsaturated uronic acids Is taken as
constant, and consequently the response factor of a polysaccharide Is
proportional to ts molecular mass

In the methods according to the invention the widely accepted hypothesis
that all the unsaturated oligosaccharides contalned in the mixture have the
same molar absorptivity, equal to 5500 mol' Icm ! Is made

The two coeluted 1 8-anhydro residues disacchandes 1 and 2, are integrated
together

It Is therefore possible to determine the percentage by welght of all the
constituents of the depolymerized mnture in the starling unfractonated
heparin or fractionated heparin, for example constituents such as 1 6-anhydro
derlvatives or acetylated sugar derivatives For the four 1 6-anhydro
derivatives, namely disaccharide 1, dlsacchande 2, disacchande 3 and
tetrasacchande 1, that correspond to the peaks 7 8 13 and 19 the following

=100 4483 (Arcs, +Area,)
% wiw,,, =100 " 3w, Arcn,

% wiw,y =100 Z"‘ﬁ’w-—f’z"m._

1210 Area
%ww., =100 ——m————12__
wiw, =10 S Mw, Ara,

percentages by weight were obtained

Area;, Areag, Areass and Areasp cormespond o the areas of each of the peaks
7, 8,13, and 18 The molar masses of each of these 4 compounds are 443,

443, 545 and 1210 respectively ) Mw, Area_ comesponds to the ratio of

(2
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the area of each peak of the chromaftogram by the molar mass of the
corresponding product

i M, 13 the mean mass of the low-molecular-weight hepann studied, the
percentage of oligosaccharkle chamns ending with a 1,6-anhydro nng s
obtalned in the following manner

Y wiw %ww,, %ww
o - 28 fwy 1
s st M’[ a3 | 545 1210 )

Smllarty the percentage by welght of other components in a sample of
material chosen from unfractionated heparins and fractionated heparins can
be determined

The exact molecular mass 18 atiributed to all the Identfied peaks on the

chromatograms (see Table 1)

Jable 1
Oligosacchande Oligosaccharide after | Molecular mass

reduction

1 1 741
2 20 401
3 3 734
4 21 461
5 22 481
8 23 603
7 7 443
8 8 443
) 24 503
10 25 563
11 28 563
12 27 563
13 13 545

bt e e -
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14 28 605
15 29 1066
16 30 665
17 31 265
18 32 1168
19 19 1210

The following Is the nomenclature of the saccharides that comesponds with
the peak numbers of Figures 2 and 3

1 AGIcAB+.s Gal 1. Galp14 Xyl p1-O-Ser

2 4-deoxy-a-L-threo-hex-enepyranosyluronic acd-{1-—4)-2-
deoxy-2-acetamudo-a-D-glucopyranosyl sodium salt

3 AGicAp+.3 Gal 1.3 Galps4 Xyl $4-O-CH.-COOH

4 4-deoxy-o-i-threo-hex-4-enegalaciopyranosyluronic acid-
(1—+4)-2-deoxy-2-sulfamido--D-glucopyranose disodium salt

5 4-deoxy-a-L-threo-hex-enepyranosyluronic acid-(1-»4)-2-
deoxy-2-sutfamido-a-D-glucopyranosy! sodlum salt

6 4-deoxy-a-L-threo-hex-enepyranosyluronic acld{(1->4)-2-
deoxy-2-acetamido-8-O-sulfo-a-D-giucopyranosyl disodium salt

7 4-deoxy-o-L-threo-hex-4-enepyranosyluronic acld<(1—>4)-1,6-
anhydro-2-deoxy-2-sulfamido-f-D-glucopyranose disodlum salt
(disaccharide 1)

3 4-deoxy-a-L-threo-hax-4-enepyranosyluronic acid-{1—>4)-1,6-
anhydro-2-deoxy-2-sulfamido-p-D-mannopyranose disodium salt
(disaccharide 2)

8 4-deoxy-2-O-sulfo-a-L-threo-hex-enepyranosyluronic acld-
(1—>4)-2-deoxy-2-acetamido-a-D-glucopyranosyl disodium salt

10 4-deoxy-a-L-threo-hex-4-enegalactopyranosyluronic acid-

(1->4)-2-deoxy-2-sulfamido-8-O-sulfo-p-D-glucopyranose trisodium salt

\A
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11 4-deoxy-a-L.threo-hex-enepyranosyluronic acid-(1->4)-2-
deoxy-2-sulfamido-6-O-sulfo-pB-D-glucopyranosyi trisodium salt

12 4-deoxy-2-0O-stilfo-a-L-threo-hex-enepyranosyluronic acld-
(1—4)-2-deoxy-2-sulfamido-a-D-glucopyranosyl tnsodium sait

13 4-deoxy-2-O-sulfo-a-L-threo-hex-4-enepyranosyluronic  acid-
(1-4)-1,68-anhydro-2-deoxy-2-sulfamido-8-D-glucopyranose trisodium salt
(Disacchande 3)

14 4-deoxy-2-O-sulfo-a-L-threo-hex-enepyranosyluronic acld-
(1->4)-2-deoxy-2-acetamido-6-O-sulfo-a-D-glucopyranosyl trisodium salt

15 4-deoxy-a-.-threo-hex-enepyranosyluronic acid-(1->4)-2-
deoxy-2-acetamido-8-O-sulfo-a-D-giucopyranosyl-(1—+4)-$-D-
glucopyranosyluronic  acld<(1-4)-2-deoxy-2-sulfamido-3-O-sulfo-a-D-gluco-
pyranosyl) pentasodium salt

16 4-deoxy-2-O-sulfo-a-L-threo-hex-enepyranosyluronic acid-
(1->4)-2-deoxy-2-sulfamido-68-O-sulfo-a-D-giucopyranosy! tetrasodium sait

17 4-deoxy-a-L-threo-hex-enepyranosyluronic acld(1—->4)-2-
deaxy-2-acetarmdo-6-O-sulfo-a-D-glucopyranosyl-{(1—4)-D-
glucopyranosyluronic  acid-{1—4)-2-deoxy-2-sulfamido-3,6-di-O-sulfo-a-D-
glucopyranosyl) hexasodium satt

18 4-deoxy-2-O-sulfo-a-L-threo-hex-enepyranosyluronic acld-
(1->4)-2-deoxy-2-sutfamido-6-O-sulfo-D-glucopyranosyl{1—4)-2-O-sulfo-a-L-
ldopyranosyluronic acld hexasodium salt

19 4-deoxy-2-O-sulfo-a-L-threo-hex-enepyranosyluronic acld-
(1-4)-2-deoxy-2-sulfamido-6-O-sulfo-a-D-glucopyranosy{1—4)-2-O-sulfo-a-
L-idopyranosyiuronic acid-(1—+4)-1 8-anhydro-2-deoxy-sulfamdo-
p-D-mannopyranose, hexasodium salt (tetrasacchande 1)

20 4-deoxy-u-L-threo-hex-enepyranosyluronic acid{1->4)-2-
deoxy-2-acetamido-a-D-glucitol sodlum salt
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21 4-deoxy-a-L-threo-hex-enepyranosyluronic acld<(1->4)-2-
deoxy-2-sutfamido-f-D-glucltol disodium salt

22 4-deoxy-u-L.-threo-hex-enepyranosyluronic acd<{1->4)-2-
deoxy-2-sulfamido-a-D-gluchol disodium salt

23 4-deoxy-a-L-threo-hex-enepyranosyluronic acid-(1>4)-2-
deoxy-2-acetamido-6-O-sulfo-a-D-glucitol disodium salt

24 4-deaxy-2-O-sulfo-a-L-threo-hex-enepyranosyluronic acld-
(1—4)-2-deoxy-2-acetamido~a-D-glucitol disodium salt

25 4-deoxy-a-L-threo-hex-enegalactopyranosyiuronic acid<{1->4)-
2-deoxy-2-sulfamido-6-O-sulfo-f-D-glucitol trisodium salt

26 4-deoxy-u-L-threo-hex-enepyranosyluronic acld<(1->4)-2-
deoxy-2-suilfamido-8-O-sulfo-a-D-gluctol tnsodium salt

27 4-deoxy-2-O-sulfo-o-L-threo-hex-enepyranosyluronic acid-
(1-4)-2-deoxy-2-sulfamido-a-D-glucitol trisodium salt

28 4-deoxy-2-O-sulfo-a-L-threo-hex-enepyranosyluronic acid-
(1—4)-2-deoxy-2-acetamido-6-O-sulfo-a-D-gluciiol trisodium salt

29 4-deoxy-a-L-threo-hex-enepyranosyluronic acid{1—>4)-2-

deoxy-2-acetamido-8-O-sulfo-a-D-glucopyranosyi{1—+4)--D-
glucopyranosyiuronic acid-(1-»4)-2-deoxy-2-sulfamido-3-O-sulfo-a-D-glucitol)
pentasodium sait

