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Linh vire ky thuat duoc dé cap

N6i chung, ban mé t3 nay lién quan dén linh vuce hoéa hoc polysacarit va cu thé hon,
la lién quan dén heparin sinh tong hop, ma cé thé 1a trong dwong v& mit sinh hoc véi
heparin USP cta lon; céc phuong phép tao ra heparin sinh téng hop; cac chit trung gian,
ma c6 thé duoc dung trong cac phuong phap tao ra; va cac phuong phap sir dung heparin

sinh téng hop.

Tinh trang ky thuit cia sang ché

Heparin duge str dung rong rai lam chit chéng dong, ca trong dung dich va ci trén
céc thiét b ciy ghép. Quy trinh héa hoc téng hop heparin thuong duoc xem 13 khong kha
thi, va do d6 heparin loai duge phim d3 thu dugce tir nhidu loai mé dong vat trong toan bd
lich st san xuAt heparin. Tuy nhién, viéc dua vao cac nguén dong vat khién nay sinh vAn

deé ve kiém soat chét luong va ngudn cung.

Ngudn heparin chinh 13 rut cta con lon, nhung heparin tir phéi va rudt cia con bo,
va heparin tir rudt ctia con ctru cling sén ¢6. Chat luong cua san phim c6 thé thay d6i theo
cac yéu té cia moi truong va phan loai dong vat, gdy ra thém khé khan déi véi quy dinh vé
thudc. Cac mdi lo ngai dang ké vé cac bénh prion (bénh thodi héa nio xbp) nhu bénh viém
ndo x6p & bo (bovine spongiform encephalopathy - BSE, “bénh bo di€n”), ma giy ra bénh
Creutzfeldt-Jakob & nguoi, va bénh Scrapie (bénh ngura) & clru 1am gidm muc sir dung m6

bo va mé ctru lam nguodn heparin.

Vao ndm 2008, chondroitin sulfat da duoc sulfat héa qua mic (oversulfated
chondroitin sulfate - OSCS) duoc dua vao heparin tao ra dugc tr lon & Trung Quéc, dan
dén viée gan 100 nguoi My tir vong va giam déng ké ngudn cung heparin. Céch tron 13n cé
y ndy 1a rat khé phat hién vi day chuyén cung cip mo dé liy heparin & cac 160 mé thiu

giam sat thue tién san xuit t6t hién hanh (current good manufacturing practices - cGMP).

Gan day, viéc tron heparin thu duoc tir cac loaj dong vat khac nhau da bi nghi ngo.
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Heparin tir phéi b, heparin tir rudt bo, heparin tir rudt ctru va heparin tir rudt lon co6 thé
duge phan biét v6i nhau theo phan b6 khac nhau cia ching vé cac bién thé chu tric coa vi
tri lién két pentasacarit khéng trombin cling nhw cac khéac biét v& céc thanh phan disacarit
cta ching. Tuy nhién, rAt kho phat hién sy c6 mit cua lugng it heparin tir rudt bo hodc
heparin tr rudt ctru & san phém heparin tir rudt lon ngay ca khi 4p dung cac phuong phép
phan tich méi nhat hién co.

Ngudn cung cling 12 mt vAn d& nghiém trong. Méc du 1,2 ty con lgn hodc nhidu
hon duge giét md mdi ndm trén toan thé gi6i, ddn dén 100 tAn heparin/nim, cic ngudn
cung cip thwong mai khong thé theo kip v&i nhu cdu gia ting trén toan thé gidi, dic biét 1a
& céc nuée dang phat trién. Phén tich thi phin gin diy cho thdy ring dai da s6 heparin tho
¢6 ngudn goe tir Trung Quéc, ma cung cip khoang 57% thi trudng thé gi6i. Tinh man cam
cua qur‘?m thé dong vat d6i v6i bénh nhidém khun, nhu cac bénh dich & lgn & Trung Quéc,
thu hoach qua muc, hodc mbi quan ngai v& mit moi trudong cé thé 1am giam dang ké nguén
cung cip dong vt ma tir d6 co thé diéu ché dugc heparin. Hién tuong thiéu heparin theo
diém (noi) dan dén can nhic than trong vé viéc dwa cua heparin clia bo trd lai thi trudng
M§. Tuy nhién, heparin tir rudt bo khong thoa mén cac dac diém k¥ thuat ciia heparin theo
USP, va diéu niy han ché tng dung thuong mai ctia nd. Viéc chédp nhan heparin tlr rudt bd
con lam ting nguy co tron 1an heparin ctia lon va clia bo, ma la kho khin dé phat hién va

Jam thay ddi c4c tinh chit cia thanh pham.

Vi nhu cAu v& cac ngudn thay thé dang tin cay v& heparin tuong duong v& mit sinh
hoc, c4c nha nghién ctru da c¢b géng tong hop heparin tir heparosan. T hop céc budc héa
hoc va enzym tao ra san phdm ma huéng t6i heparin nhung, theo hiéu biét ctia cac tac gid
sang ché, heparin sinh tdng hop tong hop duge theo phuong phap héa hoc dung enzym van
chua thoa man dugc tiéu chudn USP. Sau khi nghién ctru k¥ vé nhiéu vi du, th@ nghiém,
cac tac gid sang ché d3 téng hop dugc heparin ma c6 thé thoa man tit ca cac yéu ciu cia
USP. Céc téc gia sang ché da 1am sang to ba chét trung gian véi cac dAu hiéu cu thé ma c6

thé 1a can thiét dé thu duoc heparin tuong duong vé mit sinh hoc d6.
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Ban chit ky thuit ciia sing ché

Do vay, muc dich cua sang ché 12 phat trién heparin sinh tdng hop, ma c6 thé twong
duong v& mit sinh hoc véi heparin USP cia lon, phuong phéap tao ra heparin sinh téng
hop; céc chit trung gian, ma c6 thé duoc str dung trong phwong phap tao ra heparin sinh

tbng hop, va phuwong phap st dung heparin sinh tong hop.

Mot phuong 4n 13 glycosaminoglycan chira mot lwgng nhém disacarit da dugc
sulfat héa & vi tri N, ma luong nay 13 hitu hidu dé tao ra heparin sinh tong hop. Luong
nhém NS ciia nhém disacarit ¢6 thé nim trong khoang tir 78% dén 99% hogic nim trong
khoang tir 81% dén 97% hotic nim trong khoang tir 83% dén 95% hodc nim trong khoang
tlr 85% dén 93%.

Phuwong an khac 1a glycosaminoglycan chita lugng nhom disacarit di duoc sulfat
héa & vi tri N va sulfat héa ¢ vi tri 2 (NS2S), ma luong nay 1a hitu hi€u dé tao ra heparin
sinh téng hop. Luong nhém disacarit NS2S c¢6 thé nim trong khoang tir 44% dén 80%
hodc nim trong khoang tir 50% dén 78% hodc ndm trong khoang tir 55% dén 77% hoic
nim trong khoang tir 60% dén 76%.

Phuong 4n khac nita la glycosaminoglycan chtra lwgng nhom disacarit 43 duoc
sulfat hda & vi tri N, 2 va 6 (NS2S6S) va nhom disacarit da duge sulfat hoa & vi tri N va 6
(NS6S), trong d6 lwong nay 13 hitu hidu dé tao ra heparin sinh téng hop. Luong tuong tng
ctia nhém NS6S va cac nhém disacarit NS2S6S c6 thé nim trong khoang tir 6% dén 40%
nhém NS6S va ndm trong khoang tir 31% dén 73% nhém NS2S6S; nam trong khoang tir
6% dén 32% nhém NS6S va nim trong khoang tir 36% dén 70% nhém NS2S6S; nim
trong khoang tir 6% dén 26% nhém NS6S va nim trong khoang tir 40% dén 67% nhoém
NS2S6S; hodc nim trong khoang tir 6% dén 22% nhém NS6S va nim trong khoang tir
43% dén 64% nhom NS2S6S.

Phuong 4n khac nita 1 phuong phap san xuét heparin sinh tong hop, bao gdm céc
budc: a. thu nhan glycosaminoglycan chira 31% dén 73% nhém disacarit NS2S6S, 6% dén
40% nhém disacarit NS6S, 0% dén 27% nhom NS2S va 1% dén 22% nhém NS; va b. xit
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Iy glycosaminoglycan bing enzym, ma 13 dang ddng chirc ning 1 ctia 3-O-sulfotransferaza

(30ST-1), v6i sy c6 mat cua chat cho sulfat d& tao ra mé heparin sinh téng hop.

Phuong 4n khac nita 12 phuong phéap tao ra chét trung gian glycosaminoglycan thir
hai chira 44% dén 80% nhém NS2S va 13% dén 39% nhom NS. Phuong phap c6 thé bao
gdm viée a. chuyén héa lugng cac gbc N-axetyl glucosamin & heparosan dé tao ra
glycosaminoglycan thi nhat chira 78% dén 99% nhoém disacarit dd dwoc sulfat hoa & vi tri
N, trong d6 luong cac gde N-axetyl glucosamin da duge chuyén hoa twong Gmg véi lugng
nhém NS & chit trung gian glycosaminoglycan thir nhat; va b. xir ly chét trung gian
glycosaminoglycan thtr nhét bang hai enzym, ma la CS5-epimeraza (CS5-epi) va 2-O-
sulfotransferaza (20ST), véi sy c6 mat cua chit cho sulfat d& tao ra chét trung gian

glycosaminoglycan thi hai.

Va phuong an khac nita 1a phuong phdap tao ra chét trung gian glycosaminoglycan
thir ba chitra 31% dén 73% nhém disacarit NS2S6S, 6% dén 40% nhém disacarit NS6S, 0%
dén 27% nhom NS2S va 1% dén 22% nhém NS. Phuong phap c6 thé bao gdm xir 1y chét
trung gian glycosaminoglycan thi hai chira 44% dén 80% nhém NS2S va 13% dén 39%
nhém NS bing enzym, ma 13 cidc dang dong chic ning 1 va/hoic 3 cha 6-O-
sulfotransferaza (60ST-1/3), v&i sy c6 mét cua chét cho sulfat chuyén héa chit trung gian

glycosaminoglycan thir hai thanh chét trung gian glycosaminoglycan thit ba.
M ta vin tit cac hinh vé

Hinh 1 1 so d6 thé hién chu trinh tir heparosan thanh heparin sinh tong hop (BSH),

ma ¢6 thé 1a tvong dwong vé mit sinh hoc véi heparin USP cta lon.

Hinh 2 14 so ¢ minh hoa cic phuong phép phén tich cac chit trung gian va heparin

sinh téng hop, ma c6 thé 1a twong dwong vé mit sinh hoc véi heparin USP cta lon.

Hinh 3 thé hién phé 1D 'H-NMR ddi véi heparosan, cac chét trung gian NS, NS2S,
NS6S, NS2S6S, heparin sinh tong hop, ma c¢6 thé 1a twong dwong v& mit sinh hoc véi

heparin USP cuta lgn, va heparin USP cua Ign.
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Hinh 4 thé hién khoang thanh phan lam vi du, cta céc cdu triic trung gian cta
heparin sinh tong hop, ma c6 thé dem lai céc tinh chét twong dwong véi heparin USP cua

lon.
M6 ta chi tiét sang ché
Dinh nghia

Nhim cic muc dich ctia don yéu cau ding ky sang ché nay, cac thuét ngit sau dugc

dinh nghia dudi day:

Thuit ngit “mot” duge dung trong ban moé ta nay c6 nghia 1a mot hodc nhiéu, trir

khi dugc thé hién 16 rang c¢6 nghia chi 1a mot.

Thuat ngft “khoang” chi nhdm bao ham dao dong dién hinh ma nguoi cé hiéu biét
trung binh trong linh vuc k¥ thuit nay hiéu duoc 13 twong duwong véi tri sé da néu. Khi mot
tri s6 duoc st dung, “khoang” bao ham + 20% hoic = 15% hogc + 10% hodc + 8% hoidc +

7% hodc £ 6% hodc + 5% hodc + 3% hodc = 2% hodc +1% tri s6 da néu.

Khi % duge néu lién quan dén ham lugng disacarit, né thudong chi mol/phan trim

mol, trir khi ¢6 quy dinh khéc.

Thuét ngét BSH dugc ding trong ban mé ta nay chi heparin sinh tng hop, tirc 13
heparin tao ra duoc théng qua mét hoc nhiéu quy trinh héa hoc; quy trinh enzym; quy
trinh hoéa hoc va enzym két hop; quy trinh nudi ciy t& bao vi sinh vat va té bao cia dong
vét ¢6 vii. Theo mot s phuwong an, heparin sinh tong hop c6 thé bao gdm heparin ma 14
twong duong vé mit sinh hoc v&i heparin USP ciia lon, tic 13 heparin natri cia lon, vi du,

“heparin trong duong vé mit sinh hoc".

Thuét ngit “heparin trong dwong vé mit sinh hoc” duge ding trong ban mé ta niy
(BEqH) la twong dwong véi heparin natri USP cia lon v& mtrc d6 hoat tinh va phan b
phan tir lugng. Theo mét s§ phuong an, heparin twong duwong v& mit sinh hoc c6 thé chira

cac nhom disacarit NS, NS2S, NS6S va NS6S2S véi lugng tuong duong véi heparin USP
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cta lon nhu dugc boc 10 trong bang 2 dudi day.

Thuat ngit “mé” dugc dung trong ban mo ta nay co thé chi lugng cu thé cia thudc
hodc nguyén liéu khac, nhu heparin, ma nhim dé c6 tinh chit va chét lugng déng déu,
trong c4c giéi han cu thé, va duoc tao ra theo trinh tu sén xuét duy nhét trong cting chu ky

san xuat.
Heparin va heparosan

Heparosan 13 nhém bao gdm cac polysacarit mach thang c6 chicu dai khong dong
nhét véi don vi disacarit lap lai [axit —4) B-D-glucuronic (GlcA) (1—4) N-axetyl-a-D-
glucosamin (GIcNAc) (1—1]x.

Heparin 13 nhém khéng dong nhit bao gdm céc glycosaminoglycan anion mach
thing c6 céc tinh chat chéng dong. Heparin c6 thé dugc tidu thanh cac nhém disacarit khac
biét (Yang, B., Chang, Y., Weyers, A. M., Sterner, E., & Linhardt, R. J. (2012) va phén
tich duge thuc hién theo phuong phap sic ky 1éng-phd cuc tim (liquid chromatography-
ultraviolet spectrometry - LC-UV). (P. Mourier et al. Analytical Chemistry Research 3
(2015) 46-53). Dit liu thu dugce theo phuong phép LC-UV 1a tuong duong véi dit licu thu
dwoc theo phuong phép sic ky 1ong-phd khéi (LC-MS) thuong dugce sir dung. Sau khi tidu
bang hdn hop bao gdm ba heparin lyaza, heparin tao ra cic disacarit dudi day:

0S [AUA-GIcNAc]

NS: [AUA-GIcNS]

6S [AUA-GIcNAC6S]
28 [AUA2S-GlcNAc]
NS28 [AUA2S-GIcNS]
NS6S [AUA-GIcNS6S]
2568 [AUA2S-GIcNAC6S]

TriS (NS2S6S) [AUA2S-GIcNS6S]
trong d6 AUA tuong Ung voi axit 4-deoxy-o-L-threo-hex-4-enopyranosyl uronic. GIcN

twong ung voi D-glucosamin, Ac twong Umg véi axetyl va S tuwong tng véi sulfo. Trong
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ban mo ta nay, ham lugng disacarit c6 thé dugce tinh trén co s¢ tong ham Iugng cia ca tam

disacarit néu trén.

Do heparin va heparosan va cac chét dan xuét lién quan 1a cac phan tir phirc, nén
chiing con ¢6 thé duge xé4c dinh tinh chit theo trong lwong phén tit lugng trung binh (Mw)
cta ching va phin bd phén tir lvong. Heparin con c6 thé duge xac dinh tinh chét theo hoat

tinh chéng dong ctia né.

Tiéu chudn theo Duoc dién M§ (United States Pharmacopeia), phién ban 39
(USP39), vé “Heparin natri, USP” ddi hoi heparin ¢6 muc hoat tinh va phan bd phan tir
lwong cu thé. Theo USP, heparin c6 trong luong trung binh nim trong khoang tir 15.000Da
dén 19.000Da; ty 18 phan trim ctia mach heparin véi phan tit lwgng cao hon 24.000Da 13
khong nhidu hon 20% tong; va ty 1¢ giita cic mach c6 phan tit lugng nam trong khoang tir
8.000Da dén 16.000Da so vé6i cac mach c6 phan tir lwgng nim trong khoang tir 16.000Da
dén 24.000Da khong thp hon 1,0.

Theo sang ché, ty 18 gitra cac mach c6 phan tir lwong nim trong khoang tir 8.000Da
dén 16.000Da so v6i cac mach c6 phan tir lugng nam trong khoang tir 16.000Da dén
24.000Da khong thap hon 1,0, t6t hon 13 nim trong khoang tir 1,0 dén 2,5, 1,0 dén 2,0, 1,2
dén 1,8, 1,4 dén 1,7, 1,5, hodc 1,6. Hiéu luc duogc xac dinh theo thir nghiém sinh hoc béng
cach st dung chuén tham chiéu USP trén co s& don vi hoat tinh heparin mdi miligam. Cac
dac diém k§ thudt nay doi hoi hoat tinh chdng d6éng ctia heparin ddi véi yéu t6 Ila (tic 14
khéng-Ila) khong thdp hon 180U/mg, va ty 18 giita hoat tinh di véi yéu t6 Xa so v6i hoat
tinh d6i v6i yéu t6 Ila (tic 12 khang-Xa/khang-Ila) nam trong khoang tir 0,9 dén 1,1.

Chuyén khao hién nay ciia USP (USP 39) vé heparin natri ctia lon khéng c¢6 yéu ciu
vé thanh phan disacarit. Tuy nhién, that 13 hop 1y 14 céc tinh chét ciia heparin tuén theo cdu
trac. Do do, cac tac gia sang ché di 1am sang td mot s6 déu hibu cdu tric cia heparin USP
cta lon. Bang 1 thé hién khoang théng ké ciia cc nhém disacarit thu duoc tir heparin USP
ctia lon sau khi xir Iy bang ba heparin lyaza. Tong cong 15 16 heparin USP cua lon dwoc

do. Trung binh sé hoc (trung binh) va dao dong chuin 12 (SD) cua céc miu dwge tinh. Dao
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dong chuén cua sai sd phan tich thu duge trén co sé dit liéu ma céc tac gia sang ché gom
dugc. Phuong trinh & ¢t ngoai cliing bén trai ciia Bang 1 dudi day dugc ap dung dé tinh

cho tung disacarit.

Béang 1. Phén tich thanh phan ctia cdc mé USP-heparin ctia lon va x4c dinh khoang dich
61 v6i heparin sinh téng hop, ma c6 thé 13 twong dwong vé mit sinh hoc dbi véi heparin

USP cua lon.

(mol %) 0S NS 6S 2S NS6S NS2S 286S TriS
Trung binh ctia 15 mé USP heparin (=A) 38 31 32 1,7 10,7 73 13 68,9
SD ciia 15 mé USP heparin (=B) 0,99 0,55 0,32 0,15 0,92 0,61 2,0 14
SD ciia iong sai s6 phan tich (=C) 0,33 0,13 0,10 0,10 0,26 028 0,15 1,0
(N=12)

Téi thiéu khoang dich BEqH (3sd) ;‘(*B;C)) 00 1,1 20 09 7,1 46 04 59,8
£ . , =A+

T61 da khoang dich BEqH (3sd) 3+(B+C)) 78 51 45 24 142 99 22 780
Téi thiéu khoang dich BEqH (2sd) (2:(?3;0)) 1,2 1,7 24 12 83 55 07 628
Té6i da khoang dich BEqH (2sd) ;(‘%jc)) 6,5 45 4,1 22 13,0 90 19 750
Téi thidu khoang dich BEqH (1sd) f;]i'c)) 2,5 24 28 14 95 64 1,0 659
T6i da khoang dich BEqH (1sd) %ﬁé)) 52 3,8 37 1,9 11,8 81 16 720

Gia su réng 15 mau heparin 1 tiéu biéu, 3 dao dong chudn bao tram 99,7% dao

dong mong doi.

Theo mdt s6 phuong 4n, ham lwong ctia mdi disacarit trong heparin sinh téng hop,
ma 13 twong duong vé mit sinh hoc véi heparin natri USP ctia lon, ndm trong khoang 3 dao
dong chudn cta trung binh da du tinh thu duge tir USP heparin, nhu duogc thé hién trong

Béang 1 néu trén va duoc thé hién trong Bang 2.
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Bang 2. Thanh phan ctia USP-heparin ctia lon theo 3 do bién thién ctia dao ddng chuén.
%mol  0S NS 6s 28 NS6S | NS2S | 2868 TriS
Heparin USP 0-7,8 1,1-5,1 2,0-4,5 0,9-2,4 7,1-14,2 4,6-9,9 0,4-2,2 59,8 -78,0

Theo mot s6 phuong an, ham lwong mdi disacarit trong heparin sinh tong hop ndm
trong khoang 2,5, 2,0, 1,5 hodc 1,0 dao dong chuén cua trung binh da dy tinh thu duoc ti
USP heparin. Theo mdt s6 phuong 4n, ham lwong cta ting disacarit chinh, NS, NS6S,
NS28S, va TriS, nim trong khoang 3,0, 2,5, 2,0, 1,5 hodc 1,0 dao dong chuin cua trung
binh d& duy tinh twong Gng thu duoc tr USP heparin.

Mulloy et al. “USP compendial methods for analysis of heparin: chromatographic
determination of molecular weight distributions for heparin sodium” Anal Bioanal Chem
(2014) 406: 4815-4823, @3 xem xét phan bd kich ¢& ciia heparin natri USP cta lon. Theo
Hinh 3, céc loai nim trong khoang tir 8kDa dén 16kDa nhidu nhét 13 55%, va c4c loai nim
trong khoang tir 16kDa dén 24kDa khong it hon 25%. Do d6, ty 18 giita 18 dén 16/16 dén
24 1a 2,2 (tuc 1a 55/25) theo tht nghiém nay.

Téng hop heparin tir heparosan

Heparosan la polysacarit v&i don vi disacarit 1ap lai [axit —4) B-D-glucuronic
(GlcA) (1—4) N-axetyl-o-D-glucosamin (GlcNAc) (1—]a. Heparosan duoc sinh tdng hop
& dang vién nang polysacarit trong vi khuin bao gdm Escherichia coli va Pasteurella
multicida. Lindahl U et al. (1998) “Regulated diversity of heparan sulfate” J Biol Chem
273(39):24979-24982. Céc nghién ctru & quy mé phong thi nghiém da cho thdy ring
heparosan ¢6 phan tit lugng trung binh (My) > 10.000, thu dwgc tir chiing E. coli K5 cb thé
dwoc chuyén héa theo phuong phap héa hoc ding enzym thanh chit chéng déng
polysacarit dugc goi 12 neoheparin, ma 1 khong twong duong vé mit sinh hoc véi heparin
natri USP cua lgn. Lindahl et al. (2005) J Med Chem 48(2):349-352; Zhang et al. (2008)

Journal of the American Chemical Society 130(39):12998-13007; patent M¥ sb 6,162,797;
US 2014/0349962.
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Cac tai liu tham khao dudi ddy bdc 10 cac heparin sinh tong hop, ma 1a khong
trong dwong vé mit sinh hoc v6i heparin natri USP ctia lon. Khong tai liéu nao mo ta quy
trinh san xudt cac chét trung gian c6 céc tinh chét dugc boc 16 trong ban mo ta nay, hoic
heparin nio san xut dugc 12 tuong dwong vé mit sinh hoc véi heparin USP cua lgn. Theo
thong bdo, ham lugng disacarit ctia cac heparin nay khong nim trong khoang 1, 2 hoic 3
dao dong chuan so véi trung binh da du tinh tir heparin USP cua lgn, hogc chét trung gian

bat ky phit hop véi cac chit trung gian cin thiét cho heparin twong duong v& mit sinh hoc.

Céc khic biét khéc nita giita sang ché va tinh trang k¥ thuat bao gom, trong sb
nhidu tht, chét trung gian tht ba NS2S6S, con duoc goi TriS. Mot sd phuong phap nhét
dinh trude diy ma 4p dung cac phuong phép sulfat hoa theo cach héa hoc khong thé tao ra
chét trung gian NS2S6S ma thiéu disacarit 38, Mot s6 phuong phép héa hoc enzym nhét
dinh khong kiém soat ham lwong cia nhém disacarit chinh & ting budc héa enzym du dé

thu duoc chét trung gian NS2S6S.

Theo tai li¢u: Bhaskar, U., et al (2015). Carbohydrate Polymers, 122, 399-407,
thanh phin disacarit chinh nhu NS6S, NS2S, NS2S6S ciia chit trung gian truée 30ST Iin
luot 12 7,8, 15,7, va 67,9% (trong luong). “Heparin” thu duoc 1a khong twong dwong vé
mit sinh hoc véi heparin USP cua lon, va thanh phin disacarit ciia chat trung gian trudc
30ST trong tai liéu tham khéo ndy khong gidng chét trung gian th ba NS2S6S/TriS cin
thiét cho heparin twong duong v& mit sinh hoc. Hoat tinh khing ITa cao nhét da thong bao
cho “heparin” diéu ché dugc theo tai liéu tham khao nay Ia 151U/mg, ma Ia thip hon mirc
can thiét 180U/mg, khién né khong twong dwong v6i heparin USP ctia lgn. Ngoai ra, phan

tr lugng clia san pham didu ché duoc theo Bhaskar va cac dong tac gia 1 >25.000dal,

Theo tai li¢u: Zhang, Z., et al (2008) Journal of the American Chemical Society,
130(39), 12998-13007, “Heparin”, ban doi chiéu cta chit trung gian thtr ba NS2S6S,
khong chira nhém N-axetyl ma thé hién 0S, 28, 6S, va 2S6S. “Heparin” thu dugc 1a khong
trong duwong vé mit sinh hoc véi heparin USP ctia lon, va céc disacarit ctia chat trung gian
tru¢e 30ST trong tai liéu tham khdo nay khong thé thoa man duge cac yéu ciu ciia chit
trung gian thir ba NS2S6S can thiét cho heparin twong duong vé mit sinh hoc. Hoat tinh

cta heparin nay xdc dinh dwoc 1a 180U/mg theo thir nghiém thoi gian thromboplastin ban
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phdn duoc hoat héa (activated partial thromboplastin time - APTT) dua trén cuc khdi. Thir
nghiém nay la khong twong duong véi hoat tinh khang Ila d3 duge bde 19 trong USP hién
tai nén khong ro li€u n6é c6 thoa man cac dic diém vé hoat tinh ddi véi heparin USP cua
lon hay khong. Hon thé nita, khong thir nghiém khang Xa nio duoc thuc hién trong thir
nghiém nay nén ty 1€ khang Xa/khang II cta “heparin” nay khong dugce xac dinh. Toém lai,
khi khong c6 nhém N-axetyl va céc hoat tinh khang I1a va khang Xa khong xac dinh duoc,

heparin nay 13 khong twong dwong vé mit sinh hoc v&i heparin USP cua lon.

J Med Chem 48(2):349-352 (2005) thé hién phén tir “neoheparin” v6i phan tir lugng
khoang 8.000; khang Xa 162; khang Ila 62; khang Xa/khang Ila 2,6, trc 1a khong tuong
dwong vé mit sinh hoc. Xem xét khoang cach vé& phan tir lwong va hoat tinh chéng dong
cia phan Ung sau 30ST theo quy trinh héa enzym giita neoheparin va heparin tuong
dwong vé& mit sinh hoc, chit trung gian trude 30ST cta neoheparin khong gidng chit trung

gian thit ba NS2S6S can thiét cho heparin trong dwong vé& mit sinh hoc.

Patent M§ 56 6,162,797 d& xut chat dan xuét cua heparin thu dugc bﬁng cach sulfat
héa hoa hoc ting bude ddi véi heparosan da dugc epime hda, N-deaxetyl hoa, N-sulfat
héa. Tuy nhién, chét din xut ndy c6 khang Xa nim trong khoang tlr 500 dén 600, khang
ITa ndm trong khoang tir 250 dén 320 (mic dii trong ban méd ta ndy “APTT” duoc sit dung
thay cho khang ITa, va it c6 kha ning “APTT” hin 1a khang Ila), tac khong 1a tuong
dwong vé& mit sinh hoc. Tlr d6 suy ra ring tai liéu nay khong boc 16 hodc 4m chi rang chit
trung gian twong dwong véi chit trung gian thir ba NS2S6S cin cho heparin twong duong
vé mit sinh hoc. Patent ciing khong boc 16¢ chét trung gian thtr nhit (NS) hodic cht trung

gian tht hai boc 16 dudi day.

US 2014/0349962 A1 thé hién chat din xuét ciia heparin, “Mitrin”, thu duoc theo
phuong phép chitc héa bang cach héa enzym ddi véi heparosan. “Mitrin” 1a hexasacarit
khong chira nhém axit 2-O sulfatdiduronic véi hoat tinh khang Xa cao hon heparin cia
Mg. Do do, tai liéu nay khong bdc 16 hodc goi y vé chét trung gian tht hai (NS2S) hodc
chat trung gian twong duong vé6i chit trung gian thir ba (NS2S6S).

Do d6, trong khi cdc “heparin sinh téng hop” da duge boc 16 trong céc tai liéu tham
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khéo néu trén c6 mot s tinh chat chung véi heparin USP cua lon, ching khong tuong
dwong vé mit héa hoc hodc twrong duong vé mit sinh hoc véi heparin USP ciia lon. Cac tai
liéu tham khéo néu trén cling khong boc 16¢ hodc goi v yéu td nao con thiéu, bude ndo cin
thay dbi hodc thay dbi ching bang cach nio, dé tao ra heparin sinh téng hop. Céc chét
trung gian ctia heparin sinh tdng hop dugc boc 16 trong ban mé ta nay khong dwgc tim thiy
& céc chét trung gian ctia qué trinh san xuit heparin in vivo. Cu thé, cac chit trung gian cia
heparin ty nhién lién két véi nhom lién két proteoglycan, (Sugahara K, Kitagawa H. (2002)
Heparin and heparan sulfate biosynthesis. IUBMB Life, 54(4):163-75), va do d6, khong
tdn tai trong & dang tu do véi cac dic tinh néu trong ban md ta nay. Do do6, heparin sinh

téng hop khong 1 san phim ty nhién.

Céac tac gia sang ché di tao ra heparin sinh téng hop, ma c¢6 thé 13 twong dwong vé
mit sinh hoc véi heparin USP ctia lon. Céc tac gia sing ché d 1am séng té ba chét trung
gian, ma c6 thé 1a thiét yéu ddi v6i quy trinh téng hop heparin, ma 1a twong dwong vé mit
sinh hoc v6i heparin USP cua lgn, thong qua céc quy trinh hda enzym tir heparosan. Cac
chét trung gian ndy, ma dugc danh ddu dudi diy theo cic nhém disacarit trdi cia ching 13
chit trung gian NS, chit trung gian NS2S, va chét trung gian NS2S6S (hodc chét trung
gian TriS), dugc dic trung bdi cac khoang ciia cic loai dudng thay ddi cu thé, nhu nhém
disacarit. Chting con ¢6 thé duoc x4c dinh tinh chat boi tinh chét phén t lugng va phan
b6. Cac chit trung gian niy c6 thé khong c6 hoat tinh chéng dong gian tiép qua khang

trombin.