30 4-deoxy-2-O-sulfo-a-L-threo-hex-enepyranosyluronic acld-
(1—4)-2-deoxy-2-sulfamido—8-O-sulfo-a-D-glucltol tnsodium salt

31 4-deoxy-a-L-threo-hex-enepyranosyluronic acid-(1->4)-2-
deoxy-2-acetamido-6-O-sulfo-a-D-glucopyranosyl-(1->»4)--D-glucopyranosyt-
uronic acid-(1->4)-2-deoxy-2-sulfanmido-3,6-dI-O-sulfo-a~-D-glucitol)
hexasodium sait

32 4-deoxy-2-O-sulfo-a-L-threo-hex-enepyranosyluronic acid-

(1—4)-2-deoxy-2-suifamido-6-O-sulfo-a~D-glucopyranosyl-{1—4)-2-0O-sutfo-a-
I-dopyranosyluronic acld hexasodlum satt (form reduced with NaBiH,)
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Abbreviations Used

IdoA a-l-ldopyranosyluronic acid,

GlcA B-D-Glucopyranosyluronic acid,

AGlcA. 4,5-unsaturated acd 4-deoxy-a-L-threo-hex-enepyranosyluronic
acd

Gal D-Galactose,

Xyl xylose,

GicNAc® 2-deoxy-2-acetamido-a-D-glucopyrancse,

GIcNS  2-deoxy-2-sulfamido-a-D-glucopyranoss,

2S5 2-O-suifate,
38 3-O-sulfate
6S 6-O-sulfate

The present inventon may be embodied In other specific forms without
departing from the spint or essential atiributes thereof
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What Is claimed Is,

1 A method for quantifying the amount of components In a sample
of matenal selected from unfractionated heparins and fractionated hepanns,
comprising

(a) depolymerizing said sample by an enzymatic method, and

(b) detecting the quaniity of the components i the
depolymerized sample of step (a) by high-performance liquid
chromatography

2 The method as clamed In claim 1 wherein the enzymatc

method Is camed out using at least one hepannase
3 The method as claimed In clam 1 wherein the enzymatic

method is camed out using a modure of heparinase 1 (EC 4227),
heparinase 2 (heparin lyase Il) and hepannase 3(EC4228)

4 The method as clamed n claim 1, wherein the frachonated
hepann is enoxaparin sodium

5 The method as clamed i claim 1, wherem the high
performance liquid chromatography used In step (b) Is anlon-exchange
chromatography

6 The method as claimed In claim 1, whersin the high
performance liquid chromatography used in step {b) is strong anlon exchange
chromatography (SAX)

7 The method as clamed In claim 6, wherein the strong anlon
exchange chromatography is camed out using a Sphensorb® SAX column

8 The method as defined In claim 1, wherein the high-
performance liquid chromatography Is carrled out in a moblle phase which Is
transparent to UV light with wavelengths from about 200 nm to about 400 nm

9 The method as claimed In clalm 1, whereln the high-
performance liquid chromatography Is camied out in & mobile phase which
comprises at least one salt chosen from sodlum perchiorate
methanesulfonate salts, and phosphate salis
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10 The method as claimed In clam 1, wherein the high-
performance liquid chromatography 1s carried out in a moblle phase which
comprises sodium perchlorate salis

11 The method as claimed In claim 8, wherein the strong anion

5 exchange chromatography Is camied out at a pH of about 2 0 to about 6 5

12 The method as clamed in claim 6 wherem the strong anion
exchange chromatography Is carried out at a pH of about 3

13  The method as claimed In cialm 1, wherein the mobile phase
compnses a sodium perchlorate solution that is maintained at about pH 3 0

10 14  The method as clalmed In clam 1 wherein the depolymerized
sample compnses at least one oligosaccharide chain selected from any one
of the following

OSO,Ne
O 0
lon o
(o)
NHSONe
trisaccharide 1

8 &F
Q8 abhab
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15 The method as claimed In claim 1 wherein the depolymerized
sample comprises at least one oligosaccharide chaln whose end Is modified
5 with a 1,8-anhydro bond

16 The method as clamed In clarm 15 wherein the at least one
oligosacchande chain is chosen from any of the following

/
oH | -
$ @“
OH
VA - .
NHSONa

Erdonenis-
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17  The method as claimed in ciam 4, whereln the depolymerized
sample comprises at least one 1 6-anhydro residue chosen from any of the

following
%
oH HNSONa
/ 0
7 b Lo
and
NHSONs
' ~OSONa
o o
R NEN Ve
0
030;Na NHBO,Ne 0,Ne

18 The method as claimed in claim 17, whereln the at least one 1,6-
anhydro resldue ranges from 15 % to 25 % of the welght average molacular

welght of the sample
18 The method as claimed In claim 1 wherein the components

10 detected n the depolymenzed sample of step (b) are acetylated sugars

-~ =T
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20 The method as clamed In claim 18, wherein the acetylated
sugars are selectively detacted by subtracting an absorbance measured at a
wavelength at which both acetylated and nonacsetylated sugars absorb from
an absorbance measured at & wavelength at which acetylated but not
nonacetylated sugar absorbs

21  The method as claimed In claim 19, wherein the acetylated
sugars detected are selected from acetylated oligosaccharides AlVa Alla
Allla Ala, Alla-{Vsq,, and Afla-{Isg,

22 A method for quanhfying the amount of 1,6-anhydro residues in
a sample of enoxapann sodium compnsing

(a) depolymenzing sald sample using a mbdure of heparinase 1
(EC 4227) heparinase 2 (heparin iyase i) and heparinase 3(EC4228)
and

(b) detecting the quantity of the 1,8-anhydro residues in the
depolymerized sample of step (a) by highperformance Hquid
chromatography

23 A method as claimed in claim 22 wherein the quantty of the
1,6-anhydro residues range from 15 % to 25 % of the mean oligosaccharide
molecular weight of the sample

24 A method for quantifying the amount of components In a sample
of matenal chosen from unfractionated hepanns and fractionated heparins,
compnsing
(a) depolymenzing said sample by an enzymatic method and
(b) reducing the depolymerized sample of step (a)

{c) detecting the quantity of the components in the reduced sample of (b)
by high-performance liquid chromatography

26 The method as claimed In claim 24, wherein the enzymatic
method is carrfed out using at least one heparinase

26 The method as claimed In claim 24 whereln enzymatic method
is camed out using a mbdure of hepannase 1 (EC 4227 ) heparinase 2
(hepann lyase I1), and hepannase 3 (EC4228)
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27 The method as claimed in clam 24, wherein reducing the
depolymerized sample of step (a) Is carrled out by exposure o a reducing
agent.

28 The method as claimed In clam 27, wherein the reducing agent

is NaBH; or an alkali metal salt of the borohydride anion
20 The method as claimed In claim 24 wherein the fractionated

heparin Is enoxaparin sodium
30 The method as claimed in claim 27, whereln the reducing
reduces the reducing ends of enoxapann sodium which are not in the 1 6-

anhydro form
31 The method as claimed in clam 24 whereln the high

performance liqud chromatography used In step (c) Is anion-exchange
chromatography

32 The method as clamed in claim 24, whereln the high
performance hquid chromatography used in step (c) is strong anion exchange

chromatography (SAX)
33 The method as claimed in claim 32, whereln the strong anion

exchange chromatography I8 camed aut using a Spherisorb® SAX column

34 The method as defined In claim 24, whereln the the high-
performance liquid chromatography Is cared out m a moblle phase which Is
fransparent to UV hight with wavelengths from about 200 nm to about 400 nm

35 The method as claimed In claim 24 wherein the high-
performance liquid chromatography Is camed out iIn a moblle phase which
comprises at least one salt chosen from sodium perchiorate
methanesulfonate salts, and phosphate salts

36 The method as claimed In claim 24, wherein the high-
performance liquid chromatography Is camied out In a moblle phase which
comprises sodium perchiorate salts

37 The method as clamed in claim 32, whareln the strong anion
exchange chromatography Is camed out at a pH of about 2 0 to about 6 5

G
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38 The method as claimed in claim 32 whereln the strong anion
exchange chromatography is camed out at a pH of about 3

39 The method as clamed in claim 24, wherein the high
performance hquid chromatography utfizes a moblle phase compnsing a
sodlum perchlorate solution that is maintained at about pH 3 0

40 The method as claimed In claim 28, wheren the depolymerzed
sample comprises at ieast one oligosaccharide chain selectad from any of the
following

Jom O, 0.
o
NHSONa
trisaccharide 1

0S0,Ne
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/ 0 4 /QT-Q \Gm'l
AGIcA Gal Gal Xyl Ser
whereln the oligosacchande chain is in iis reduced form
41 The method as claimed In clam 24 wherein the depolymerized
sample comprises at least one oligosaccharide chain whose end is modified
5 with a 1 6-anhydro bond

42 The method as claimed In claim 41, wherein the at least one
oligosacchande chain Is chosen from any of the following

HNSONa
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43 The method as claimed In claim 28, whereln the depolymenzed
sample compnses a mmiure of 16-anhydro residues compnsing

HG——
/ o]
O NSO,Na
0.
0
/ o]
OH
/ o
AR and
NHSO,Na

L

44 The method as clamed In clam 43 wherein the modure of 1,6-
anhydro residues range from 15% to 25% of the weight average molecular
welight of the sample

45 The method as claimed In claim 24, wherein the components
detected in the depolymerized sample of step (b) are acetylated sugars

48 The method as clalmed in claim 45, wherein the sugars are
selactively detected by subtracting an absorbance measured at a wavelength
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at which both acefylated and nonacstylated sugars absorb from an
absorbance measured at a wavelength at which acetylated but not
nonacetylated sugar absorbs
47 The method as claimed In claim 45 whereln the acetylated
sugars detected are selected from acetylated oligosaccharides AlVa, Alla
Allla, Ala, Alla-Vsgy, and Alla-lisg,
48 A method for quantifying the amount of 1,6-anhydro residues in
a sample of enoxaparin sodium, comprising
(a) depolymerizing said sample using a mixture of heparinase 1
(EC4227) heparinass 2 (hepann lyase Il), and hepannase 3(EC4228),
(b) reducing the depolymerized sample of step (a) and
(b) detecting the quantty of the 1,6-anhydro residues In the
reduced sample of step (b) by high-performance liqud chromatography
49 A method as claimed in clam 48, wherein the quantty of the
1,6-anhydro residues range from 15% to 25% of the welght average
molecular weight of the sample
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METODO PARA DETERMINAR CUANTITATIVAMENTE LOS ESPECIFICOS QUE
CONSTITUYEN HEPARINAS O LAS HEPARINAS DE BAJO PESO MOLECULAR
USANDO HPLC

Una realizacibn de la presente invencién es un método para detectar o
cuantfficar la cantidad de componentes que tiene una estructura 1-6 anhidro o de
azucares acetllados en una muestra de hepannas fraccionadas o de hepannas sin
fraccionar

Las hepannas son agentes activos desde un punto de vista bioldgico de la
famiia de los glucosaminoglicanos extraldas de fuentes naturales y que tienen
propiedades anticoagulantes y anttrombdticas valiosas En particular resultan utles
en el tratamiento de trombosis venosas postoperatonas

Para producir hepannas de bajo peso molecular (LMWH) a partir de una
hepanna de parhida las cadenas heparinicas de polsacando mas largas deben
degradarse en cadenas méas cortas con un peso molecular menor Esto puede
realizarse tanto mediante despolimenzacidon quimica como enzimébca El resultado
puede sar unos pesos moleculares medios para las cadenas de polisacidndo de LMWH
de aproxamadamente 5000 Da Las LMWH al igual que la hepanna sin fraccionar
inhiben la coagulacidn mediante la unién a ATIIl en secuencias de pentasacidndo
particulares distnbuidas a lo largo de algunas de {as cadenas de polisacando

Cada fabricante de LMWH de un producta autonzado utiliza un procedimiento
de despolmenzacidén distinto A no ser gque dos fabncantes utiicen el mismo
procedimiento esta diferencia en el procedimiento resuita en LMWH con estructuras
quimicas distintas y por lo tanto con actwidad famacolégica distnta y con
indicaciones autonzadas distintas para su utizacién clinica Las LMWH resultantes se
diferencian estructuralmente por el procedimiento de despolimenzacién utiizado en su
fabncacién (RJ Linhardt et al Semunars in Thombosis and Hemostatis 1999 25(3
Sup) 5-16) Como resultado las LMWH son més heterogéneas que la heparina Cada
procedimiento diferente produce modticaciones estructurales muy complejas y unicas
de las cadenas de polisacéndo Estas modificaciones incluyen dferencias en las
longrtudes de las cadenas y en las secuencias de las cadenas asf como en huellas
estructurales Por consigwente las dferentes LMWH pueden tener peifiles
farmacolégicos distintos e indicaciones clinicas autorizadas distintas

La enoxapanna sbdica esta disponible a partir de Avenhs y se vende en los
Estados Unidos en la fooma de inyeccién de enoxapanna sédica bajo la marca
regrstrada Lovenox® (Clexane® en otros paises) En general la enoxapanna sédica se
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obtiene mediants la degradacitn alcalina del éster de bencilo de la hepanna obtemdo
a partir de mucosa intestinal porcina Su estructura se caracterza por ejemplo por un
grupo acido 2-0-sulfo-4-enepirancsurdnico en el extremo no reductor y por una 2-N 6-
O-disulfo-D-glucosamina en el axtremo reductor de la cadena El peso molecular medio
es aproximadamente 4 500 dailtons La distnbucién del peso molecular es

<2 000 daltons 520%
2 000 a 8 000 daltons =88%
>8 000 daltons <18%

En la fabncacidn de la enoxapanna sbtdica se produce una
desulfatacién en la posicidn 6-O de la glucosamina que da lugar a la formacién de
denvados denominados 16 anhidro (Solictud de Patente Intemacional WO
01/29055) como se muestra més abajo

o T e -
o | e, T ‘b""
= (S (),

NaOH, calor| 1- Epimenzacién
o080,

Lﬂ:éﬁa 35‘

NaOH, calor 2- Clclizacion

0 . (‘-’)

(lﬂrn

Este tipo de denvado sélo se obhene en el caso de cadenas de oligosacando
cuya glucosamina terminal esta sulfatada en la posicién 6-O
El porcentaje de cadenas de oligosacindo cuyo extremo estd modificado con
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un enlace 1 8-anhidro es una caracteristca estructural de la mezcla de oligosacédndos
de la enoxapanna séddica y deberia ser posible determinaric En base al conocimiento
actual entre el 15% y el 25% de los componentes de la enoxapanna sé&dica tienen una
estructura 1 8-anhidro en el extremo reductor de su cadena

Por lo tanto una realzacién de la presente invencién proporciona un método
para analzar hepannas sin fraccionar y hepannas fraccicnadas Las hepannas
fraccionadas como se emplea en esta memona se refiere a cualquier hepanna que se
somete a despolimenzacién por ejlemplo heparinas de bajo peso molecular (LMWH)
que incluyen enoxapanna sodica y cualquer LMWH para la que se busque
autonzacién por una autondad reguladora de acuerdo con una solictud que cite
Lovenox® Clexane® (inyeccitn de enoxapanna sddica) como el medicamento
registrado

En una realizacidn el método de anahsia de acuerdo con la invencidn es el
siguiertte

La muesira que se va a ensayar se despolimenza mediante la accién de
hepannasas y despuée cuando resulte apropiado el despolimenzado obternido se
reduce y después se lleva a cabo el andlisis mediante cromatografia liquida de alta
resolucién

Por lo tanto el método tal y como se ha definido mas amba se caracterza
porque el despolmenzado se analiza para detectar la presencia de cadenas de
oligosacéndo cuyo extremo esta modificado con un enace 1 6-anhidro ("grupos 1 6-
anhudro )

En una realizacidn relacionada la muestra que se va a ensayar se
despolimenza de manera exhaustiva en pnmer lugar con una mezcia de hepannasas
por ejemplo hepannasa 1 (EC 4227 ) hepannasa 2 (hepanna liasa ll) y hepannasa
3 (EC 4228) por ejemplo con 05 units/ml de cada hepannasa (Estas enzimas
estan comercialzadas por el grupo Grampian Enzymes)

Por lo tanto un objeto de la invencién es un método para analizar hepannas sin
fraccionar o hepannas fraccionadas que comprends las etapas siguientes

(a)  despolimenzacién de la muestra por la accidn de heparinasas

(b) cuando resulte apropiado reduccién del despolimenzado

(c) analizar la muestra de la etapa (a) o (b) mediante cromatografia liquida

de aita resoluctéon

En una realizacidn el objeto de la invencién es el método que se ha definido
mas amba en el que las hepannasas estan en la forma de una mezcla de hepannasa

33
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1(EC4227) hepannasa 2 (hepanna hasa [l) y hepannasa3(EC4228)

El despolimenzado preparado de esta manera puede tratarse entonces para
reducir los extremos reductores que no estdn en la forma 1 8-anhidro (productos
descnitos en la solictud de patente intemacional WO 01/72762) En una realizacién el
despolimenzado puede tratarse con una disolucidn de NaBH, en acetato sédico para
reducir los extremos reductores que no estdn en la forma 1 8-anhidro Finalmente con
el fin de poder cuantrficar los disacéndos 1 y 2 descrnitos méas abajo la muestra de la
hepanna de bajo peso molecular despokmenzada con hepannasas puede reducirse
por la acaidn de un agente reductor como NaBH,