Béan md ta ndy lién quan dén quy trinh tong hop heparin sinh tdng hop tir heparosan,
nhu thu duge tir exopolysacarit heparosan ctia vi khuan, va 1am sang to cac tinh chit cua
céc chat trung gian then chdt, ma ¢6 thé 1a cin thiét dé thu duoc heparin twong dwong vé
mit sinh hoc. Theo mét sb phwong 4n, heparin sinh téng hop c6 thé théa mén cac yéu cau
vé hoat tinh Duge dién My (US Pharmacopeia - USP), dac biét 1a hoat tinh chéng dong
ctia heparin d6i v6i yéu t6 Ila (tuc 1a khéng I1a) khong the“ip hon hodc cao hon 180U/mg, va
ty 1¢ gitta hoat tinh d6i véi yéu t6 Xa so voi yéu té Ila (tie 1a khang Xa/khang Ila) ndm
trong khoang tir 0,85 dén 1,15 hozc tir 0,9 dén 1,1 hodc khoéang 1,0. Heparin sinh tong hop

cling ¢6 thé thoa mén cac yéu ciu theo USP vé phan bd phan tir lwong: trong luong trung
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binh nim trong khoang tir 15.000Da dén 19.000Da; ty 1& phéan trim ctia mach heparin v6i
phan tir lwgng cao hon 24.000Da 12 khong nhidu hon 20% tdng (k& ca 0% dén 15%, 0%
dén 10%, va 5% dén 10%); va ty 18 giita cac mach c6 phan tir lwrong nidm trong khoang tir
8.000Da dén 16.000Da so vé6i cac mach c6 phan ti lwong ndm trong khoang tir 16.000Da
dén 24.000Da khéng thép hon 1,0 (ké ca ndm trong khoang tir 1,0 dén 2,5; 1,0 #n 2,0, 1,2
dén 1,8, 1,4 dn 1,7, 1,5, hodc 1,6). Do d6, heparin sinh tdng hop ¢6 thé 13 twong duong vé

mat sinh hoc véi heparin USP cua lon.

Theo mot phwong 4n, chdt trung gian thd nhit NS c6 thd 1a chit licu
glycosaminoglycan chira lwong hitu hiéu ctia nhém disacarit dd dugce sulfat hoa & vi tri N.
Vi du, cac nhém disacarit da duoc sulfat héa & vi tri N (NS) ¢6 thé chiém 78% dén 99,5%
hoic 78% dén 99% hodc 81% dén 97% hoic 83% dén 95% hodc 84% dén 94% hodc 85%
dén 93% hodc 84% dén 87% hodc 85% dén 86% hodc 87,5% dén 94% hoic 90% dén
93,5% hoic 90,5% dén 93% hodc 90,3% dén 91,3% hodc 92,2% dén 93,2%, hoic tri s
hoic khoang bét ky trong céc khoang nay, cta chét trung gian thi nhit NS. Theo mot sb
phuong an lién quan, phan con lai cia chét trung gian thir nhit NS ¢6 thé 1a nhém disacarit
clia glucosamin khong dugce cai bién khong dugce N-axetyl hoa (NAc) phu (0S). Trong moi

truong hop, NS phai chira mot vai nhom NAc do duoc.

Cac dic tinh vé phan tir lugng ciia chét trung gian thir nhit c6 thé 14 thich hop dé
tao ra heparin sinh tong hop ma c6 thé thoa man cac dic tinh vé phan tir lwong db6i véi
heparin natri USP ctia lon bang cach 4p dung, vi du, mét trong sé céc phuong phéap duge
bdc 10 dudi day.

Theo mot s6 phwong 4n, chét trung gian thir nhit NS 14 chit liéu glycosaminoglycan
chtra 84,7% dén 93,8% trong lugng nhoém disacarit da dugc sulfat héa & vi tri N. Theo cac
phuong 4n lién quan, phan con lai 1d nhém disacarit cia glucosamin khéng duge cai bién

khong dugce N-axetyl hoa (NAc) phu (0S).

Theo mét s6 phwong an, chit trung gian thtr nhit NS c6 thé bao gdm nhém NS
disacarit v6i lvgng ndm trong khoang tir 83,4% dén 87,4% hodc 83,9% dén 86,9% holic
84,4% dén 86,4% hodc 84,9% dén 85,9% hodc tri s6 hodc khoang bat ky trong cac khoang
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ndy. Phan con lai ciia chit trung gian tht nhit NS nay c6 thé 13 nhém disacarit cia

glucosamin khéng dwoc cai bién khong dugc N-axetyl héa (NAc) phu (0S).

Theo mét sé phuong 4n, chit trung gian thi nhat NS c6 thé bao gdbm nhém NS
disacarit v6i lwgng nam trong khoang tir 87,9% dén 92,9% hodc tir 88,4% dén 92,4% hoic
tir 88,9% dén 91,9% hodc tir 89,4% dén 91,4% hodc tir 89,9% dén 90,9% hoic tri sé hoiic
khoang bét ky trong cac khoang nay. Phin con lai cia chit trung gian thtr nhit NS nay co
thé 1a nhém disacarit ciia glucosamin khong dugc cai bién khong duoc N-axetyl héa (NAc)
phu (0S).

Theo mét s§ phuong an, chét trung gian thir nhit NS c6 thé bao gdm nhém NS
disacarit véi lwgng nim trong khoang tir 88,8% dén 94,7% hodc 89,3% dén 94,2% hoic
89,8% dén 93,7% hoic 90,3% dén 93,2% hodc tri s6 hoiic khodng bat k¥ trong céc khoang
ndy. Phan con lai ctia chét trung gian thi nhit NS nay c6 thé 13 nhém disacarit cia

glucosamin khong dugc cai bién khong dugc N-axetyl héa (NAc) phu (0S).

Theo mét sb phuong 4n, chét trung gian thir nhit NS ¢ thé bao gbm nhém NS
disacarit v&i lwgng nam trong khoang tir 88,8% dén 92,8% hodc 89,3% dén 92,3% hoic
89,8% dén 91,8% hodc 90,3% dén 91,3% hoic tri s6 hoic khoang bét ky trong cac khoang
ndy. Phin con lai ciia chit trung gian tht nhit NS nay cé thé 13 nhém disacarit cua

glucosamin khong dugc cai bién khong dugc N-axetyl hoa (NAc) phu (0S).

Theo mét s6 phuong an, chét trung gian thi nhit c6 thé bao gdm nhém NS disacarit
v6i lugng ndm trong khoang tir 90,1% dén 94,7% hoic 90,6% dén 94,2% hoic 91,1% dén
93,7% hodc 91,6% dén 93,2% hoic tri sb hodc khoang bAt ky trong cac khoang nay. Phan
con lai ctia chét trung gian thir nhat NS nay c6 thé 1a nhém disacarit ctia glucosamin khong

duoc cai bién khong dugc N-axetyl héa (NAc) phu (0S).

Phuong an khéc c6 thé 13 chét trung gian thi hai ctia glycosaminoglycan NS2S, ma
c6 thé 14 chat lidu glycosaminoglycan chira lwong hitu hi€u cua nhém disacarit d3 dugc
sulfat hoa & vi tri N, da duoc 2-O-sulfat héa (NS2S). Vi du, theo mot s6 phuong an, nhom
disacarit d& dugc sulfat hoa & vi tri N, d3 duge 2-O-sulfat héa (NS2S) c6 thé chiém 44%
dén 80% hoic 45% dén 79% hodc 50% dén 78% hodc 50% dén 77% holic 55% dén 78%
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hogic 55% dén 76% hodc 58% dén 77% hoic 59% dén 76% hoidc 60% dén 75% hoic 58%
dén 62% hoic 59% dén 61% hodc 65% dén 77% tri sb hodc khoang bét ky trong cac

khoang nay ctia cht trung gian thir hai cta glycosamino glycan NS2S.

Chit trung gian tht hai cia glycosaminoglycan NS2S con c6 thé bao gdm nhém NS
disacarit ngoai nhém disacarit d3 duwgc sulfat héa & vi tri N, d3 dwugc 2-O-sulfat hoéa
(NS2S). Vi dy, nhém NS disacarit c6 thé chiém 12% dén 40% hodc 13% dén 39% hoic
15% dén 34% hodc 15% dén 29% hoic 16% dén 29% hotic 16% dén 26% hodc 17% dén
25% hoic 16% dén 18% hodc 19% dén 26% hodc tri sé hodc khoang bt ky trong céc
khoang nay ctia chit trung gian tht hai cua glycosaminoglycan NS2S. Mdi khoang trong
s6 cac khoang ddi véi nhém NS disacarit c6 thé duge dung véi mdi khoang trong sb céc
khoang d6i voi nhom disacarit da dugc sulfat héa & vi tri N, dd dugc 2-O-sulfat héa

(NS2S).

Ngoai nhom disacarit dd duoc sulfat hoéa & vi tri N, dd dugc 2-O-sulfat héa (NS2S)
va nhém NS disacarit, chat trung gian tht hai cua glycosaminoglycan NS2S c¢6 thé con bao
gdm mét hodc nhidu nhém disacarit cua glucosamin khéng dugc cai bién khong duge N-
axetyl hoa (NAc) phu (0S) va nhém disacarit da dugce 2-O-sulfat héa, NAc (2S). Theo cac
phuong 4n nhit dinh, cic thanh phén duy nhdt cua chét trung gian tht hai cla
glycosaminoglycan NS2S ngoai nhém disacarit dd duge sulfat héa & vi tri N, d3 duoc 2-O-
sulfat héa (NS2S) va nhom disacarit dd dugc sulfat héa & vi tri N, d3 duogc 2-O-sulfat héa
(NS2S) c6 thé 1a nhém disacarit ciia glucosamin khong duoc cai bién khéng dwoc N-axetyl
héa (NAc) phu (0S) va/hodc nhém disacarit dd dugc 2-O-sulfat hda, NAc (2S). Theo mét
s6 phuong an, lugng két hop cic nhom disacarit 0S va 2S c¢6 thé chiém 0,4% dén 25%
hodic 4% dén 24% hodic 5% dén 24% hoic 6% dén 20% hoic 6% dén 18% hoic 6% dén
16% hodc 7% dén 23% hodc 7% dén 20% hodc 7% dén 17% hodc 7% dén 15% cht trung
gian thir hai NS2S.

Cac dic tinh v& phén tir lwong clia chét trung gian tht hai c6 thé 13 thich hop d tao
ra heparin sinh téng hop ma c6 thé théa man cac dic tinh vé phan t&r lvgng d6i véi heparin
natri USP cta lgn bing cach 4p dung, vi dy, mét trong s6 cac phuong phap duogc boc 10

dudi day.
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Theo mét sé phuong an, chit trung gian tht hai cua glycosaminoglycan NS2S c6
thé bao gdm 73,8% dén 75,3% trong lwong nhém disacarit d& dugc sulfat héa & vi tri N, d&
dugce 2-O-sulfat hoa (NS2S), va 18,5% dén 20,2% trong lwong nhém disacarit NS. Phin
con lai ctia chat trung gian thir hai cta glycosaminoglycan NS2S c¢6 thé bao gdém, hoic
gdm nhém disacarit cia glucosamin khéng duge cai bién khéng duwge N-axetyl héa (NAc)

phu (0S) va nhom disacarit d& dugc 2-O-sulfat hda, NAc (25).

Theo mdt sé phwong an, chit trung gian thtt hai cia glycosaminoglycan NS2S ¢6
thé bao gdbm nhém disacarit NS2S véi lwong ndm trong khoang tir 57,5% dén 62,5% hodc
58% dén 62% hodic 58,5% dén 61,5% hodc 59% dén 61% hoic 59,5% dén 60,5% hodc tri
s6 hodc khoang trong cac khoang nay. Ngoai ra, chit trung gian tht hai cua
glycosaminoglycan NS2S c6 thé bao gdm nhém NS disacarit vé6i luong nim trong khoang
tr 23,2% dén 27,2% hodic 23,7% dén 26,7% hoic 24,2% dén 26,2% hodc 24,7% dén
25,7% hodc tri s6 hodc khoang bat ky trong cic khoang nay. Phan con lai ctia chét trung
gian thtr hai clia glycosaminoglycan NS2S ¢6 thé bao gdm, hodc gbém nhém disacarit cia
glucosamin khong dugc céi bién khong duge N-axetyl héa (NAc) phu (0S) va/hodc nhéom
disacarit dd dugc 2-O-sulfat hoa, NAc (2S). Lugng két hop cac nhém 0S va 2S c6 thé
chiém tir 13,3% dén 16,3% hodc 13,8% dén 15,8% hoic 14,3% dén 15,3% chét trung gian
thtr hai.

Theo mét sb phuong 4an, chit trung gian thtr hai cta glycosaminoglycan NS2S ¢
thé bao gém nhom disacarit NS2S véi lugng nam trong khoang tir 65,8% dén 77,4% hoidc
66,3% dén 76,9% hodc 66,8% dén 76,4% hoic 67,3% dén 75,9% hoic tri sé hoic khoang
trong céc khoang nay cta. Ngoai ra, chit trung gian th hai cia glycosaminoglycan NS2S
c6 thé bao gdm nhém NS disacarit véi lwong nim trong khoéng tir 14,8% dén 26% hodc
15,3% dén 25,5% hoic 15,8% dén 25% hodc 16,3% dén 24,5% hodc tri sé hoiic khoang
bat ky trong cédc khoang nay. Phin con lai ctia chit trung gian tht hai cta
glycosaminoglycan NS2S c6 thé bao gdm, hodc gdm nhém disacarit ciia glucosamin
khong duge cai bién khong duoc N-axetyl héa (NAc) phu (0S) va/hodc nhém disacarit di
duge 2-O-sulfat hoa, NAc (2S). Lugng cac nhém 0S va 28 két hop c6 thé chiém tir 5,6%
dén 10,8% hoic 6,1% dén 10,3% hoic 6,6% dén 9,8% chét trung gian thi hai.
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Theo mdt s6 phwong an, chét trung gian thr hai ctia glycosaminoglycan NS2S cé
thé bao gdm nhém disacarit NS2S vé6i lwong nim trong khoang tir 65,8% dén 74,4% hodc
66,3% dén 73,9% hoic 66,8% dén 73,4% hoic 67,3% dén 72,9% hoic tri s6 hodic khoang
trong cic khoang niy. Ngoai ra, chit trung gian thr hai cia glycosaminoglycan NS2S c6
thé bao gdm nhém NS disacarit véi lwong nim trong khoang tir 17,9% dén 26% hoic
18,4% dén 25,5% hoidc 18,9% dén 25% hoic 19,4% dén 24,5% hoic tri sé hodic khoang
bit ky trong cic khoang nay. Phin con lai cia chit trung gian tht hai cua
glycosaminoglycan NS2S c6 thé bao gdm, hosic gbm nhém disacarit cia glucosamin
khong duogc cai bién khong duoc N-axetyl héa (NAc) phu (0S) va/hodc nhém disacarit da
dugc 2-O-sulfat héa, NAc (2S). Luong cac nhém 0S va 2S két hop c6 thé chiém tir 5,6%
dén 10,8% hoic 6,1% dén 10,3% hoic 6,6% dén 9,8% chit trung gian thi hai.

Theo mdt s6 phwong an, chét trung gian thir hai cta glycosaminoglycan NS2S cé
thé bao gdm nhém disacarit NS2S véi lwong nim trong khoang tir 73,4% dén 77,4% hogc
73,9% dén 76,9% hoic 74,4% dén 76,4% hodc 74,9% dén 75,9% hoic tri s§ hodc khoang
trong cac khoang nay. Ngoai ra, chit trung gian thtr hai clia glycosaminoglycan NS2S ¢6
thé bao gdm nhém NS disacarit v6i lwong nim trong khoang tir 14,8% dén 18,8% hoic
15,3% dén 18,3% hoic 15,8% dén 17,8% hoic 16,3% dén 17,3% hoic tri sé hoic khoang
bit ky trong cic khoang nay. Phdn con lai cia chit trung gian tht hai cua
glycosaminoglycan NS2S c6 thé bao gdm, hoic gdm nhém disacarit cia glucosamin
khéng duoc cai bién khong dugce N-axetyl héa (NAc) phu (0S) va/hodc nhém disacarit da
dugc 2-O-sulfat héa, NAc (2S). Luong cac nhém 0S va 28 két hop c6 thé chiém tir 5,8%
dén 9,8% hoic 6,3% dén 9,3% hoic 6,8% dén 8,8% chét trung gian th{ hai.