Por lo tanto un objeto de la invencién es el método que se ha definido mas
amba en el que se reduce la hepanna despolimenzada

Un objeto de la invencibn es de manera adicional el método que se ha
defimdo més amba en el que el agente reductor es NaBH, Tamblén pueden utlizarse
otras sales de metales alcalincs de borohidruro tales como Iitio o potasio

Los métodos de ensayo de acuerdo con la invencidn hacen posible diferenciar
de manera clara la enoxapanna sédica de otras hepannas con bajo peso molecular
que no contienen denvados 1 6-anhidro Por el contrano los métodos de la iInvencidn
hacen posible asegurar que las hepannas con bajo peso molecular no tienen las
caracteristicas flsicoquimicas de la enoxapanna sddica y que por lo tanto son de
naturaleza diferente

Los métodos de acuerde con la mvencién pueden aplicarse por ejemplo al
procedimiento industnal durante el control de las muestras en el procedimiento con el
fin de proporcionar la estandanzacién del procedimiento para la fabncacién de
enoxapanna sodica y para obtener lotes uniformes

Después de la despolimenzacién enzimética y de la reduccidn opcional de los
extramos reductores los denvados 1 8-anhidro de la enoxapanna s6dica existen en 4
formas esenciales es decir disacdndo 1 disacdndo 2 disacindo 3 y tetrasacéindo 1
Por lo tanto un objeto de la invencién es también el método que se ha descnto més

amba en el que los restos 1 6-anhidro obtenidos durante la reaccion de
despohmerizacién incluyen los siguientes
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Todos los oligosacdndos o polisacéndos que contienen el extremo 1 8-anhidro
en la unidad del disacdndo terminal y que no poseen un grupo sulfato en la posicién 2
O del dcido urdnico de dicho disacdndo terminal se despolmenzan completamente
con las hepannasas y estdn en la forma de los disacdndos 1 y 2 Por otra parte
cuando el sacdndo terminal contiene un grupo sulfato en la posicion 2-O del acido
urénico y cuando éste esta en la forma manosamina el denvado 1 6-anhidro esti en la
forma de tetrasacando 1 (forma resistente a hepannasas)

El tnsacando 1 (véase mds abajo) también puede estar presente en la mezcla
Se obtiene a partir de otro procedimiento de degradacién que da lugar a la estructura

que aparece mas abajo (fenomeno de peeling observado durante la despolimenzacién
quimica de la enoxapanna sédica)

080Na
fu N o ° e
OSO,Na o504

trisacérido 1

Los otros consttuyentes de la mezcla no son sblo caracteristicos de la
enoxapanna sodica Por supuesto son los 8 disacéndos elementales de la cadena de
hepanna Estos 8 disacandos elementales estdn comercializados entre otros por la
empresa Sigma

Se dentrficaron otros disacéndos en la mezcla mediants el método de acuerdo
con la invencitén los disacdndos AllSy y AIVSy que tienen como ongen la
desulfatacién alcalina de la posicion 2-O de —IdoA(2S) GIcNS(BS)- y de —IdoA(2S)

35
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GlcNS- que da lugar a la formacién de 2 &cidos galacturnicos Estos no estin
presentes habitualmente en la estructura onginal de la hepanna (UM Desai et al
Arch Biochem Biophys 306 (2) 461-468 (1993))

G- &5 5
Bl Gk
& &&-

Los oligosacdndos que conhienen glucosaminas sulfatadas en la posicién 3-O
resisten la rotura por las hepannasas y permanecen presentes en la forma de
tetrasacandos

En el caso de la mayoria de las hepannas con bajo peso molecular la hepanna
se extrae a partir de mucosa de cerde y estos tetrasacdndos pnncipales estin
representados méas abajo Estos tetrasacdndos son resistentes a la despolimenzacién
enzimatica y reflejan las secuencias que tienen afinidad por anttrombina Il Estos
tetrasacandos se simbolizan como sigus Alla-lls,, y Alla-[Vse (S YAMADA K

YOSHIDA M SUGIURA, K-H KHOO HR MORRIS A DELL J Biol Chem 270(7)
4780-4787 (1993))
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~O50,Na _OS0)a
0
/, o ° o
o OH
o s

A UA-GlcNAc-GleA-GIeNS(3,68) o A lla-lls

A0 LOH
0 o
[«]
ik SR HN,
A UA-GINAc-GIeA-GIcNS(3S) 0 ATla[Vsy, =~ *"

El constituyente final de la mezcla degradada con hepannasas es el extremo
de glicosenna AGIcA-Gal Gal Xyl-Ser (K. Sugahara et al J Biol Chem 270(39)
22914-22923 (1995) K Sugahara et al J Biol Chem 267(3) 1528-1533 (1892)) El
ultimo estd generalmente casi ausente en la enoxapanna sédica (véase RMN del
Ejemplo 5)

° /_ﬁiooou

OH
AGIcA Gal Gal Xyl Ser

En otro aspecto la invencién proporciona un procedimiento cromatografico
para detectar grupos 1 68-anhidro En una realzacidn el método mplica separar los
diferentes oligosacandos obtenidos después de la despolmenzacion y tratar de
manera opcional con un agente reductor como NaBH,

La separacion de los diferentes oligosacdndos de acuerde con la presente
invencidn puede llevarse a cabo mediante HPLC (Cromatografia Liquida de Alta
Resolucién) En una realizacién el HPLC es una cromatografia de intercambio
anibnico En una realizacion relacionada la cromatografia de intercambio anidnico as
una cromatografla de intercambio anmiénico fuerte (SAX)

Como se emplea en esta memona el término cromatografla de intercambio
antonico fuerte (SAX) mplica una cromatografia de intercambio anidnico que se lieva
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a cabo en cualquier resina que mantiene una carga positiva neta constante en el
intervalo de aproximadamente pH 2-12 En determinadas realzaciones de la
invencidén la cromatografia de intercambio anidnico fuerte ublza un soporte sélido
funcionalizado con grupos de intercambio de amonio cuatermano Por ejemplo pueden
utilzarse columnas como Sphensorb® SAX (Watars Corp Milford MA) que tienen un
tamafio de particula de aproxmadamente 5 um una longtud de columna de
aproximadamente 25 cm y un didmetro de columna de entre aproximadamente 1 mm y
aproximadamente 4 6 mm

El equipo utiizado puede ser cualquier cromatégrafo que permita la formacién
de un gradiente de elucidn y que esté equipado con un detector de UV adecuado que
sea adecuado para la deteccién selechva de aziicares acehiados En una realizacién
de la invencion el detector de UV es un diodo array que permite la generacidn de un
espectro de UV de los constituyentes y que permite registrar las sefiales complejas
que resuitan de la diferencia entre la absorbancia a 2 longitudes de onda diferentas
Dicho detector diode amray permite la deteccidon especlfica de oligosacandos
acetlados En una realizacién relacionada se utlizan fases mdviles en el HPLC que
son transparentes en la regién UV hasta 200 nm En esta realizacidn se excluyen las
fases mbviles convencionales basadas en NaCl que tienen la desventaja adicional de
requerir un cromatdgrafo pasivado con el fin de resistir el poder corrosivo de los
cloruros Las fases méwies que pueden utilizarse de acuerdo con esta realizacién de
la invencién incluyen pero no estdn imitadas a las fases mbviles basadas en sales
perclorato sddico metanosutfonato o fosfato En una realizacidn la fase mévil es una
disolucién acuosa de metanosulfonato de amonio

Por lo tanto un objeto de la invencién es también un método de anélisis como
se ha defindo mas amba mediante la separacién por cromatografia de intercambio
aniénico en la que se utiliza una fase méwil que es transparente en la regin de UV de
aproximadamente 200 nm a aproximadamente 400 nm

En determinadas realizaciones la separacién medianta cromatografla aniSnica
fuerte se lleva a cabo a un pH de aproxxmadamente 2 0 a aproxmadamente 65 En
una realizacion relacionada se utiizard un pH en la regién de aproximadamente 3 El
PH puede controlarse por ejemplo mediante la adicién de una sal a la fase méwil que
posee un poder tamponador a pH =3 En determinadas realzaciones de la nvencion
e utiiza una sal como una sal fosfato que tienen una capacidad tamponadora a pH 3
mayor que la de los percioratos Las condiciones iustrativas para la separacidn
cromatogréafica aparecen debajo
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Fase |
Disolvente A NaH,PO, 25 mM que se lieva a pH 2 9 mediante la adicién de
HsPO,

Discivente B NaClO, en 1N NaH,PO, 25mM que se lieva a pH 30

mediante la adicién de Hy,PO,

El gradiente de elucién puede ser el siguiente

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

Se elige una temperatura adecuada por ejemplo de aproximadamente 40°C a
aproximadamente 50°C y una velocidad de flujo de la bomba de acuerdo con la
columna utlizada

Otros métodos para purificar muestras mediante cromatografla SAX son
conocidos por los expertios en la técnica Por ejemplo los métodos SAX estdn
descritos por K G Rice y R J Linhardt Carbohydrate Research 180 219-233 (1988)
A Lamkjaer et al Carbohydrate Research 266 37 52 (1985) y en la patente
internacional WO 980/01501 (Ejemplo 2) Los contenidos de estas referencias se
incorporan en la presente memona an su totalidad

Otro aspecto de la invencidn es un método para detectar grupos especificos
que se encuentran en las hapannas sin fraccionar o en las hepannas fraccionadas

En una realizacién este método incrementa la especificidad de la deteccidn UV
de los grupos de |a hepanna o de LMWH Como todos ios polisacéndos no acetilados
tenen a un pH determinado un espectro UV practicamente similar es posibie
detectar de manera selectiva los azucares acetilados si se toma como sefial la
diferencia entre la absorbancia a 2 longitudes de onda slegidas de manera tal que se
anula la capacidad de absorcién de los sacéndos no acetilados

Como se ilustra més abajo a modo de ejemplo pueden elegirse 202 nm y 230
nm como longitudes de onda de deteccidn y de referencia y se puede registrar la seftal
a 202-230 nm Una persona experta en la técnica apreciard que la sleccién de la
longitud de onda que puede utilizarse de acuerdo con la presente invencién dependera
del pH de la fase mévil (pueden ser necesanos ajustes de unos pocos nm para
situarse en el pH dptimo)

Puede utiizarse en la invencién cualquier detector de UV que pueda medir
simultaneaments la absorbancia a dos o mds longitudea de onda En una reakzacién
de la invencién se utiliza el detector DAD 1100 de la empresa Agilent Technologies
En esta realizacién se llevard a cabo una deteccién doble a 234 nm por una parte ya
202 230 nm por otra parte El principio de la deteccién selechva de oligosacandos
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acetiiados estd lustrado en la Figura 1 en la que se compara el espectro UV de un
disacando sulfatado Als con el de un disacindo acetilado Ala

Por lo tanto un objeto de la presente invencién es también un método de
andlisis como se ha defindo més amba en el que el método de deteccidn hace
posible detectar de manera selectiva los azucares acetilados

En determinadas realizaciones el método de analsis ubliza la separacidn
mediante cromatografla SAX y los azucares acetilados se detectan de manera
selectva midiendo la diferencia entre la absorbancia a dos longtudes de onda
elegidas de manera que se anula la capacidad de absorcidn de los sacdrdos no
acetilados

La cuantificacién de los cuatro restos 1 8-anhidro descntos mas amba requiere
una selectvidad suficiente del sistema cromatogréfico respecto a todos los demas
constituyentes de la mezcla Sin embargo los dos disacdridos 1y 2 que en general
coeluyen no se resuelven bien respecto a Alla especiaimente porque el Gltimo esta
presente en la forma de sus dos anbmeros c y p

La dentdad de los dos disacdndos 1 y 2 puede venficarse faciments ya que
se forman en pocas horas a temperatura ambiente en una disolucidn acuosa de Alls
que se lieva a pH 13 mediante la adicion de NaOH Sin embargo si se ubliza la
deteccion doble Ios oligosacédndos acetlados AlVa Alla Allla Ala Alla-[Veay, y Alla-
lisy, se identfican faciimente

Las causas de la separacién de los picos son las formas anoméncas por una
parte y en menor medida la epimenzacion glucosamina «, manosamina que esta

presente de manera parcial en Alls Allls y Als cuando éstos est4n en la posicion
terminal de 1a cadena de oligosacando

En detsrminadas realzaciones de la invencién los disacindos 1 y 2 se
cuantfican mediante la reduccin de la muestra de la hepanna de bajo peso

molecular que se ha despolimenzado previamente con hepannasas por la accitn de
NaBH,

iy

anémero a + anémero B

4O
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Esta reduccién tiene Ia ventaja de ehminar los anomensmos a ¢, B mediante la

apertura de! anillo del oligosacéAndo terminal El cromatograma obtenido es mas
sencillo al haberse eliminado los anomensmos Mas aun la reduccidn de Alla reduce
su retencién en la columna y parmie un ensayo sencillo de los discandos 1y 2

Los ejempios de los cromatogramas descrntos en las Figuras 2 y 3 dustran
claramente estos fenémenos y las ventajas de este método
DESCRIPCION BREVE DE L.OS DIBUJOS

La Figura 1 ilusira la deteccidn selectiva de los oligosacéndos acetilados en la
que se compara el espectro de UV de un disacéndo sulfatado A Is con el de un
disacando acetilado Ala en |a que el eje de las x reprasenta la longtud de onda (nm) v
el eje de las y representa la absorbancia (mAmp)

La Figura 2 muesira la separacidn cromatogrifica de [a enoxapanna
despolimenzada con hepannasas antes y después de la reduccién con NaBH, (sefial
en negro tenue UV a 234 nm sefial en negro grueso UV a 202-234 nm) en la que el
eje de las x es el iempo de elucidn (min) y el eje de las y representa la absorbancia
(mAmp)

La Figura 3 muestra la separacin cromatogrifica de ia hepanna
despolimenzada con hepannasas antes y después de la reduccién con NaBH, (sefal
en negro tenue UV a 234 nm sefal en negro grueso UV a 202-234 nm) en la que el
eje de las x es el tempo de elucién (min) y el 8je de las y representa la absorbancia
(mAmp)

EJEMPLOS

Los ejemplos que aparecen mas abajo pretenden ilustrar las dferentes
caracteristicas de la invencién Una persona experta en la técnica apreciard que la
invencién no estd imitada a las realizaciones llustradas més abajo
Ejemplo 1 Descripcién General de la despolimerizacién Enzimética

Lo que sigue es una descnipcién general de la forma en la que se lleva a cabo
la despolimerzacién enzimética y de como puede utilizarse en la presenta mvencién

La despolmerzacién enzmética se lleva a cabo durante 48 horas a
temperatura ambients mezclando 50 pf de una disolucién que contiene 20 mg/mi de
enoxapanna sédica que se va a ensayar 200 y! de una disolucién 100 mM &cido
acético/NaOH a pH 7 0 que conhene 2 mM acetato céicico y 1 mg/ml de BSA con 50 1]
de la disolucién madre de las 3 hepannasas Las heparnnasas se almacenan a ~30°C
Las hepannasas estan en una disolucién tamponada y la titulacién de cada hepannasa
es 0 5 |U/ml (composicién de la disolucién tamponada disolucién acuosa de pH 7 de

OA
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KH.PO, a una concentracién de 0 01 molfl y suplemantada con albumina sénca bovina
(BSA) a 2 mg/ml)

La reduccién se lleva a cabo en 80 pl del producto despolimenzado con las
heparinasas mediante la adiclén de 10 i de una disolucién 30 g/l de NaBH, en 100
mM acetato sbdico preparada inmediatamente antes de ser utilzada
Ejemplo 2

RMN del Disacdndo 3 obterido de acuerdo con la descnpcién general del
Ejemplo 1

Espectro de protones en D;O 400 MHz T=28BK, §enppm 334 (1H dd J=Ty
2Hz H2) 372 (1H t J=8Hz, HE) 380 (1H m H3) 403 (1H s H4) 420 (1H d
J=8Hz H6) 423 (1H t J=5Hz H3) 458 (1H m H2) 478 (1H m H5) 550 (1H s
H1) 560 (1H dd J=By 1Hz H1) 603 (1H d J=5Hz H4)]

Ejemplo 3

RMN del Trisacarido 1 obtenido de acuerdo con la descripcion general del
Ejemplo 1

Espectro de protones en DO 400 MHz T=298K & en ppm 315 (1H s H2)
325("H m H2) 360{(1H m H3 ) entre 370 y 470 (14H complejo sin resolver
HI/H4AHE H2/HIMH4 M5 H4 HSE M8 H2 M3 ) 475 (1H m HS) entre 520 y
540(2H m H1 yH1 ) 545(tH m H1 ) 556 (1H m H1) 5984 (1H d J=5Hz, H4)
Ejemplo 4

RMN del Trisacarido 1 obtenido de acuerdo con la descnipcién general del
Ejemplo 1

Espectro en D;O 600 MHz (5 en ppm) 328 (1H m) 381 (1H t 7Hz) 379
(1H t 7THz) 395 (1H d 6Hz) 400 (1H s8) 420 (1H m) 428 (2H m) 432 (1H d
4Hz) 441 (1H s) 458 (1H s) 461 (1H &) 480 (1H s amplio) 524 (1H 8) 545
(1H s) 505 (1H 8)