Chét trung gian thtt hai c6 thé 14 thich hop dé tao ra heparin véi cac yéu cu vé kich
thude va hoat tinh phtt hop véi heparin USP ctia lon. N6i cdch khac, chat trung gian thit
hai 6 thé 1a chit sao cho heparin vé6i cac yéu cAu vé kich thude va hoat tinh ph hop véi
heparin natri USP cua lgn cé thé duoc tao thanh bé’mg cach 4p dung, vi du, mét trong s6
céc phuong phap duge boc 16 dudi diy. Vi du, chit trung gian tht hai c6 thé c6 phan tir
lugng trung binh thich hop d tao ra san phim heparin cudi cing véi cac yéu ciu vé kich

thude va hoat tinh phtt hop v6i heparin natri USP cua lgn. Luong hitu hiéu cta cidc nhém
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disacarit da duoc sulfat héa & vi tri N, dd duge 2-O-sulfat hoa (NS2S) & chét trung gian thir
hai c6 thé 13 Iugng sao cho heparin v6i cac yéu cau v& kich thude va hoat tinh pht hop véi
heparin natri USP cda lon ¢6 thé duoc tao thanh béng cach &p dung, vi du, mot trong sb

cac phuong phap duogc boc 1o dudi day.

Phwong 4n khac 1a chat trung gian thir ba cta glycosaminoglycan NS2S6S ma c6
thé 1a chit lidu glycosaminoglycan chira lwong hitu hiéu ctia nhém disacarit nhém d3 dugc
sulfat hoéa & vi tri N, dd duogc 2-O-sulfat hda, dd dugc 6-O-sulfat héa (NS2S6S hodc con
dugc goi la TriS) va nhom disacarit dd dwogc sulfat hoa & vi tri N, da dugc 6-O-sulfat hoa
(NS6S). Vi du, nhém disacarit NS2S6S c¢6 thé chiém 30% dén 74% hoic 31% dén 73%
hodc 36% dén 70% hodc 40% dén 67% hodc 40% dén 66% hodc 42% dén 65% hodc 44%
dén 64% hodic 42% dén 45% hoic 48% dén 65%, hoic tri s§ hoic khoang bat ky trong cac
khoang niy, cua chit trung gian thir ba ciia glycosaminoglycan NS2S6S. Nhém disacarit
NS6S c6 thé chiém 5% dén 40% hodc 5% dén 32% hodc 5% dén 26% hoic 5% dén 23%
hodc 5% dén 7% hodc 8% dén 16% hodc 18% dén 23% hodc 6% dén 69% hoic 6% dén
32% hodc 6% dén 26% hoic 6% dén 21%, hoic tri sd hodc khoang bét ky trong céc
khoang nay, ciia chat trung gian thi ba cia glycosaminoglycan NS2S6S. M&i khoang
nhém disacarit NS6S c6 thé duge ding v6i mdi khoang nhém disacarit NS2S6S.

T4t hon, néu chit trung gian thir ba ciia glycosaminoglycan NS2S6S khong chira

nhdém disacarit 3S.

Ngoai cdc nhém disacarit NS2S6S va NS6S, chit trung gian thir ba cia
glycosaminoglycan NS2S6S con ¢ thé bao gdm nhém disacarit da dugc sulfat héa & vi tri
N, da dugc 2-O-sulfat hdéa (NS2S) va/hodc nhom disacarit NS. Nhom disacarit NS2S cé
thé chiém 1% dén 28% hodc 1% dén 27% hoic 4% dén 28% hoic 8% dén 28% hodc 10%
dén 28% hogc 11% dén 28% hodc 12% dén 27% hoic 11% dén 22% hodic 19% dén 27%
hogic 3% dén 23% hodc 5% dén 19% hoic 7% dén 16% hoic tri sb hoic khoang bét ky
trong cac khoang nay ctia chit trung gian thir ba cua glycosaminoglycan NS2S6S. Nhom
NS disacarit c6 thé chiém 0,5% dén 23% hoic 0,5% dén 20% hodc 0,5% dén 19% hoic
0,5% dén 18% hodc 0,5% dén 17% hodc 1% dén 21% hodc 1% dén 19% hodc 1% dén
18% hodc 1% dén 17% hodc 1% dén 15% hodc tri s hodc khoang bét ky trong cac khoang
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nay cua chit trung gian thir ba ctia glycosaminoglycan NS2S6S.

Bén canh c4c nhém disacarit NS2S6S, NS6S, NS2S va NS, chét trung gian thir ba
ctia glycosaminoglycan NS2S6S c6 thé bao gdm mét hodc nhidu nhém disacarit 0S, 28, da
dugc 6-O-sulfat héa, NAc (6S) va nhom disacarit da duoc 2-O-sulfat héa, 6-O-sulfat hoa,
NAc (256S). Theo cac phwong 4n nhat dinh, cac thanh phan duy nhét ctia chit trung gian
thir ba ctia glycosaminoglycan NS2S6S c6 thé 14 (a) 0S; (b) 6S; (c) 2S; va/hoic (d) 2S6S.
téng luong (a) 0S; (b) 6S; (c) 2S; va/hoic (d) 2S6S & chat trung gian tht ba cua
glycosaminoglycan NS2S6S c6 thé, vi du, 12 28% hozc thip hon hoic 27% hogc thip hon
hodic 23% hoic 19% hogic 16%. Theo mét s6 phuong 4n, lwong két hop (a) 0S; (b) 6S; (c)
2S; va (d) 2S6S & chit trung gian thi ba cia glycosaminoglycan NS2S6S c¢6 thé nim trong
khoang tir 0,5% dén 28% hoic 1% dén 27% hoic 2% dén 24% hodc 3% dén 23% hoic 4%
dén 20% hoic 5% dén 19% hoic 8% dén 17% hoic 7% dén 16% hoic tri sb hoic khoang
bat ky trong céc khoang nay.

Theo mét s6 phwong an, chat trung gian thir ba c6 thé bao gdm 57,4% dén 62,0%
trong luwgng (53,3% mol dén 59,4% mol) nhéom disacarit d& duoc sulfat héa ¢ vi tri N, da
dugc 2-O-sulfat hoa, da duge 6-O-sulfat hoa (NS2S6S hodc con dugce goi 1a TriS), 17,7%
dén 22,2% trong lugng (10,6% mol dén 15,1% mol) nhém disacarit d3 dugc sulfat héa & vi
tri N, da dugc 6-O-sulfat hoa (NS6S), 8,4% dén 10,9% trong lwong (12,0% mol dén 13,8%
mol) nhom disacarit da dugc sulfat héa & vi tri N, d2 duge 2-O-sulfat hoéa (NS2S), va 3,1%
dén 8,1% trong lugng (5,0% mol dén 12,2% mol) nhém disacarit NS. Theo c4c phuong 4n
lién quan, phén con lai ¢ thé bao gém, hodc chtra, nhém disacarit 0S, 2S, d3 duoc 6-O-
sulfat hda, NAc (6S) va nhom disacarit dd dugc 2-O-sulfat héa, 6-O-sulfat héa, NAc
(2868). Theo mdt phuong 4n khac nita, chét trung gian thir ba (NS2S6S) khéng chira nhidu
hon 10% trong lugng tong cac trinh tu disacarit phu duge chon trong sb (a) 0S; (b) 6S; (c)
2S; va/hodc (d) 286S. Tt hon 13, chit trung gian thir ba nay khong chira nhom disacarit
3S.

Theo mét s6 phuong an, chit trung gian thit ba c6 thé bao gdm 41,5% dén 45,5%
hogc 42% dén 45% hodc 42,5% dén 44,5% hoic 43% dén 44% nhém disacarit NS2S6S,
8,5% dén 12,5% hodc 9% dén 12% hodc 9,5% dén 11,5%, 10% dén 11% nhom disacarit
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NS6S, 12% dén 15% hodc 12,5% dén 14,5% hodc 13% dén 14% nhém disacarit NS2S va
14,6% dén 18,6% hoic 15,1% dén 18,1% hodc 15,6% dén 17,6% hodc 16,1% dén 17,1%
nhém disacarit NS. Phan con lai c6 thé bao gdm hodc gdm mot hoic nhidu 0S; (b) 6S; (c)
28; va (d) 286S. Lugng két hop clia cac nhém 08, 6S, 2S va/hodc 2S6S & chét trung gian
thi ba 6 thé chiém 14,4% dén 17,4% hoic 14,9% dén 16,9% hoic 15,4% dén 16,4% chét

trung gian thtt ba. Tt hon, néu chét trung gian thir ba nay khong chtra nhém disacarit 3S.

Theo mét s6 phwong 4n, chat trung gian thir ba c6 thé bao gdm 51,3% dén 60,3%
hoic 51,8% dén 59,8% hoic 52,3% dén 59,3% hoidc 52,8% dén 58,8% nhém disacarit
NS2S68, 8,6% dén 13,5% hoic 9,1% dén 13% hoic 9,6% dén 12,5% hodc 10,1% dén 12%
nhém disacarit NS6S, 10% dén 15,8% hodc 10,5% dén 15,3% hoic 11% dén 14,8% hodc
11,5% dén 14,3% nhoém disacarit NS2S va 7,4% dén 15,2% hoic 7,9% dén 14,7% hoic
8,4% dén 14,2% hoic 8,9% dén 13,7% hoic 8,9% dén 9,9% hoic 11,7% dén 13,7% nhém
disacarit N'S. Phan con lai c6 thé bao gdm hodc gdm mét hodc nhidu 0S; (b) 6S; (c) 2S; va
(d) 286S. Theo mot s6 phwong 4n, cic nhém 2S6S c6 thé khong cé mit & chét trung gian
thtr ba. Luong két hop ctia cac nhém 08, 68, 2S va/hoic 2S6S & chit trung gian thir ba co
thé chiém 7,3% dén 11,6% hoic 7,8% dén 11,1% hoic 8,3% dén 10,6% chit trung gian

thi ba. Tét hon, néu chit trung gian thir ba nay khong chira nhém disacarit 3S.

Theo mét sb phuong 4n, chit trung gian thir ba c¢6 thé bao gom 41,5% dén 65,7%
hoic 42% dén 65,2% hodc 42,5% dén 64,7% hodc 43% dén 64,2% nhém disacarit
NS2S68S, 4,1% dén 23,3% hodc 4,6% dén 22,8% hoic 5,1% dén 22,3% hoic 5,6% dén
21,8% nhém disacarit NS6S, 10% dén 28,6%, 10,5% dén 28,1% hodc 11% dén 27,6%
hodc 11,5% dén 27,1% hodc 11,1% dén 17,8% hoic 19% dén 27,6% nhém disacarit NS2S
va 0,4% dén 15,9% hodc 0,7% dén 15,4% hodc 1% dén 14,9% hoic 1% dén 14,4% hoic
0,4% dén 5,5% hodc 10,2% dén 14,9% nhom disacarit NS. Phin con lai ¢6 thé bao gdm
hogc gdm mot hodc nhiéu 0S; (b) 6S; (c) 2S; va (d) 2S6S. Theo mot sé phuong 4n, céc
nhém 2868 c6 thé khong c6 mit & chét trung gian thi ba. Luong két hop cua céc nhém 08,
6S, 2S va/hodc 2S6S & chit trung gian tht ba c6 thé chiém 5,3% dén 9,7% hoic 5,8% dén
9,2% hoic 6,3% dén 8,7% chét trung gian tht ba. TSt hon, néu chit trung gian thit ba nay

khong chira nhém disacarit 3S.
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Céc dic tinh vé phan tir lwgng ciia chét trung gian thir ba c6 thé 1 thich hop dé tao
ra heparin sinh téng hgp ma c6 thé thoa méan cac dic tinh vé phan tir wong dbi v6i heparin
USP cua lon bﬁng cach ap dung, vi dy, mdt trong s6 cac phuong phép dugc boc 16 dudi
day.

Chét trung gian thir ba c¢6 thé 13 thich hop dé tao ra heparin vé6i cac yéu ciu vé kich
thudc va hoat tinh phtt hop vé6i heparin USP ctia lon. N6i cach khac, chat trung gian thi ba
c6 thé 1a chat sao cho heparin vé&i céc yéu cau vé kich thuée va hoat tinh phi hop vé6i
heparin USP ciia lon ¢6 thé dwgc tao ra. Vi du, chét trung gian thi ba c6 thé ¢6 trong lwong
phan tir lvgng trung binh thich hgp dé tao ra san phdm heparin cudi ciing vé6i céc yéu cu
vé kich thudc va hoat tinh phi hop véi heparin USP cua lon. N6i cach khac, chét trung
gian thir ba ¢6 thé 13 chat sao cho heparin véi cdc yéu ciu vé kich thudce va hoat tinh phu
hop véi heparin USP ctia lgn c6 thé duoc tao ra. Luogng hitu hi€u cua cidc nhém disacarit
NS2S6S va NS6S & chét trung gian thir ba ¢6 thé 13 luong sao cho heparin véi céc yéu cu

vé kich thudc va hoat tinh pht hop v6i USP heparin ¢6 thé duoc tao ra.

C6 thé c6 kha ning 13 tit ca cac chét trung gian thir nhat, thir hai va th ba ddu
khong c6 hoat tinh chéng dong. Khong chit nao trong sd cac chét trung gian niy c6 thé
duge tim thiy trong tu nhién. Cac téc gia sing ché c6 kha ning thu duogc heparin, ma c6
thé 13 heparin USP twong dwong vé mit sinh hoc v&i céc yéu cau vé kich thuée va hoat

tinh phit hop v6i heparin USP ctia lon bang cach st dung ba chét trung gian néu trén.

Cac phuong phép tao ra heparin, ma c¢6 thé 13 twong dwong v& mit sinh hoc véi
heparin USP cua lgn, ciing dugc dé xuét.

Mot phwong 4n c6 thé 1a phwong phap san xuét heparin, ma c6 thé 1a twong duong
vé mit sinh hoc véi heparin USP cua lon, tir chit trung gian thit ba NS2S6S. Theo cac
phuong 4n nhit dinh, phuong phép c6 thé bao gdm cac budc:

(a) thu nhan chit trung gian tht ba cua glycosaminoglycan NS2S6S nhu duoc boc

10 néu trén; va
(b) xt Iy chat trung gian thit ba NS2S6S bing dang ddng chirc ning 1 cua 3-O-

sulfotransferaza (30ST-1) véi sw c6 mit caa chit cho sulfat, nhu 3’-

-2



37213

phosphoadenosin 5’-phosphosulfat (PAPS) dé tao ra heparin, ma cé thé 1a

twong dwong vé mit sinh hoc véi heparin natri USP cuia lgn.