Ejemplo &6

RMN de AGIcA-Gal-Gal-Xyl-Ser obtenido de acuerdo con la presente

invencién

Espectro en D,O 500 MHz (5 en ppm) 330 (1H t 7Hz) 334 (1H t 8Hz)
355(1H t 7Hz) 360 (1H t 7Hz) entre 363y 385 (10H m), 391 (2H m) 396 (1H
dd 7y2Hz) entre 402y 4 10 (3H m) 412 (1H d 2Hz) 418 ("H m) 440 (1H d
6Hz) 446 (1H d 6Hz) 461 (1H d 6Hz) 529 (1H d 3Hz) 585 (1H d 3Hz)
Ejsmplo 8 Principio de la Cuantiicacién

El contenido en 1 6-anhidro dsl cromatograma obtenido con la disolucion

W2
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reducida se determina mediante el método de porcentaje del area normalzada

El coeficiente de capacidad de absorcidn molar de los dcidos urénicos se toma
como constante y por consiguiente el factor de respuesta de un polisacando es
proporcional a su masa molecular

En los métodos de acuerdo con la invencitn se plantea la hipétesis
ampliamente aceptada de que todos los oligosacdndos ingaturados contemidos en la
mezcla tienen la misma capacidad de absorcién molar igual a 5§ 500 mot® I cm !

Los dos restos 1 6-anhidro que coeluyen los disacandos 1 y 2 se integran
Juntos

Por lo tanto es posible determinar el porcentaje en peso de todos los
constituyentes de la mezcla despolmenzada de la hepanna sin fraccionar o de la
hepanna fraccionada de parida por ejemplo los constituyentes como los denvados
1 6-anhudro o los derivados de azucares acetlados En el caso de los cuatro denvados
1 6-anhidro es decir disacando 1 disacdndo 2 disacéndo 3 y tetrasacdndo 1 que
comresponden alos picos7 8 13 y 19

—100 343 (Area, +Area,)
% p/p e =100 ZMp,Arﬂ,

=100 o> Aree;,
%plp“ 100 ZMpl
1210 Area,,

% =
p/pw 100 ZMPI Arca,

se obtuvieron los porcentajes en peso siguientes

Area; Area; Area;; y Areas commesponden a las éreas de cada uno de los
picos 7 8 13 y 19 Las masas molares de cada uno de astos 4 compuestos son 443
443 545 y 1210 respectivamente ) Mp, Area, corresponde a la proporcién del

drea de cada pico del cromatograma respecto a la masa molar del producto
comespondiente

SI M; es la masa media de la hepanna de bajo peso molecular
estudiada el porcentaje de las cadenas de oligosacando que terminan con un anillo
1 6 anhidro se obhene de la manera siguiente

% p/p Yoplpy  Ypp
o =M 748 1 19
® banludro = V' p ( M43 | sas T 1210
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De manera similar puede determinarse el porcentaje en peso de obtos
componentes de una muestra de material elegido de hepannas sin fraccionar y
hepannas fraccionadas

La masa molecular exacta se atnbuye a todos los picos identficados de los
cromatogramas (véase la Tabla 1)

Tabla 1
Oligosacarido Oligosacéndo después Masa molecular
de la reducclon

1 1 741
2 20 401
3 3 734
4 21 481
5 22 481
6 23 503
7 7 443
8 8 443
g 24 503
10 25 563
11 26 563
12 27 563
13 13 545
14 28 805
15 29 1 0686
16 30 665
17 31 965
18 32 1168
18 19 1210

Lo que sigue es ia nomenclatura de los sacdndos que se corresponden con los
nimeros de los picos de las Figuras 2y 3

1 AGICAB;.2 Gal 13 Galfisy Xyl f1-O-Ser

2 sal sédica del dcido 4-deoxi-a-L-treo-hex-enepiranosilurénico-(1-—»4)-2-deoxi-2-
acetamido-a-D-glucopiranosil

3 AGIcAB 3 Gal B1.s Galp4 Xyl B-O-CH-COOH
sal disddica del &cdo 4-deoxi-a L-freo-hex-4-enegalactopiranosiurénico-
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12

13

14

15

16

17

18

15

{1—4) 2-deoxa 2-sulfamido P-D-glucopiranosa

sal sodica del 4cido 4-deoxi-a-L treo-hex-enepiranosilurénico-(1—4)-2-deoxi-2-
sulfamldo-a-D-glucopiranosil

sal dis6dica del cido 4-deoxi-a-L treo-hex-enepiranosiiurénico-{1-4)-2-deox-
2-acetamido-6-O-sulfo-a D-glucopiranosil

sal disddica del dcido 4-deoxi-a-L-treo-hex-4-enepiranosilurénico-{1—4)-1 6-
anhidro-2-deoxr-2-sulfamido-3-D-glucopiranosa (disacando 1)

sal disédica del dcido 4-deoxr-a L freo-hex-4-enepiranosifurénico-(1—4) 1 8-
anhidro-2-deoxi-2-sulfamido-g-D-manopirancsa (disacéndo 2)

sal disddica del acido 4-deoxi 2 O-sulfo-a-L-treo-hex-enepiranosilurbnico-
(1—4) 2-deox-2-acetamido-a D-glucopiranasil

sal tnsddica del &cido 4-deox-a-L-freo-hex-4-enegalactopirancsilurénico-
(14)-2-deoxi-2-sulfamido-6-O-sulfo-$-D-glucopranosa

sal tnsddica del d4cido 4-deox-a L-treo-hex-enepirancsiiurénico (1-+4) 2-deox
2-sulfamido-6-O-sulfo-$-D-glucopirancsil

sal tnsédica del dAcido 4-deoxr2 O-sulfo-a-L treo-hex-enepiranosiurénico-
(1-+4) 2-deox1 2-sulfamido-a-D-glucopiranosil

sal tnsddica del acido 4-deox 2 O-sulfo-a-L-treo-hex-4-enepiranosilurénico
(1—4) 1 8-anhidro-2-deox: 2-sulfamido-B-D-glucopiranosa (Disacéndo 3)

sal tnsddica del dcdo 4-2-deow 2-O-suffo-a-L-treo-hex-enepiranosiurénico
(1-4) 2-deox 2-acetamido-8-O-sulfo-a D-glucopiranosil

sal pentasddica del dcido 4-deoxi-a-L treo-hex-enepiranosilurénico-(1—4)-2-
deoxr-2-acetamido-§-O-sulfo-a D-glucopiranosil (1—4)-B-écido D-
glucopiranosilurénico-(1—4)-2-deoxi-2-sulfamido-3-O-sulfo-a-D-glucopiranosil)
sal tetrasédica del dcido 4-2 O-sulfo-a-L-treo-hex-enepiranosilurénico-(1-»4)-2
deoxi-2-sutfamido-68-O-sulfo-a D-glucopiranosil

sal hexastdica del dodo 4-deox-a-L-treo-hex-enepiranosilurénico-(1—4)-2-
deoxi-2-acetamido-8-0-sulfo-a-D-glucopiranosi-{1—4)-dado p-D-
glucopiranosilurdnico (1-»4) 2-deoxi-2-sulfamido-3 8-di-O-sulfo-a D-
glucopiranosil)

sal hexasddica del dcido 4-deoxs 2-O-gulfo-a L treo-hex-enepiranosilurénico-

(1-4) 2-deoxi-2-sulfamido-8-O-sulfo-D-glucopirancsil-(1-54) 2-O-sulfo-&cido a-
L-doptranosilurénico
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sal hexasédica de! dcido 4-deox 2 O-sulfo-a-L treo-hex-enepiranosilurénico-
(1-4)-2-deoxa 2-sulfamido-8-O-sulfo-a-D-glucopirancsil-(1—4) 2-O-sulfo-dcido
a-L-idopiranosiiurénico-(1—4)-1 8-anhidro-2-deoxr-sulfamido-
B-D-manopiranose (tetrasacdndo 1)

sal sédica del 4cido 4-deoxi-u-l.-trec-hex-enepiranosilurénico-(1—4) 2-deoxi-2-
acstamido-a D-glucitol

sal disédica del dcdo 4-deoxra L-treo-hex-enepiranosilurdnico-(1—4)-2-deoxi
2-sulfarmdo-p-D-glucttol

sal disédica del acido 4-deoxi-a-L. treo-hex-enepiranosilurénico-(1—+4)-2-deaxi-
2-suifamido-a D-glucitol

sal disédica del dcido 4-deoxi-a L-treo-hex-anepiranosilurnico (1-»4)-2-deox
2 acetarmdo-8-O-sulfo-a-D-gluciol