Theo mdt sb phuong an, viéc xtr ly chét trung gian thir ba NS2S6S c6 thé duoc thuc
hién v6i sy ¢6 mit cia hé quay vong PAPS, ma c6 thé bao gdm p-nitrophenylsulphat
(PNPS) va PAPS. Hé quay vong PAPS c6 thé con bao gdm chit xic tac, nhu aryl
sulfotransferaza IV (AST-IV), ma c6 thé dwoc st dung dé xuc tac bude chuyén héa PAP
thanh PAPS bang cach st dung p-nitrophenylsulfat (PNPS) lam chit cho sulfat v6i du
PNPS trong phan tmg dua trén mic chuyén héa phan tir gam chét trung gian thir ba
NS2S6S nhdr enzym 30ST-1. Theo mét sé phuwong an, viée xi Iy ¢6 thé dugc thuc hién
khong c6 hé quay vong PAPS vé6i di PAPS trong phan tmg duwa trén mirc chuyén héa phan
tir gam chit trung gian thi ba NS2S6S nhd enzym 30ST-1. Theo mdt sé phwong 4n, viéc
xtt Iy ¢6 thé duge thuc hién trong dung dich dém phan tng axit 2-(N-morpholino)etan-
sulfonic (MES) v6i su ¢6 mit cua enzym 30ST-1. Cac dung dich dém thich hop khac va
ndng do cta dung dich dém ma ngudi ¢é hiéu biét trung binh trong linh vuc k§ thudt nay
d3 biét, nhu dung dich dém phosphat, cé thé duoge st dung. Chét cho sulfat, nhu PAPS
hodc PAP cong vai PNPS, co thé c6 mat. Dung dich dém co thé co6 do pH ndm trong
khoang tir 7,0 dén 7,4, nhu khoang 7,2. Viée xir ly ¢6 thé duoc thue hién & nhiét dd cao
thich hop, nhu nim trong khoang tir 30°C dén 45°C hodic 33°C dén 42°C hoic 35°C dén
40°C. Tét hon 14, d6i véi viee xtr ly, cac enzym mdi, nhu 30ST-1 dugc st dung. Cac
enzym c6 thé dugc c¢b dinh hoic trong dung dich. Sau budc xt 1y, san phdm cua viée xir ly
chira heparin sinh téng hop c6 thé dugc tinh ché dé loai bd cac hop chét sau phan ing, nhu
PAP, PAPS, PNPS va/hoic PNP. Theo mét sé phuong 4n, heparin sinh téng hop tao ra
duoce c6 thé duge tinh ché biang cach ap dung phwong phép sic ky nhu séc ky trao ddi
anion manh, ma c6 thé chtra nhua trao dbi anion, nhu vi du, nhwa Q Sepharose. Heparin
sinh téng hop tao ra duogc c6 thé lién két véi nhya d6 trong dung dich mudi, ma c6 thé vi
du, 1a dung dich NaCl. Tiép d6, heparin sinh tong hop tinh ché dugc co thé duoc loai mudi
va c0.

Theo mdt sé phuong an, néu hoat tinh mong mudn, hoat tinh chéng déng va/hoic

hoat tinh khang ITa, khong dat dugc 6 heparin tao ra dugc, thi viée xit Iy ¢6 thé dugc 1ap lai
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dé tao ra heparin véi hoat tinh mong muén. Vi duy, heparin tao ra dugc ban dau c6 thé c6 ty
I¢ giira hoat tinh déi véi yéu t6 Xa so véi yéu t6 Ia (tic 1a khang Xa/khang IIa) thip hon
0,9, nhu tri s6 ndm trong khoéng tir 0,6 dén 0,9 hoic 0,7 dén 0,9, hodc cao hon 1,1, nhu tri
s ndm trong khoang tir 1,1 dén 1,5 hoic 1,1 dén 1,4 hoic 1,1 dén 1,3 hoic 1,1 dén 1,2, thi
viée xir Iy bang 30ST-1 c6 thé duoc 13p lai dé tao ra heparin véi ty 1€ gitra hoat tinh d6i
véi yéu té Xa so véi yéu t6 Ila (tirc 1a khang Xa/khang ITa) ndm trong khoang tir 0,9 dén
1,1 hodc khoang 1,0.

Vi du, theo mét sb phuong an, phuong phép ¢6 thé bao gdm cac bude:

(a) thu nhan glycosaminoglycan, ma tét hon néu khong chira nhém disacarit 38,

trong khi chira:

() 57,4% dén 62,0% trong lwgng nhom disacarit d3 duge sulfat héa & vi tri

N, d& duogc sulfat hoa & vi tri 2, d3 dwge sulfat hoa & vitri 6 (TriS);

(i) 17,7% dén 22,2% trong lugng nhém disacarit da duoc sulfat héa & vi tri
N, da dugc sulfat hoa & vi tri 6 (N S6S);

(iii) 8,4% dén 10,9% trong lugng nhom disacarit d3 duoc sulfat héa & Vi tri

N, da dugc sulfat hoa & vi tri 2 (NS2S); va

(iv) 3,1% dén 8,1% trong lugng nhém disacarit da dugc sulfat hoa & vi tri
N; va

(v) mét cach tuy ¥, két hop gbe glucosamin da dwgc N-axetyl héa & vi tri N
chtta cic nhom disacarit phu 0S, 28, 6S, va 2S6S dén vira du;

(b) xtt Iy glycosaminoglycan béng dang déng chirc ning 1 cua 3-O-sulfotransferaza
(30ST-1) véi su c6 mit cia chit cho sulfat, nhur 3’-phosphoadenosin 5°-
phosphosulfat (PAPS) dé tao ra heparin sinh tdng hop, ma cé thé I tuong
dwong vé mit sinh hoc véi heparin USP. O budc (b), d gbc glucosamin c6 thé
dugc chuyén hoéa thanh gbe 3-O-sulfoglucosamin d thu dugc heparin, ma cé
thé ¢6 hoat tinh khang ITa khong thap hon hoiic cao hon 180 don vi/mg va ty 1&
khing Xa/khang II ndm trong khoang tir 0,85 dén 1,15 hogc 0,9 dén 1,1 hogc
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khoang 1,0.

Theo mot sd phuong an, phwong phép ¢6 thé bao gdm cac buéce:

(a) thu nhén glycosaminoglycan, ma tt hon néu khong chira nhém disacarit 3S,

trong khi chira:

(1)

(ii)

(iii)

(iv)

v)

30% dén 74% hoic 31% dén 73% hoic 36% dén 70% hoic 40% dén 67%
hodc 40% dén 66% hoiic 42% dén 65% hofic 44% dén 64% hoic 42% dén
45% hoic 48% dén 65% nhom disacarit NS2S6S,

5% dén 40% hodc 5% dén 32% hodc 5% dén 26% hoic 5% dén 23% hodc
5% dén 7% hodc 8% dén 16% hodc 18% dén 23% hoic 6% dén 39% hoic
6% dén 32% hodc 6% dén 26% hoic 6% dén 21% nhém disacarit NS6S,

1% dén 28% hodc 1% dén 27% hodc 4% dén 28% hoic 4% dén 27% hoic
8% dén 28% hoic 8% dén 27% hoidc 10% dén 28% hoiic 11% dén 28%
hodic 12% dén 27% hodc 11% dén 22% hoic 19% dén 27% nhém disacarit
NS28,

0,5% dén 23% hodc 0,5% dén 20% hodc 0,5% dén 19% hoiic 0,5% dén
18% hogc 0,5% dén 17% hodc 1% dén 21% hodc 1% dén 19% hoic 1%
dén 18% hodc 1% dén 17% hodic 1% dén 15% nhém NS disacarit, va

mdt cach tly y, mot hodc nhidu nhém disacarit 0S, 28, 6S, va 2S6S chira

phén con lai cta glycosaminoglycan;

(b) xir Iy glycosaminoglycan bang dang ddng chue nang 1 cua 3-O-sulfotransferaza

(30ST-1) vé6i sy c6 mit cia chit cho sulfat, nhu 3’-phosphoadenosin 5’-

phosphosulfat (PAPS) dé tao ra heparin sinh téng hop, ma c6 thé 1a tuong duong

vé mit sinh hoc véi heparin USP. O budc (b) du géc glucosamin c6 thé dugc

chuyén héa thanh géc 3-O-sulfoglucosamin dé thu dugc heparin, ma c6 thé c6

hoat tinh khéng ITa khong thap hon ho#ic cao hon 180 don vi/mg va ty 1é khang

Xa/khang II nim trong khoang tir 0,85 dén 1,15 hozc 0,9 dén 1,1 hodc khoang

1,0.

-25-



37213

Theo mot s6 phwong 4n, phuong phap c6 thé bao gom:

(a) thu nhan glycosaminoglycan, ma t6t hon néu khong chtra nhém disacarit 38,

trong khi chira:

(i)  41,5% dén 45,5% hodc 42% dén 45% hodc 42,5% dén 44,5% hodic 43%
dén 44% nhém disacarit NS2S6S,

(i) 8,5% dén 12,5% hoic 9% dén 12% hoic 9,5% dén 11,5%, 10% dén 11%
nhém disacarit NS6S,

(iii) 12% dén 15% hodc 12,5% dén 14,5% hoic 13% dén 14% nhém disacarit
NS28,

(iv) 14,6% dén 18,6% hodc 15,1% dén 18,1% hoic 15,6% dén 17,6% hoiic
16,1% dén 17,1% nhém NS disacarit va

(v) mdt cach tily ¥, mot hogc nhiu nhém 08, 28, 68, va 2S6S chira phin con

lai cua glycosaminoglycan;

(b) xir ly glycosaminoglycan bing dang ddng chirc nang 1 cua 3-O-sulfotransferaza
(30ST-1) v6i sy c6 mit cia chit cho sulfat, nhu 3’-phosphoadenosin 5’-
phosphosulfat (PAPS) dé tao ra heparin sinh tong hop, ma c6 thé 1a tuong
dwong v& mit sinh hoc véi heparin USP. O budc (b), du gbc glucosamin c6 thé
dugc chuyén héa thanh gbc 3-O-sulfoglucosamin @ thu dugc heparin, ma c6
thé ¢6 hoat tinh khang Ila khong thip hon hodc cao hon 180 don vi/mg va ty 1é
khang Xa/khang II nam trong khoang tir 0,85 dén 1,15 hoic 0,9 dén 1,1 hoac
khoang 1,0.

Theo mét s6 phwong 4n, phuong phap c6 thé bao gdm cac budc:

(a) thu nhén glycosaminoglycan, ma t6t hon néu khoéng chira nhém disacarit 38,

trong khi chia:

(i) 51,3% dén 60,3% hoiic 51,8% dén 59,8% hodc 52,3% dén 59,3% holic
52,8% dén 58,8% nhom disacarit NS2S6S,
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(i) 8,6% dén 13,5% hoic 9,1% dén 13% hoidc 9,6% dén 12,5% hodc 10,1%
dén 12% nhém disacarit NS6S,

(i) 10% dén 15,8% hodc 10,5% dén 15,3% hodic 11% dén 14,8% hoic 11,5%
dén 14,3% nhém disacarit NS2S,

(iv) 7,4% dén 15,2% hoic 7,9% dén 14,7% hodc 8,4% dén 14,2% holic 8,9%
dén 13,7% hodc 8,9% dén 9,9% hoiic 11,7% dén 13,7% nhém NS disacarit

va

(v) mot cach tiy y, mdt hodc nhidu nhém disacarit 0S, 28, 6S, va 2S6S chira

phan con lai cua glycosaminoglycan;

(b) xir Iy chat trung gian thi ba NS2S6S bing dang dong chirc nang 1 cda 3-0O-
sulfotransferaza (30ST-1) véi su c¢6 mit cia chat cho sulfat, nhu 3’-
phosphoadenosin 5°-phosphosulfat (PAPS) d tao ra heparin sinh tdng hop, ma
c6 thé 1a twong dwong vé& mit sinh hoc véi heparin USP. G buéc (b), du gbc
glucosamin c¢6 thé duwoc chuyén hoéa thanh gdc 3-O-sulfoglucosamin d& thu
duge heparin, ma c6 thé c6 hoat tinh khéng ITa khong thap hon hojc cao hon
180 don vi/mg va ty 1¢ khang Xa/khéng II nim trong khoang tir 0,85 dén 1,15
hosc 0,9 dén 1,1 hodc khoang 1,0.

Theo mot s6 phuong an, phuong phép c6 thé bao gdm céc bude:

(a) thu nhén glycosaminoglycan, ma t5t hon néu khong chtra nhém disacarit 3S,

trong khi chira:

(i) 41,5% dén 65,7% hodc 42% dén 65,2% hoic 42,5% dén 64,7% holic 43%
dén 64,2% nhém disacarit NS2S6S,

(i) 4,1% dén 23,3% hodc 4,6% dén 22,8% hodc 5,1% dén 22,3% hoic 5,6%
dén 21,8% nhom disacarit NS6S,

(iii) 10% dén 28,6% 10,5% dén 28,1% hodc 11% dén 27,6% hodc 11,5% dén
27,1% hoidc 11,1% dén 17,8% ho#ic 19% dén 27,6% nhém disacarit NS2S,

-27-



37213

(iv) 0,4% dén 15,9% hodc 0,7% dén 15,4% hodc 1% dén 14,9% hoic 1% dén
14,4% hoic 0,4% dén 5,5% hodc 10,2% dén 14,9% nhom NS disacarit va

(v) mot cach ty ¥, mét hogc nhidu nhém disacarit 0S, 28, 6S, va 2S6S chira

phén con lai ctia glycosamino glycan;

(b) xir ly glycosaminoglycan bing dang ddng chirc nang 1 cua 3-O-sulfotransferaza
(30ST-1) véi sy c6 mit cia chit cho sulfat, nhu 3’-phosphoadenosin 5’-
phosphosulfat (PAPS) dé tao ra heparin sinh tbng hop, ma c6 thé 1a tuong
dwong vé mit sinh hoc vé6i heparin USP. O budce (b), du gbc glucosamin c6 thé
dugc chuyén héa thanh gbc 3-O-sulfoglucosamin dé thu dugc heparin, ma c6
thé c6 hoat tinh khéng ITa khong thép hon hoiic cao hon 180 don vi/mg va ty 18
khéng Xa/khang II ndm trong khoang tir 0,85 dén 1,15 hodc 0,9 dn 1,1 hoic
khoang 1,0.

Phuong 4n khéc c6 thé 1a phuong phap tao ra cht trung gian thi nhit NS nhu duoc
bdc 16 néu trén. Phuong phap c6 thé bao gdm viée thu nhan heparosan va sau d6 chuyén
héa lugng gde N-axetyl glucosamin & heparosan thanh gbc N-sulfo glucosamin dé tao ra
chat trung gian thtr nhit NS. Luong di duge chuyén hoa cia cac gbc N-axetyl glucosamin
c6 thé twong tmg v6i lwong nhém disacarit d4 duoc sulfat héa & vi tri N & chét trung gian
thir nhat NS. Theo c4c phuong 4n lién quan, chat trung gian thir nhat NS c6 thé dugc tao ra
tir heparosan bang cach cho heparosan phan tng véi cc chit phan ung héa hoc, dung dich
nudce natri hydroxit va chat phan Gng sulfonat héa, nhu phure trietylamin-luwu huynh trioxit,
trong cac didu kién thich hop dé chuyén hoéa cac gdc N-axetyl glucosamin & heparosan
thanh gdc N-sulfo glucosamin d tao ra chét trung gian thir nhat NS. Theo mdt phuong an
khéc, chit trung gian th& nhat NS c6 thé duoc tao ra tir heparosan bing céch cho heparosan
phan {ng vé6i bazo trong dung dich nude, nhu dung dich nuée natri hydroxit hoac dung
dich nudc kali hydroxit, va sulfonat héa & vi tri N bang phosphoadenosyl phosphosulfat
(PAPS) bing céch str dung chat xtc tac N-sulfotransferaza. Luong dd dugce chuyén hoa
clia cic gbc N-axetyl glucosamin c6 thé twong Ung v6i luong nhém disacarit d& dugc
sulfat hoa & vi tri N & chét trung gian thtt nhit NS. Theo mot phuong an khac, heparosan
c6 thé duoc cho phan ng v6i N-deaxetylaza, N-sulfotransferaza (NDST) thanh cac gbc N-
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axetyl glucosamin & heparosan dé tao ra chit trung gian thét nhit NS. Lugng da dugc
chuyén héa clia cac gbc N-axetyl glucosamin ¢ thé twong Ung véi luong nhom disacarit
da dugc sulfat héa & vi tri N & chét trung gian thir nhat NS. Theo mdi phuong phép trong
s6 cac phuong phéap nay, c6 thé tét hon néu sé nhém amin khéng dwgc thé con lai sau
budce sulfonat héa & vi tri N theo cich héa hoc hoic ding enzym nén cao hon s6 nhém
amin khong duoc thé tim thay & heparin natri USP cua lgn, mét hoic it hon mdi mach (T.
Toida, H. Yoshida, H. Toyoda, I. Koshiishi, T. Imanari, R.E. Hileman, J.R. Fromm, R.J.
Linhardt, Biochemical Journal, 322, 499-506, 1997). S6 nhém NS cua chit trung gian thir
nhat tao ra duoc ¢6 thé duoc kiém soét bang cach kiém soét céc quy trinh hoéa hoc hodc
enzym. (Z. Wang, et al. (2011), Journal of Biotechnology, 156, 188-196; A. Onishi (2015),
Detailed physicochemical and biological analyses of heparins from various sources, Luin

an Tién sy, Rensselaer Polytechnic Institute, Troy, NY, USA).