sal disédica del acido 4-deoxi 2 O-sulfo-a-L treo-hex-enepiranosilurénico-
(1->4)-2-deoxr2-acatamido-a. D-glucitol

sal tnsddica del dcido 4-deoxra L-treo-hex-enegalactopiranosilurénico (1-+4)
2-deox-2-sulfamido-8-O-sulfo-B-D-glucttol

sal tnsddica del dcido 4-deoxi-a-L-trec-hex-enepiranosiiurdnico-{1—4)-2-deox-
2-sulfamido-6-O-sulfo-a-D-glucitol

sal tnsédica del acido 4-deox 2-O-sulfo-a-L-trec-hex-enepiranosilurdnico-
(1-4)-2-deoxi 2-sulfamido-a-D-glucitol

sal tnsbdica de! acdo 4-deoxi 2 O-aulfo-a-L-treo-hex-enepiranosilurénico-
(1-4)-2-deoxi 2 acetamido-8-O-sulfo-a-D-glucttol

sal pentasddica del dcido 4-deoxio L-treo-hex-enepiranosilurénico-(1-»4)-2-
deoxi-2 acetamido-8-O-sulfo-a D-glucopiranosil (1-4)-4cido p-D-
glucopiranosilurénico-(1-»4) 2-deoxi-2-sulfamido-3-O-sulfo-a-D-glucitol)

sal tneddica del dcdo 4-2-deoxi-2-O-sulfo-a-l-treo-hex-enepiranosilurbnico-
(1-54)-2-deox1 2-sulfamidoB~O-sulfo-c-D-glucitol

sal hexasédica del 4cido 4-deoxi-a-L-treo-hex-enepiranosilurénico-(1-—4)-2-
deoxr-2-acetamido-68-O-sulfo-a-D-glucopiranosil-{1->4)-4cido g-D-
glucopiranosilurbnico-(1—4) 2-deox-2-sulfamido-3 8-di-O-sulfo-a-D-glucitol)

sal hexasddica del dcido 4-deoxr2-O-sulfo-a. L-treo-hex-enepiranasilurdnice-
(1-4) 2-deox-2-sulfamido-8-O-sulfo-D-glucopiranosil-a{1—4)-2-O-sulfo-acido
a-L-idopiranoédurénico (forma reducida con NaBH,)
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Abreviaturas Uhlizadag,
IdoA écido a L Idopiranosilurénico
GlcA écido p-D-Glucopiranosilurénico
AGIcA acido 4 S+nsaturado acido 4-deoxra L treo-hex-enepiranosilurdnico
Gal D-Galactosa
Xyl xlosa
GicNAc 2-deoxi-2 acetamido-a D-glucopiranosa
GIcNS 2-deox1 2-sulfamido-a. D-glucopiranosa
25 2-O-sulfato
38 3-O-sulfato
8S 6-O-sulfato

La presente invencién puede englobarse en otras formas especificas sin
alejarse de su espiritu o de sus atnbutos esenciales
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REIVINDICACIONES

1

10

11

Un método para cuantsficar la cantkiad de componentes de una muestra de un

matenal seleccionado de hepannas sin fraccionar y de hepannas fraccionadas

que comprende

(a) despolimenzar la muestra mencionada medianta un método enziméatico
y

(b) detectar la cantdad de los componentes de la muestra despolimenzada
de ia etapa (a) mediante cromatografia liquida de alta resolucion

El método segun la revindicacién 1 en el que el método ennmético se lleva a

cabo utiizando al menos una hepannasa

El método segun la reivindicacién 1 en el que el método enzimatico se lleva a

cabo utlizando una mezcla de hepannasa 1 (EC 4227) hepannasa 2

(hepanna hasa ll) y heparinasa3(EC4228)

El método segun la relvindicacién 1 en el que la heparina fraccionada es

enoxapanna sédica

El método segun la revindicacién 1 en el que Ia cromatografia liquida de alta

resoiucién utiizada en la etapa (b) es cromatografia de intercambio aniénico

El método segun la remindicacién 1 en el que la cromatografia liquida de alta

resolucién uliizada en la etapa (b) es cromatografla de intercambio amiénico

fuerte (SAX)

El método segln la reivindicacion 6 en el que la cromatografla de intercambio

aniénico fuerte se lleva a cabo utiizando una columna Sphensorb® SAX

El método definido en la reivindicacién 1 en el que la cromatografia liquida de

alta resolucion se lleva a cabo en una fase méwil que es transparente a la luz

UV con longitudes de onda de aproximadamente 200 nm a aproximadamente

400 nm

El método segun la revindicacién 1 en el que la cromatografia liquida de alta

resolucin se llava a cabo en una fase mévil que comprende al menos una sal

elegida de perclorato sédico sales metanosulfonato y sales fosfato

El método segun la revindicacién 1 en el que la cromatografia liquida de alta

resolucién se lleva a cabo en una fase mévil que comprende sales de

perclorato sddico

El método segun la remndicacién 6 en el que la cromatografia de intercambio

aniénico fuerte se lleva a cabo a un pH de aproxmadaments 20 a

aproximadamente 8 5
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E! método segun la revindicacidn 6 en el que la cromatografia de intercambio
anidmco fuerte se lleva a cabo a un pH de aproximadamente 3

El método segun la reivindicacién 1 en el que la fase mévil comprende una
disolucibn de perclorato sédico que se mantiene a un pH de aproxmadamente
30

El método segin la revindicacion 1 en el que la muestra despolimenzada

comprende al menos una cadena de ohgosacando seleccionada de una
cualquiera de las sigutentes

trisacérido 1

Y
8 e
52%52- &l Sy

disacérido 1

Eni- & @ﬁ
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A UA-GIeNAo-GleA-GId‘lSG 68) 0 Alla-lla,,

Sty

a UA-GIcNAn-Gch-GlcNS(BS) o AHaIVs,

2

AGIlcA Gal Gal Xyl Ser

El método segun la remndicacién 1 en el que la muestra despolimerizada
comprende al menos una cadena de ohgosacidndo cuyo extremo estad
modificado con un enlace 1 6-anhidro

E! método segiin la remvindicacién 15 en el que la al menos una cadena de
oligosacéndo se elige de cualquiera de las siguientes
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OH
lw N, /0
O30 a NHSO,Na
. ~OSO.Ns
E'." o o
/ o o
OS0,Na NHSO,N» OB0,Na

El método segun la remindicacién 4 en el que la muestra despolimenzada
comprende al menos un resto 18-anhidro elegido de cualquiera de los
siguientes
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He
Za Y °
HNSO,Ne
o H
Z X °
OH

Na
fon °
0 OoH y
O8S0,Na NHSONa
/030N
EENEN -
080N

O
NHSONe

El método segun la revindicacién 17 en el que el al menos un resto 18-
anhidro varfa entre 15% a 25% del peso molecular promedio en peso de la
muestra

El método segun la revindicacién 1 en el que los componentes detectados en
ila muestra despolimenzada de la etapa (b) son azlicares acetlados

El método segun la rewindicacidén 18 en el que los azucares acetilados se
detectan de manera selechva restando una absorbancia medida a una longitud
de onda a la que absorben tanto los azucares acetlados como los no
acehlados de una absorbancia medida a una longitud de onda a la que
absorben los azucares acetilados pero no los no acetilados
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El método segun la remindicacién 19 en el que los azucares acetlados

detectados se seleccionan de los oligosacandos acetiados AlVa Alla Allla

Ala Alla [V, yAlla lggy

Un método para cuantfficar la cantidad de restos 1 6-anhidro de una muestra

de enoxapanna sédica que comprende

(a) despoimenzar la muestra mencionada utlizando una mezcla de
heparinasa 1 (EC 4227) hepannasa 2 (heparina lasa I} y
hepannasa 3 (EC4228) y

(b) detectar la cantidad de los restos 1 6-anhidro de la muestra
despolimenzada de la etapa (a) mediante cromatografia liquida de alta
resolucion

Un método segun la remndicacién 22 en el que la cantidad de los restos 1 6-

anhidro varla entre 15% a 25% del pesc molecular medio de [os oligosacandos

de la muestra

Un método para cuantificar la cantidad de componentes de una muestra de un

matenal elegido de hepannas sin fraccionar y de hepannas fraccionadas que

comprende

(a) despolimenzar la muestra mencionada mediante un método enzmétco

{b) reducir 1a muestra despoimenzada de la etapa (a)

{c) detectar la cantidad de los componentes de la muestra reducida de (b)
mediante cromatografia liquida de alta resolucién

El método segun la reivindicacién 24 en el que el método enzimético se lleva a

cabo utiizando al menos una hepannasa

E! método segun la revindicacion 24 en el que el método enzimético se lleva a

cabo utilizando una mezcla de hepannasa 1 (EC 4227) hepannasa 2

(hepanna hasa Il) y hepannasa 3(EC4228)