Céc dic tinh v& phén tir lugng cta chit trung gian tht nhét tao ra duoc 6 thé 13 cac
tinh chit sao cho ching 1a thich hop dé tao ra heparin sinh tong hop ma c6 thé théa man
cac dic tinh vé& phan tir lwong dbi véi heparin USP cta lon bang cach 4p dung, vi du, mét

trong s cac phuong phap duoc boc 16 dudi day.

Heparosan dwgc ding trong cic phwong phap theo sang ché c6 thé, vi du, 1A
heparosan tao ra dugc bing cach sir dung vi khuin, nhu Escherichia coli (E. coli) hodc
Pasteurella multocida. Vi du, heparosan c¢6 thé duge tao ra tr E. coli K5 hoac E. coli
Nissle 1917. Truée khi tao ra chét trung gian thi nhét, heparosan c6 thé dugc deaxetyl hoa
6 vi tri N va duge giai tring hop nhu duge boc 19, vi du, trong tai lidu: Z. Wang et al

(2011), Journal of Biotechnology, 156, 188-196.

Theo mdt s6 phwong 4n, phuong phép nay c6 thé 1a phuong phép tao ra chét trung
gian th&r nhat NS chtra 84,7% dén 93,8% trong lugng nhém disacarit ¢ dugce sulfat hoa &
vi tri N. Phan con lai cta chit trung gian thr nhit NS c6 thé 13 nhém disacarit cia
glucosamin khong duge cai bién khong duogc N-axetyl hoa (NAc) phu (0S). Phuong phap
ndy c6 thé bao gdm viéc chuyén hoa 84,7% dén 93,8% trong lugng gbc N-axetyl
glucosamin & heparosan dé tao ra heparosan dd dwgc khir deaxetyl & vi tri N, d& dugc

sulfat héa & vi tri N. Theo cic phuong 4n lién quan, chét trung gian thi nhit NS c6 thé
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duge tao ra tir heparosan bang cach cho heparosan phén tng vé6i cac chat phan tng hoda
hoc, dung dich nuée natri hydroxit va chat phan tng sulfonat héa nhu phrc trietylamin-luu
huynh trioxit trong cic didu kién thich hop d& chuyén héa 84,7% dén 93.8% trong lugng
gbc N-axetyl glucosamin & heparosan thanh gbc N-sulfo glucosamin d& tao ra chat trung
gian th nhit NS. Theo cach khéc, heparosan c6 thé dwoc cho phan tng véi N-
deaxetylaza, N-sulfotransferaza (NDST) dé chuyén hoa 84,7% dén 93,8% trong lwong gbc

N-axetyl glucosamin & heparosan dé tao ra chit trung gian thir nhit NS.

Theo mot sé phuong 4n, phwong phap niy c6 thé 1a phuong phép tao ra chit trung
gian thir nhat NS chtra 78% dén 99,5% hoic 78% dén 99% hoic 81% dén 97% hoic 83%
dén 95% hodc 84% dén 94% hoic 85% dén 93% hodc 84% dén 87% hoic 85% dén 86%
hodic 87,5% dén 94% hotic 90% dén 93,5% hoic 90,5% dén 93% hodc 90,3% dén 91,3%
hodc 92,2% dén 93,2% nhom disacarit di dugc sulfat héa & vi tri N. Phan con lai ctia chét
trung gian thir nhat NS ¢6 thé 13 nhom disacarit cia glucosamin khéng duge cai bién
khong duge N-axetyl hoa (NAc) phu (0S). Phuong phép nay c6 thé bao gdm viéc chuyén
hoa mét lwong gbe N-axetyl glucosamin & heparosan, ma lugng nay twong Gng véi luong
nhém NS & chit trung gian tht nhat, dé tao ra heparosan da dwgc khir deaxetyl ¢ vi tri N,
da duoc sulfat hoa & vi tri N. Theo c4c phuong 4n lién quan, chat trung gian thit nhit NS
c6 thé duoc tao ra tir heparosan bing céach cho heparosan phan tmg v6i cac chit phan tng
héa hoc, dung dich nuéc natri hydroxit va chat phan Gng sulfonat héa nhu phuc
trietylamin-luu huynh trioxit trong cac diéu kién thich hop dé chuyén héa mot lwong gbc
N-axetyl glucosamin & heparosan, ma lugng nay twong tng véi lugng nhém NS & chit
trung gian tht nhét, thanh gdc N-sulfo glucosamin dé tao ra chit trung gian thir nhit N§S.
Theo céach khéac, heparosan c6 thé duge cho phan Ung véi N-deaxetylaza, N-
sulfotransferaza (NDST) dé chuyén héa mot luong gdc N-axetyl glucosamin & heparosan,
ma lugng nay twong tng voi lwgng nhém NS & chét trung gian the nhit, dé tao ra chit

trung gian thtr nhat NS.

Theo mét sé phuong 4n, phuong phép nay c6 thé 1a phuong phép tao ra chit trung
gian thir nhit NS chira 83,4% dén 87,4% hoic 83,9% dén 86,9% hoic 84,4% dén 86,4%

hoic 84,9% dén 85,9% nhom disacarit da duoc sulfat héa & vi tri N. Phan con lai cua chét
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trung gian tht nhit NS c6 thé 1a nhém disacarit ciia glucosamin khong duoc cai bién
khong dugc N-axetyl héa (NAc) phu (0S). Phuong phép niy c6 thé bao gdm viée chuyén
héa mot luong gbc N-axetyl glucosamin & heparosan, ma lugng nay twong Uing véi luong
nhém NS & chit trung gian thir nhat, dé tao ra heparosan da dugc khir deaxetyl & vi tri N,
da duoce sulfat hoa & vi trf N. Theo cdc phwong 4n lién quan, chit trung gian thir nhit NS
c6 thé dugc tao ra tir heparosan bing céch cho heparosan phan tmg véi cac chit phan img
héa hoc, dung dich nuéc natri hydroxit va chit phan émg sulfonat héa nhu phirc
trietylamin-luu huynh trioxit trong cac diéu kién thich hop dé chuyén héa mot luong gbe
N-axetyl glucosamin & heparosan, ma lugng ndy twong ng v6i lugng nhém NS & chit
trung gian thir nhét, thanh gbc N-sulfo glucosamin dé tao ra chit trung gian thir nhit N§S.
Theo cach khic, heparosan c6 thé dwoc cho phan ung voi N-deaxetylaza, N-
sulfotransferaza (NDST) chuyén héa mét luong gde N-axetyl glucosamin & heparosan, ma
lugng ndy twong tmg véi lwong nhém NS & chét trung gian thir nhit, d tao ra chit trung
gian thir nhat N'S. Chit trung gian thir nhit tao ra duoc NS c6 thé c6 phan tr lugng trung
binh du dé dwoc chuyén héa thong qua quy trinh nay dé tao ra BSH véi céc tinh chat phén
t lwong thich hop.

Theo mt s6 phurong 4n, phwong phép ndy c6 thé 13 phuong phép tao ra chit trung
gian thtr nhat NS chira 87,9% dén 92,9% hodic 88,4% dén 92,4% hoic tir 88,9% dén 91,9%
hoic tir 89,4% dén 91,4% hodc tir 89,9% dén 90,9% nhém disacarit da duoc sulfat héa & vi
tri N. Phan con lai cua chét trung gian thtr nhit NS c6 thé 13 nhém disacarit coa
glucosamin khong dugc cai bién khong duge N-axetyl hoa (NAc) phu (0S). Phuong phap
nay c6 thé bao gdm viée chuyén héa mot luong gbc N-axetyl glucosamin & heparosan, ma
luong ndy twong Umg v6i lugng nhém NS & chit trung gian the nhét, dé tao ra heparosan
dd duoc khir deaxetyl & vi tri N, d& dugc sulfat hda & vi tri N. Theo céc phuong an lién
quan, chat trung gian thér nhit NS c6 thé duoc tao ra tr heparosan bing cach cho
heparosan phan mg v&i cac chit phan tng hoa hoc, dung dich nuéc natri hydroxit va chét
phan Ung sulfonat héa nhur phirc trietylamin-lwu huynh trioxit trong céc didu kién thich
hop dé chuyén héa mot lwong gbe N-axetyl glucosamin & heparosan, ma lugng nay twong

Gmg v6i lugng nhém NS & chit trung gian tht nhAt, thanh gbc N-sulfo glucosamin dé tao

-31-



37213

ra cht trung gian thir nhat NS. Theo cch khac, heparosan ¢6 thé dwogc cho phan ng véi
N-deaxetylaza, N-sulfotransferaza (NDST) dé chuyén héa mot lwong gbc N-axetyl
glucosamin & heparosan, ma luong ndy twong tmg v6i lugng nhém NS & chit trung gian
thir nhét, dé tao ra chit trung gian tht nhit N'S. Chét trung gian thi nhit NS tao ra duge c6
thé ¢6 phén tir luong trung binh di dé dugc chuyén héa théng qua quy trinh nay dé tao ra
BSH v6i cac tinh chit phan tir lwgng thich hop.

Theo mot s6 phuong 4n, phwong phap ndy c6 thé 1a phuong phap tao ra chét trung
gian thtt nhit NS chira 88,8% dén 94,7% hoic 89,3% dén 94,2% hoic 89,8% dén 93,7%
hoic 90,3% dén 93,2% nhém disacarit dd duge sulfat hoa & vi tri N. Phan con lai ctia chét
trung gian thir nhit NS c6 thé 13 nhom disacarit cia glucosamin khéng duge cai bién
khong dugc N-axetyl hoa (NAc) phu (0S). Phuong phép ndy cé thé bao gdm viée chuyén
hoa mot lwong gbc N-axetyl glucosamin & heparosan, ma luwong nay twong tng véi lugng
nhém NS & chét trung gian thir nhat, dé tao ra heparosan di dugc khir deaxetyl & vi tri N,
dd duoc sulfat hoa & vi tri N. Theo cic phwong 4n lién quan, chét trung gian thi nhit NS
c6 thé duoc tao ra tir heparosan bang cach cho heparosan phan tng v6i cac chit phan tng
héa hoc, dung dich nuwéc natri hydroxit va chit phan @ng sulfonat héa nhu phirc
trietylamin-luu huynh trioxit trong cic diéu kién thich hop dé chuyén héa mot lugng gbe
N-axetyl glucosamin & heparosan, ma lugng nay twong ung véi lwong nhéom NS & chét
trung gian thtr nhit, thanh gdc N-sulfo glucosamin d& tao ra chit trung gian thtr nhit NS.
Theo cach khic, heparosan c6 thé dugc cho phan ung vo6i N-deaxetylaza, N-
sulfotransferaza (NDST) dé chuyén héa mét lvong gbo N-axetyl glucosamin & heparosan,
ma luong ndy twong tng v6i lugng nhém NS & chit trung gian tht nhit, dé tao ra chét

trung gian thir nhit NS.

Theo mét s6 phwong 4n, phuong phép nay c6 thé 14 phuong phap tao ra chat trung
gian thit nhat NS chira 88,8% dén 92,8% hoic 89,3% dén 92,3% hoiic 89,8% dén 91,8%
hoic 90,3% dén 91,3% nhém disacarit d& dugc sulfat héa & vi tri N. Phan con lai ctia chét
trung gian thtr nhit NS c6 thé 13 nhém disacarit ctia glucosamin khéng dugc cai bién

khong duge N-axetyl héa (NAc) phu (0S). Phuong phip niy c6 thé bao gbm viée chuyén
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héa mét lugng gdc N-axetyl glucosamin & heparosan, ma lugng nay tuwong tng véi luong
nhém NS & chét trung gian thit nhat, d& tao ra heparosan da dugc khir deaxetyl ¢ vi tri N,
da duogc sulfat héa & vi tri N. Theo cac phuong 4n lién quan, chét trung gian thit nhit NS
c6 thé dugc tao ra tir heparosan bang céch cho heparosan phén tng v6i cac chit phan tng
hoa hoc, dung dich nuwéc natri hydroxit va chét phin Gng sulfonat héa nhu phirc
trietylamin-luu huynh trioxit trong cac diéu kién thich hop dé chuyén héa mét lugng gbe
N-axetyl glucosamin & heparosan, ma lugng ndy twong ng véi luong nhém NS & chét
trung gian thir nhét, thanh gdc N-sulfo glucosamin d tao ra chit trung gian thir nhit NS.
Theo cach khac, heparosan c6 thé dwoc cho phan ung v&i N-deaxetylaza, N-
sulfotransferaza (NDST) @ chuyén héa mot lwong gbe N-axetyl glucosamin & heparosan,
ma lugng ndy twong Ung voi lugng nhém NS & chét trung gian the nhit, dé tao ra chét

trung gian thi nhit NS.

Theo mét s6 phuong an, viée chuyén héa heparosan thanh chit trung gian thtr nhét
c6 thé bao gom viéc thu nhin hodc didu ché dung dich chira heparosan. Dung dich nay c6
thé ¢6 ndng do nam trong khoang tir 0,05% dén 12% hoic 0,1% dén 10% hoic 0,1% dén
5% hoic 0,1% dén 3% hodc 0,5% dén 2% heparosan. Dung méi nay c6 thé, vi dy, 12 nuéc
hodc dung méi trén co s nude. Do d6, dung dich nay c6 thé 13 dung dich nuéc. Dung dich
ndy c6 thé dugc cho phan ting véi bazo, nhu natri hydroxit hodc kali hydroxit. Phan tng
nay co thé duoc thuc hién & nhiét do ting cao, vi du, nim trong khoang tir 30°C dén 70°C
hogc 40°C dén 65°C hogc 50°C dén 55°C. Tiép do, axit, vi du, HCI, ¢6 thé dugc bd sung
vao hén hop phan g dé didu chinh do pH dén 7. San phim c6 thé duge cho tiép can véi
phén tmg sulfonat héa & vi tri N, ma c6 thé duge thuc hién, vi duy, béng cach st dung mot
hogc nhiéu chét phan tmg sulfonat héa & vi tri N, ma c6 thé, vi dy, 13 leu huynh trioxit
hodc phtrc luu huynh luu huynh trioxit, nhw phitc luu huynh amin. Cac vi du khong gidi
han pham vi cla sing ché vé cic phic luu huynh amin bao gdm phic luu huynh
trialkylamin, vi dy, phtrc lvu huynh trimetylamin, phitc Ivu huynh trioxit dimetyletylamin,
va phte luu huynh trioxit metyl dietylamin, cfing nhw phirc Ivu huynh trioxit-amin chtra
aryl, nhu phirc Iuu huynh trioxit-pyridin. Tiép d6, san phim cia budce sulfonat héa & vi tri

N c6 thé dwgc phan doan d tao ra tinh cht phén tit lvong mong mudn.
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Theo mdt s6 phuong an, phwong phép ndy c6 thé 1a phwong phap tao ra chit trung
gian thir nhit NS chira 90,1% dén 94,7% hodc 90,6% dén 94,2% hoic 91,1% dén 93,7%
hoic 91,6% dén 93,2% nhém disacarit d& dugc sulfat héa & vi tri N. Phn con lai ciia chét
trung gian thir nhit NS c6 thé 13 nhém disacarit cta glucosamin khong duge cai bién
khong dwgc N-axetyl hoa (NAc) phu (0S). Phuong phép niy cé thé bao gém viée chuyén
héa mot lwong gbe N-axetyl glucosamin & heparosan, ma luong nay twong Gng véi luong
nhém NS & chit trung gian thir nhat, dé tao ra heparosan da dugc khir deaxetyl & vi tri N,
da dugc sulfat héa & vi tri N. Theo cdc phuong 4n lién quan, chit trung gian thi nhit NS
c6 thé duoc tao ra tir heparosan bang cach cho heparosan phan g véi cac chét phén mg
héa hoc, dung dich nuéc natri hydroxit va chit phan Gng sulfonat héa nhu phuc
trietylamin-luvu huynh trioxit trong cac diéu kién thich hop d& chuyén héa mot lwong gbc
N-axetyl glucosamin ¢ heparosan, ma lugng ndy twong tng véi lugng nhém NS & chit
trung gian tht nhét, thanh gdc N-sulfo glucosamin dé tao ra chét trung gian thir nhit NS.
Theo céch khic, heparosan c6 thé dugc cho phan tmg véi N-deaxetylaza, N-
sulfotransferaza (NDST) dé chuyén héa mot lwong gdc N-axetyl glucosamin & heparosan,
ma lugng nay twong tmg v6i lugng nhém NS & chit trung gian thtr nhit, dé tao ra chét

trung gian thir nhit NS.