El método segin la revindicacién 24 en el que la reduccién de la muestra

despoimenzada de la etapa (a) se lleva a cabo mediante la exposicién a un

agente reductor

El método segun la reivindicacién 27 en el que el agente reductor es NaBH, o

una sal de un metal aicalino del anibn borohidruro

El método segln la revindicacibn 24 en el que la hepanna fraccionada es

enoxapanna sédica

El método segdn la revindicaciin 27 en el que la reduccion reduce los
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24

extremos reductores de la enoxapanna sddica que no estan en la forma 1 6-
anhidro

El método segun la remndicacion 24 en el que la cromatografia liquida de alta
resolucidn utilizada en la etapa (c) es cromatografia de intercambio aniénico

£l método segun la remndicacidn 24 en el que la cromatografia {iquida de aita
resolucibn utizada en la etapa (c) es cromatografia de intercambio aniénico
fuerte (SAX)

E! método segun la reivindicacién 32 en el que la cromatografia de intercambio
anidnico fuerte se lleva a cabo utilizando una columna Sphensorb® SAX

El método definido en la revindicacion 24 en el que |a cromatografia liquida de
alta resolucion se lisva a cabo en una fase mévil que es transparente a la luz
UV con iongitudes de onda de aproximadamente 200 nm a aproximadamente
400 nm

El método segun la reivindicacién 24 en el que la cromatografia liquida de alta
resolucidn se lleva a cabo en una fase mévil que comprende al menos una sal
elegida de perclorato sddico sales metanosulfonato y sales fosfato

El método segun la revindicacion 24 en el que ia cromatografia liquida de alta
resolucion se lleva a cabo en una fase mévil que comprende sales perclorato
sodico

El método segin la rewvindicacién 32 en el que la cromatografia de intercambio
aniénico fuerte se lleva cabo a un pH de aproximadaments 20 a
aproximadamente 6 §

El método segun la rewindicacién 32 en el que la cromatografia de intercambio
aniénico fuerte se lleva a cabo a un pH de aproxxmadamente 3

E! método segdn la revindicacién 24 en el que la cromatografia liquida de alta
resoiucidn utliza una fase mévil que comprende una disolucidn de perclorato
sédico que se mantiene a un pH de aproximadamente 3 0

El método segun la remndicacidn 28 en el que la muestra despolimenzada

comprende al menos una cadena de oligosacdndo seleccionada de cualquiera
de las siguentes

e
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@b G-

A UA-GlcNAo-Gch-GlcNS(SS) o Alla-IVs,

y
o,
(s ) r—ﬁ
\OODI-I
oH
AGlcA Gal Gal Xy Ser

en el que la cadena de oligosacéndo esta en su forma reducida

41

42

El método segun ia rewindicacion 24 en el que la muestra despolimenzada
comprende al menos una cadena de oligosacando cuyo extremo estd
modificado con un enlace 1 6-anhidro

El método segun la reivindicacién 41 en el que la al menos una cadena de
oligosacdndo se elige de cualquiera de las siguientes
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O
OS0;Ne NHSO,Na
AOS0Ns
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74 o @f\ °
O
OSONa NHSONa 0S0Na

El método segun la reivindicacién 29 en el que la muestra despolimernzada
comprende una mezcla de restos 1 6-aphidro que comprende
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El método segun la revindicacién 43 en el que la mezcla de restos 1 8-anhidro
varia entre 15% a 25% del peso molecular promedio en peso de la muesira

El métode segun la remndicacién 24 en el que los componentes detectados en
la muestra despolimerizada de la etapa (b) son azticares acetilados

El método segin la reivindicacién 45 en el que los azucares se detectan de
manera selectiva restando una absorbancia medida a una longitud de onda a la
que absorben tanto los azucares acetilados como los no acetlados de una
absorbancia medida a una longrtud de onda a la que absorben los azucares
acetiados pero no los no acetilados

El método segun la revindicacién 45 en el que los aziicares acehlados
detectados se seleccionan de los oligosacédndos acetlados AlVa Alla Allla



)
1

Ala Alla-|Vsg, yAlla ligg,
48 Un método para cuantificar la cantidad de restos 1 8-anhidro de una muestra
de enoxaparnna sddica que comprende
(a) despolmenzar la muestra mencionada utiizando una mezcla de
5 hepannasa 1 (EC 4227) hepannasa 2 (heparna liasa I} y
hepannasa 3(EC4228)
(b) reducir la muestra despolimenzada da la etapa (a) y
(c) detectar la cantidad de restos 1 8-anhidro en la muestra reducida de la
etapa (b) mediante cromatografia liquida de alta resolucién
10 49 Un meétodo segin la revindicacién 48 en el que la cantdad de restos 1 6-

anhidro varla entre 15% a 25% del peso molecular promedio en peso de la
muestra
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Relvindicacin{es)

1 Un método para cuanfiicer la canbdad de 8  E méindo segin la renmdicacion 1 en el que la
componeniss de una muestra de un meisrial cromatografia liquida de elta resolucion utikzada an
seloccionado de heparinas sin fracclonar y de la etapa (b) es cromatografia de wtercambio
heparinas fracclonadas, que comprende’ andnico fuerte (SAX)

(a) despolimertzar la muesira menclonada
mediante un método enzmético y 7 El método segin a relvindicacién 6, en el que la
() detscter la canidad de los componentss cromatografia de Intercambio aniénico fuerts ¢ lleva
de la muestra despolimerizada de la etapa a cabo utlizando una columna Spherisorb SAX.
(a) mediants crometografia liquida de alta
resolucion 8 El método definkdo en (a renmdicacién 1 en el que la

cromaiografia liquida de alta resolucién se lleva a
cabo en una fase mévil que es transparente a la luz
UV con longitudes de onda de aproximadamenta 200
wonoe wia heperinass nm a aproximadaments 400 nm

2 El método segin |2 reivindicacion 1 en el que o
método enzimfiico se Beva a cabo utlizando al

3 El método segiin la revndicacin 1 en el que el
método enzimético se lieva a cabo utiizando una
mezcla de heparinasa 1 (EC 4227 ) heparinasa 2

(heparina liasa If) y hepannasa 3 (EC 4228)

4 El método segin la revmdicacin 1 en el que la
heparina fracclonada es enoxaparina sbdica.

5 Bl método segln la rermdicacén 1 en ol que Ia
cromatografia liquida de alts resolucdn ublizada en

la oiapa (b) es cromaingrafia de Intercambio
aniénico
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PATENTE DE INVENCION ( MODELO DE UTILIDAD ( ) { ) {)
Indicaclén de que e sollcita la conceslén de una patente { ( ()
Datos de idantificaclon del sollcitants o de ia persona que se

presenta la solleitud ( /) ()
Descripcién de is Invencion (A {)
Dibujos de ser estcs partinentas. ( /) { )
Comprobants de Pago de las tasas sstablecidas {9 {)
COMPLETA ( ) INCOMPLETA ( ) () {( )
DISENC INDUSTRIAL  ( )

fndicacién de que se sollcita el reglstro de Disefio Industrial (1} { )
Datos de identificacién dsl solicitants o da In parsona que s&

presenta la sollcitud { ) ()
Repressntacidn grafica y fotogrifica del Dissho Industrial o muestra

dol Materia! que Incorpora ol diseho { ) { )
-Comprobante do Pago de las tasas establecidas { ) { )
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Indicacién de que se solicita sl registro de Disefto Industrial () ()
Datos de Identificaclon del aolicitante o da la persona que se
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Representacitn grifica de! Esquema Trazado { } {)
Comprobanta de Pago de |as tasas estabiecidas () . =i *)T —
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Como resultado del examen de forma realizado con fundamsnto en el articulo 38 da
la Decisifém 486 de la Comislén de la Comunidad Andina articulo 27 del Tratado da
Cooperacién en Materia de Patentes (PCT) regla 51 bis del Reglamento y Clrcular
Unica de la Superintendencia de Industria y Comercio se le comunica que

1 La solicitud no contiena la copla del documento en que consta la cesifn del
derecho a la patente del inventor al solicitante o a su causante (Art 26-k)
Declsién 486

En cumplimiento de lo dispuesto por el articulo 39 de la Dacisién 486 se la
requiere para que dentro del término de doms meses siguientes a la fecha da
notificacién del presente oficio complete los requisitos anteriormente enunciados
En caso de no dar cumplimiento al presente regquerimiento 1la solicitud se
conaidarari abandonada y perderdA su prelaciém

Notifiguese el presente oficio conforme a lo dispuesto en el numeral 5 2 literal
e) del capitulf del titulo primero de la Circular Unica NHo 10 de 2001

ALIX CARMENEA #REPEDES DE VERGEL

eriv . ento fue notificado por filjacién en 1ligta de