Phuong 4n khac c6 thé 1a phuong phép tao ra chét trung gian thr hai NS2S nhu
duge bdc 16 néu trén. Phuong phép cé thé bao gdm cac budce (a) chuyén héa mot lugng
goc N-axetyl glucosamin & heparosan dé tao ra chét trung gian thir nhat NS (lugng gbe N-
axetyl glucosamin d duoc chuyén héa c6 thé tuong Ung v6i lwong nhom disacarit da dugc
sulfat héa & vi tri N & chat trung gian thi nhit NS) va sau d6 (b) xtr Iy chét trung gian thir
nhét NS bing enzym, nhu C5-epimeraza (C5-epi) va/hodc 2-O-sulfotransferaza (20ST), dé
tao ra chét trung gian th hai NS2S. Theo mot sd phuong an, chiu dai cua mach hoic chét
trung gian thtt hai c6 thé 13 khac biét khong dang ké so vé6i chilu dai cia mach cila chét

trung gian thi nhat. Tét hon, néu vide xir 1y bao gdm ca hai enzym C5-epi va 20ST.

Budce chuyén hoa heparosan thanh chat trung gian thir nhit c6 thé dugc thyc hién

nhu d3 néu trén.
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Theo mot sd phuong 4n, viée xtt Iy ¢6 thé dugce thuc hién v6i sy c6 mét cua hé quay
vong PAPS, ma c6 thé bao gdbm p-nitrophenylsulphat (PNPS) va PAPS. Hé quay vong
PAPS c6 thé con bao gém chét xuc téc, nhu aryl sulfotransferaza IV (AST-IV), ma c6 thé
dugc sir dung @& xuc tic bude chuyén héa PAP thanh PAPS bang cach sir dung PNPS lam
chét cho sulfat trong phan ung dya trén mirc chuyén héa phén tir gam chit trung gian thi
nhit nho cac enzym C5-epi va 20ST. Theo mot sb phuong 4n, viée xir Iy ¢6 thé duoc thuc
hién khong c6 hé quay vong PAPS nhung véi luong PAPS du trong phin tng dua trén
mirc chuyén héa phén tir gam chét trung gian thir nht NS2S6S. Theo mét sb phuong an,
viée xtr 1y c6 thé duoc thuc hién, vi dy, trong dung dich dém, nhu dung dich dém phan tng
axit 2-(N-morpholino)etansulfonic (MES). Cac dung dich dém thich hop khac va ndng d6
cua dung dich dém ma ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc k§ thuat nay di biét ¢6
thé dugc dung khi c6 mit cic enzym C5 epi va 20ST. Chat cho sulfat, nhu PAPS hoic
PAP cong v6i PNPS, c6 thé c6 mit. Dung dich dém c6 thé c6 d pH nim trong khoang tir
7,0 dén 7,4, nhu khoang 7,2. (Viéc xtr Iy ¢6 thé duoc thuc hién & nhiét do cao thich hop,
nhu nhiét @6 nim trong khoang tir 30°C dén 45°C hoidc 33°C dén 42°C hoic 35°C dén
40°C. Tét hon 13, cac enzym mdi, nhu C5 epi va/hodc 20ST duge st dung dé xir ly. Cac
enzym nay c6 thé duge cb dinh hodc trong dung dich. Sau budc xit Iy, san phim cia viée
xtt Iy chtra chit trung gian thir hai c¢6 thé dwoc tinh ché dé loai bé cac hop chét sau phan
tng, nhu PAP, PAPS, PNPS va/hoidc PNP. Chit trung gian thr hai d3 dugc tinh ché c6 thé

duoc gom va duge ¢ dé dung tiép, nhu phén tich va/hoic tao ra chét trung gian thi ba.

Theo mot sé phuong 4n, néu céc dic tinh mong mudn cua disacarit, nhu ty 1& phan
tram cua NS28, khong dat dugce & glycosaminoglycan tao ra duge nhd viée xtr 1y, thi viée
xtr 1y ¢6 thé duge lap lai dé tao ra glycosaminoglycan véi cac déc tinh cla disacarit, nhu ty

1& phan trim NS2S mong mudn déi véi chét trung gian thir hai.

Vi du, theo mot s phwong 4n, phuong phap nay c6 thé 1a phuong phép tao ra chét
trung gian tht hai NS2S chira 73,8% dén 75,3% trong lugng nhém disacarit d3 dwoc sulfat
héa & vi tri N, dd duge 2-O-sulfat hoa (NS2S), va 18,5% dén 20,2% trong lwong nhom

disacarit NS. Phan con lai & chét trung gian tht hai NS2S ¢6 thé bao gém, hoidc gém nhém
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disacarit phu khong duoc cai bién NAc (0S) va/hoac nhém disacarit da duoc 2-O-sulfat
hoéa, NAc (2S). Phuong phap nay c6 thé bao gdm cac bude: (a) chuyén héa 84,7% dén
93,8% trong lwong gdc N-axetyl glucosamin & heparosan dé tao ra chét trung gian thir nhit
NS; va (b) xir Iy chét trung gian thir nhit NS bing enzym, nhu C5-epimeraza (C5-epi) va
2-O-sulfotransferaza (20ST), v6i su ¢ mit cta chét cho sulfat, nhu 3’-phosphoadenosin-
5'-phosphosulfat (PAPS) dé tao ra chét trung gian thtt hai NS2S. T4t hon 13, viée xtt 1y bao
gdm ca hai enzym C5-epi va 20ST.

Theo mot sé phwong 4an, phwong phap nay c6 thé 13 phuong phap tao ra chit trung
gian thtt hai NS2S chtta 44% dén 80% hoic 45% dén 79% hoidc 50% dén 78% hodc 50%
dén 77% hodc 55% dén 78% hodc 55% dén 76% hodc 58% dén 77% hodc 59% dén 76%
hodc 60% dén 75% hodc 58% dén 62% hodc 59% dén 61% hodc 65% dén 77% nhém
disacarit NS2S va 12% dén 40% hodc 13% dén 39% hodc 15% dén 34% hoic 15% dén
29% hoiic 16% dén 29% hodc 17% dén 25% hoic 16% dén 26% hodc 16% dén 18% hoic
19% dén 26% nhom disacarit N'S. Phin con lai & chit trung gian thtr hai NS2S ¢6 thé bao
gOm, hodc gdm nhém disacarit phu khong duogc cai bién NAc (0S) va/hodc nhém disacarit
da dugc 2-O-sulfat hoa, NAc (2S). Phuong phép nay c6 thé bao gdm céc budc: (a) chuyén
héa mot lugng gdc N-axetyl glucosamin & heparosan dé tao ra chét trung gian thir nhit NS
chita 78% dén 99,5% hodc 78% dén 99% hodic 81% dén 97% hodc 83% dén 95% holic
84% dén 94% hoiic 85% dén 93% hoic 84% dén 87% hoiic 85% dén 86% hoiic 87,5% dén
94% hodc 90% dén 93,5% hodc 90,5% dén 93% hoic 90,3% dén 91,3% hodic 92,2% dén
93,2% nhém disacarit dd dugc sulfat hoa & vi tri N (lugng gbe N-axetyl glucosamin da
duoc chuyén hoa c6 thé twong tng véi luong nhém NS & chét trung gian thir nhét); va (b)
xtr Iy chit trung gian thi nhit NS bang enzym, nhu C5-epimeraza (C5-epi) va 2-O-
sulfotransferaza (20ST), véi su ¢6 mit ctia chit cho sulfat, nhu 3’-phosphoadenosin-5'-
phosphosulfat (PAPS), d¢ tao ra chét trung gian thir hai NS2S. Tét hon 13, viéc xit Iy bao
gdm cé hai enzym C5-epi va 20ST.

Theo mdt sé phuong an, phuong phap nay c6 thé 1a phwong phép tao ra chit trung

gian thr hai NS2S chtra 57,5% dén 62,5% hodc 58% dén 62% hoic 58,5% dén 61,5% holic
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59% dén 61% hodc 59,5% dén 60,5% céc nhém disacarit NS2S va 23,2% dén 27,2% hoic
23,7% dén 26,7% hodc 24,2% dén 26,2% hodc 24,7% dén 25,7% nhém disacarit NS. Phin
con lai & chit trung gian thir hai NS2S c¢6 thé bao gdm, hoic gdém nhém disacarit phu
khong dugc cai bién NAc (0S) va/hoic nhém disacarit d& dwgc 2-O-sulfat héa, NAc (29).
Phuong phép niy c6 thé bao gém céc bude: (a) chuyén héa mot lrong gdc N-axetyl
glucosamin & heparosan dé tao ra chat trung gian thir nhit NS chira 83,4% dén 87,4% hoiic
83,9% dén 86,9% hoic 84,4% dén 86,4% hoic 84,9% dén 85,9% nhém disacarit da duoc
sulfat hoa & vi tri N (lugng gbc N-axetyl glucosamin d3 duoc chuyén héa c6 thé tuong ung
v6i lugng nhém NS & chat trung gian tht nhat); va (b) xir Iy chét trung gian thi nhit NS
bang enzym, nhu C5-epimeraza (C5-epi) va 2-O-sulfotransferaza (20ST), v6i su c¢6 mat
cta chét cho sulfat, nhur 3°-phosphoadenosin-5'-phosphosulfat (PAPS) dé tao ra chit trung
gian thtr hai NS2S. T6t hon, néu viée xtt Iy bao gdm ca hai enzym C5-epi va 20ST.

Theo mét s6 phuong 4n, phwong phap niy c6 thé 1a phwong phap tao ra chit trung
gian thir hai NS2S chira 65,8% dén 77,4% hoic 66,3% dén 76,9% hoic 66,8% dén 76,4%
hodc 67,3% dén 75,9% nhém disacarit NS2S va 14,8% dén 26% hoic 15,3% dén 25,5%
hogc 15,8% dén 25% hoic 16,3% dén 24,5% nhém disacarit NS. Phan con lai & cht trung
gian thtr hai NS2S c6 thé bao gdm, hodc gdm nhém disacarit phu khong duoc cai bién
NAc (0S) va/hodc nhém disacarit dd duge 2-O-sulfat hoa, NAc (2S). Phuong phap nay cé
thé bao gdm cic budc: (a) chuyén hda mot lugng gbc N-axetyl glucosamin & heparosan dé
tao ra chit trung gian thit nhit NS chira tir 88,8% dén 94,7% hodic 89,3% dén 94,2% hoic
89,8% dén 93,7% hodc 90,3% dén 93,2% nhém disacarit di dwgc sulfat héa & vi tri N
(lugng gbc N-axetyl glucosamin di dwoc chuyén héa c6 thé twong Ung voi lugng nhéom NS
& chat trung gian tht nhét); va (b) xt Iy chét trung gian thtr nhit NS bing enzym, nhu C5-
epimeraza (C5-epi) va 2-O-sulfotransferaza (20ST), véi su c6 mit ciia chét cho sulfat, nhu
3’-phosphoadenosin-5'-phosphosulfat (PAPS), dé tao ra chit trung gian tht hai NS2S. Tét

hon 13, viée xit ly bao gdm c hai enzym C5-epi va 20ST.

Theo mot s6 phuong 4n, phuong phép nay c6 thé 1a phwong phép tao ra chit trung
gian thir hai NS2S chita 65,8% dén 74,4% hodc 66,3% dén 73,9% hoic 66,8% dén 73,4%

-37-



37213

hodc 67,3% dén 72,9% nhém disacarit NS2S va 17,9% dén 26% hoic 18,4% dén 25,5%
hozic 18,9% dén 25% hoic 19,4% dén 24,5% nhém disacarit NS. Phin con lai & chét trung
gian thit hai NS2S c6 thé bao gdm, hoic gdm nhém disacarit phu khong dugc cai bién
NAc (0S) va/hodc nhém disacarit da duge 2-O-sulfat hoa, NAc (2S). Phuong phap niy c6
thé bao gdm cac budc: (a) chuyén héa mot luong gde N-axetyl glucosamin & heparosan dé
tao ra chat trung gian th nhat NS chtra tir 88,8% dén 92,8% hodc 89,3% dén 92,3% hoic
89,8% dén 91,8% hodc 90,3% dén 91,3% nhoém disacarit dd dugc sulfat héa ¢ vi tri N
(lwong gbc N-axetyl glucosamin di duoc chuyén héa c6 thé twong tmg voi lwgng nhém NS
& chat trung gian thtr nhat); va (b) xtt Iy chét trung gian thir nhat NS bang enzym, nhu C5-
epimeraza (C5-epi) va 2-O-sulfotransferaza (20ST), v6i su ¢6 mit cua chit cho sulfat, nhu
3’-phosphoadenosin-5'-phosphosulfat (PAPS), dé tao ra chit trung gian thtr hai NS2S. Tét

hon, néu viée xtr Iy bao gém ca hai enzym C5-epi va 20ST.

Theo mdt s6 phuong 4n, phwong phép nay c6 thé 1a phwong phép tao ra chét trung
gian thir hai NS2S chira 73,4% dén 77,4% hoic 73,9% dén 76,9% hodc 74,4% dén 76,4%
hodc 74,9% dén 75,9% nhom disacarit NS2S va 14,8% dén 18,8% hoic 15,3% dén 18,3%
hodc 15,8% dén 17,8% hodc 16,3% dén 17,3% nhém disacarit NS. Phin con lai & chét
trung gian thtr hai NS2S ¢6 thé bao gdm, hodc gdm nhém disacarit phu khong dugc cai
bién NAc (0S) va/hodc nhom disacarit dd dugc 2-O-sulfat hoa, NAc (2S). Phuong phap
nay c6 thé bao gdm cic bude: (a) chuyén héa mét luong gbc N-axetyl glucosamin &
heparosan dé tao ra chat trung gian thir nhit N'S chua tir 90,1% dén 94,7% hoic 90,6% dén
94,2% hoic 91,1% dén 93,7% hoic 91,6% dén 93,2% nhom disacarit d3 dugce sulfat héa &
vi tri N (lugng gde N-axetyl glucosamin d3 duge chuyén héa c6 thé twong Ung véi lugng
nhém NS & chét trung gian thir nhét); va (b) x& Iy chat trung gian thi nhit NS bang
enzym, nhu C5-epimeraza (C5-epi) va 2-O-sulfotransferaza (20ST), véi su ¢6 mit cia
chit cho sulfat, nhu 3’-phosphoadenosin-5'-phosphosulfat (PAPS), dé tao ra chat trung
gian thir hai NS2S. T4t hon, néu viée xi Iy bao g0m c4 hai enzym C5-epi va 20ST.

Phuong 4n khéc c6 thé 1a phuong phap tao ra chét trung gian thr ba NS2S6S nhu

duge boc 16 néu trén. Phuong phép nay cé thé bao gém cac budce (a) chuyén héa mot
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luong gbc N-axetyl glucosamin & heparosan dé tao ra chat trung gian thir nhat NS (lvong
gdc N-axetyl glucosamin dd dugc chuydn hoa c6 thé twong tmg véi lugng nhom disacarit
d4 dugc sulfat héa & vi tri N & chét trung gian tht nhit NS); (b) xtt Iy chit trung gian thir
nhat NS bing enzym, nhw C5-epimeraza (C5-epi) va/hodc 2-O-sulfotransferaza (2087),
v6i su ¢6 mit ciia chit cho sulfat, nhu 3’-phosphoadenosin-5'-phosphosulfat (PAPS), dé
tao ra chat trung gian thir hai NS2S va (c) xtt Iy chét trung gian thtr hai NS2S bing enzym,
nhu cdc 6-O-sulfotransferaza 1 va 3 (60ST-1,3), véi su c6 mit cta chét cho sulfat, nhu

phosphoadenosyl phosphosulfat (PAPS), dé tao ra chit trung gian thtr ba NS2S6S.

Viéce chuyén hoéa heparosan dé tao ra chit trung gian thir nhit va viéc xir 1y chét

trung gian tht nhit ¢6 thé duge thuc hién nhu duoc bdc 10 néu trén.

Theo mdt sd phuong 4n, viéc xtr Iy ¢6 thé dugc thuc hién véi su ¢6 mat cua hé quay
vong PAPS, ma c6 thé bao gdm p-nitrophenylsulphat (PNPS) va PAPS. Hé quay vong
PAPS c6 thé con bao gdm chét xtc tac, nhu aryl sulfotransferaza TV (AST-IV), ma c6 thé
dugc sir dung d€ xtic tac bude chuyén héa PAP thanh PAPS bing céch st dung PNPS lam
chét cho sulphat v6i luong vira da PNPS trong phan tng dya trén mirc chuyén héa phan tir
gam chit trung gian thi hai nhd enzym, nhu céc 6-O-sulfotransferaza 1 va 3 (60ST-1,3).
Theo mdt s6 phuong 4n, viée xtr 1y ¢6 thé duge thue hién khong c6 hé quay vong PAPS
nhung vé6i lugng vira di PAPS trong phéan ing dua trén mic chuyén héa phén tir gam chit
trung gian thtr hai nho enzym, nhu cac 6-O-sulfotransferaza 1 va 3 (60ST-1,3). Theo mdt
s6 phuong 4n, viéc xtr 1y ¢6 thé duge thuc hién trong dung dich dém, nhw dung dich dém
phan tmg axit 2-(N-morpholino)etansulfonic (MES) vé6i su ¢6 mit ctia cic enzym 60ST-1
va 60ST-3. Chét cho sulfat, nhu PAPS hodc PAP cong véi PNPS, c6 thé ¢6 mit. Dung
dich dém c6 thé c6 do pH nim trong khoang tir 7,0 dén 7.4, nhu khoang 7,2. Viéc xir Iy ¢6
thé dwgc thye hién & nhiét do cao thich hop, nhu nhiét d nim trong khoang tir 30°C dén
45°C hodc 33°C dén 42°C hodc 35°C dén 40°C. Tét hon 13, cdc enzym méi, nhu 60ST-1
va/hodc 6-OST-3, dugc st dung dé xur ly. Cac enzym c6 thé duoc ¢ dinh hodc trong dung
dich. Sau buéc xi 1y, san phdm cua viée xir Iy chira chit trung gian thit ba ¢ thé dugc tinh

ché dé loai bo cac hop chét sau phan ting, nhu PAP, PAPS, PNPS vivhoic PNP. Chét trung

-30-



37213

gian thir ba di dugc tinh ché c6 thé duoc c6 va gom dé sir dung tiép, nhu phén tich va/hodc

tao ra heparin sinh tong hop.

Theo mét s& phuong 4n, néu céc dic tinh duge mong mudn ciia dissacharit, nhu ty
18 phan trim ctia NS2S6S va NS6S, khong dat dugce & glycosaminoglycan thu dugc nhd xtr
Iy chit trung gian th hai NS, thi viéc xir Iy c6 thé duge lip lai dé tao ra
glycosaminoglycan v&i cic dic tinh cua disacarit, nhu cac ty 1& phan traim NS2S6S va

NS6S dwgc mong mubn ddi véi chat trung gian thi ba.

Vi duy, theo mét s phwong én, phuong phap niy c6 thé 1a phwong phép tao ra chét
trung gian thr ba NS2S6S chira 57,4% dén 62,0% trong lwong nhém disacarit d3 dugce
sulfat héa & vi tri N, d& duoc 2-O-sulfat héa, da duge 6-O-sulfat héa (NS2S6S), 17,7% dén
22,2% trong lwong nhém disacarit d3 duge sulfat hda & vi tri N, d3 dugc 6-O-sulfat héa
(NS6S), 8,4% dén 10,9% trong lwong nhom disacarit da dugc sulfat hoa & vi tri N, d3 duoge
2-O-sulfat héa (NS2S), va 3,1% dén 8,1% trong lwong nhém disacarit NS. Phin con lai
clia chat trung gian thir ba NS2S6S ¢6 thé bao gdm, hodc gdm mot hodc nhidu nhém
disacarit 0S, 2S, dd duoc 6-O-sulfat hoa, NAc (6S) da dugc 2-O-sulfat hoa, 6-O-sulfat hoa,
NAc (286S). Tét hon, néu chét trung gian tht ba khong chira nhom disacarit 3S. Phuong
phép nay c6 thé bao gdm cac budc: (a) chuyén héa 84,7% dén 93,8% trong luong gdc N-
axetyl glucosamin & heparosan dé tao ra chét trung gian thir nhat NS; (b) xtt Iy chét trung
gian thir nhit NS bing enzym, nhu C5-epimeraza (C5-epi) va 2-O-sulfotransferaza
(20ST), v6i su c6 mit clia chit cho sulfat, nhu 3'-phosphoadenosin-5'-phosphosulfat
(PAPS), d tao ra chit trung gian thir hai NS2S; va (c) xit Iy chat trung gian thi hai NS2S
bang enzym, nhu céc 6-O-sulfotransferaza 1 va 3 (60ST-1,3), v6i su c6 mit cua chit cho
sulfat, nhu phosphoadenosyl phosphosulfat (PAPS), dé tao ra chAt trung gian tht ba
NS2S6S.

Theo mét s6 phuong an, phuong phép nay cé thé 1a phwong phép tao ra chét trung
gian thir ba NS2S6S chira 30% dén 74% hodc 31% dén 73% hodic 36% dén 70% hoic 40%
dén 67% hogc 40% dén 66% hodc 42% dén 65% hodc 44% dbn 64% hodc 42% dén 45%
hogc 48% dén 65% nhém disacarit NS2S6S, 5% dén 40% hodc 5% dén 32% hoiic 5% dén
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26% hodc 5% dén 23% hodc 5% dén 7% hoic 8% dén 16% hodc 18% dén 23% hoic 6%
dén 39% hodc 6% dén 32% hodc 6% dén 26% hodc 6% dén 21% nhém disacarit NS6S,
1% dén 28% hodc 1% dén 27% hoidc 4% dén 28% hodic 4% dén 27% hoic 8% dén 28%
hodc 8% dén 27% hodc 10% dén 28% hodc 11% dén 28% hogic 12% dén 27% hodc 11%
dén 22% hodc 19% dén 27% nhém disacarit NS2S; va 0,5% dén 23% hoic 0,5% dén 20%
hogc 0,5% dén 19% hodc 0,5% dén 18% hoic 0,5% dén 17% hoic 1% dén 21% hoic 1%
dén 19% hoic 1% dén 18% hoic 1% dén 17% hoiic 1% dén 15% nhom disacarit NS. Phin
con lai clia chét trung gian thir ba NS2S6S ¢6 thé bao gdm, hoic gdm mot hodc nhidu
nhém disacarit 0S, 2S, da dugc 6-O-sulfat hoa, NAc (6S) dd dugc 2-O-sulfat hda, 6-O-
sulfat héa, NAc (2S6S). Tét hon, néu chit trung gian thir ba khong chira nhém disacarit
3S. Phuong phép ndy c6 thé bao gdm cic budc: (a) chuyén héa mét lugng gbe N-axetyl
glucosamin & heparosan dé tao ra chit trung gian NS chira 78% dén 99,5% hoic 78% dén
99% hodc 81% dén 97% hodc 83% dén 95% hodc 84% dén 94% hodc 85% dén 93% hoic
84% dén 87% hoic 85% dén 86% hoic 87,5% dén 94% hogc 90% dén 93,5% holic 90,5%
dén 93% hodc 90,3% dén 91,3% hoic 92,2% dén 93,2% nhém disacarit 3 dugc sulfat hoa
& vi tri N (lwgng gbe N-axetyl glucosamin da duoc chuyén héa c6 thé twong g véi luong
nhém NS & chit trung gian thi nhét); (b) xir ly chét trung gian thtr nhat NS bang enzym,
nhu C5-epimeraza (C5-epi) va 2-O-sulfotransferaza (20ST), véi su c6 mit cia chit cho
sulfat, nhu 3'-phosphoadenosin-5'-phosphosulfat (PAPS), dé tao ra chit trung gian thi hai
NS2S chua 44% dén 80% hodc 45% dén 79% hoiic 50% dén 78% hoiic 50% dén 77% hoic
55% dén 78% hoic 55% dén 76% hodic 58% dén 77% hoic 59% dén 76% hoic 60% dén
75% hodc 58% dén 62% hodc 59% dén 61% hodic 65% dén 77% nhém disacarit NS2S va
12% dén 40% hodc 13% dén 39% hodc 15% dén 34% hodc 15% dén 29% hoic 16% dén
29% hodc 16% dén 26% hodc 17% dén 25% hodc 16% dén 18% hoidc 19% dén 26% nhém
NS disacarit; va (c) xir ly chit trung gian thG hai NS2S bang enzym, nhu céc 6-O-
sulfotransferaza 1 va 3 (60ST-1,3), véi su c6 mit cia chit cho sulfat, nhu

phosphoadenosyl phosphosulfat (PAPS), dé tao ra chat trung gian thir ba NS2S6S.

Theo mdt s6 phuong an, phwong phép nay c6 thé 12 phuong phép tao ra chit trung
gian thtr ba NS2S6S chira 41,5% dén 45,5% hoic 42% dén 45% hoiic 42,5% dén 44,5%
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hogc 43% dén 44% nhém disacarit NS2S6S, 8,5% dén 12,5% hodc 9% dén 12% hoic
9,5% dén 11,5%, 10% dén 11% nhém disacarit NS6S, 12% dén 15% hodc 12,5% dén
14,5% hodic 13% dén 14% nhém disacarit NS2S va 14,6% dén 18,6% hoic 15,1% dén
18,1% hodc 15,6% dén 17,6% hodc 16,1% dén 17,1% nhém disacarit NS. Phin con lai ciia
chit trung gian thir ba NS2S6S ¢6 thé bao gdm, hoic gdbm mot hodc nhidu nhém disacarit
0S, 28, da dugc 6-O-sulfat hoa, NAc (6S) di dugc 2-O-sulfat héa, 6-O-sulfat héa, NAc
(286S). Tét hon, néu chét trung gian tht ba khong chira nhém disacarit 3S. Phuong phap
ndy c6 thé bao gdm cac bude: (a) chuyén héa mét lwong gbc N-axetyl glucosamin &
heparosan dé tao ra chét trung gian thir nhat NS chtra 83,4% dén 87,4% hoic 83,9% dén
86,9% hotic 84,4% dén 86,4% hoic 84,9% dén 85,9% nhém disacarit d& duoc sulfat héa &
vi tri N (lugng gdc N-axetyl glucosamin di duoc chuyén héa c6 thé twong ung voi lugng
nhém NS & chit trung gian thir nhét); (b) xtr 1y chét trung gian thir nhat NS béng enzym,
nhu C5-epimeraza (C5-epi) va 2-O-sulfotransferaza (20ST) véi su ¢ mit cia chit cho
sulfat, nhu 3'-phosphoadenosin-5'-phosphosulfat (PAPS), d tao ra chit trung gian tht hai
NS2S chira 57,5% dén 62,5% hodc 58% dén 62% hoic 58,5% dén 61,5% hodic 59% dén
61% hodc 59,5% dén 60,5% nhém disacarit NS2S va 23,2% dén 27,2% hoic 23,7% dén
26,7% hodc 24,2% dén 26,2% hodc 24,7% dén 25,7% nhom NS disacarit; va (c) xi Iy chét
trung gian thtt hai NS2S bang enzym, nhu cic 6-O-sulfotransferaza 1 va 3 (60ST-1,3), véi
sw c6 mit cua chét cho sulfat, nhu phosphoadenosyl phosphosulfat (PAPS), dé tao ra chat
trung gian thir ba NS2S6S.

Theo mdt sb phuong an, phuong phép niy c6 thé 1a phuong phap tao ra chit trung
gian thir ba NS2S6S chta 51,3% dén 60,3% hoic 51,8% dén 59,8% hodc 52,3% dén
59,3% hodc 52,8% dén 58,8% nhém disacarit NS2S6S, 8,6% dén 13,5% hoic 9,1% dén
13% hodc 9,6% dén 12,5% hodc 10,1% dén 12% nhém disacarit NS6S, 10% dén 15,8%
hogc 10,5% dén 15,3% hodc 11% dén 14,8% hoic 11,5% dén 14,3% nhém disacarit NS2S
va 7,4% dén 15,2% hodc 7,9% dén 14,7% hoic 8,4% dén 14,2% hoic 8,9% dén 13,7%
hoiic 8,9% dén 9,9% hodc 11,7% dén 13,7% nhom disacarit N'S. Phin con lai ctia chét
trung gian thit ba NS2S6S ¢6 thé bao gém, hoidc gém mot hodc nhidu nhém disacarit 0S,

28, da dugc 6-O-sulfat hoa, NAc (6S) dd duoc 2-O-sulfat hoa, 6-O-sulfat héa, NAc
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(286S). Tét hon, néu chét trung gian tht ba khéng chira nhém disacarit 3S. Phuong phép
ndy c6 thé bao gdm cac budc: (a) chuyén hoa mot lwong gbc N-axetyl glucosamin &
heparosan dé tao ra chét trung gian thir nhit NS chira 88,8% dén 94,7% hoic 89,3% dén
94,2% hoic 89,8% dén 93,7% hoic 90,3% dén 93,2% nhom disacarit da dugc sulfat hoa &
vi tri N (lugng gdc N-axetyl glucosamin d& dugc chuyén héa cé thé tuwong Ung véi lugng
nhém NS & chit trung gian thir nhét); (b) xt Iy chat trung gian tht nhit NS bing enzym,
nhu C5-epimeraza (C5-epi) va 2-O-sulfotransferaza (20ST) véi sy ¢6 mit cia chit cho
sulfat, nhu 3'-phosphoadenosin-5'-phosphosulfat (PAPS), d tao ra chit trung gian thi hai
NS28S chita 65,8% dén 74,4% hoic 66,3% dén 73,9% hodc 66,8% dén 73,4% hoic 67,3%
dén 72,9% nhém disacarit NS2S va 17,9% dén 26% hodc 18,4% dén 25,5% hoic 18,9%
dén 25% hodc 19,4% dén 24,5% nhém NS disacarit; va (c) xtr ly chét trung gian thi hai
NS2S bang enzym, nhu cic 6-O-sulfotransferaza 1 va 3 (60ST-1,3), véi su ¢6 mit cua
chét cho sulfat, nhu phosphoadenosyl phosphosulfat (PAPS), dé tao ra chit trung gian thir
ba NS2S6S.

Theo mdt s6 phwong 4n, phuong phap ndy c6 thé 1a phuong phép tao ra chit trung
gian th ba NS2S6S chtta 41,5% dén 65,7% hoic 42% dén 65,2% hodc 42,5% dén 64,7%
hodc 43% dén 64,2% nhém disacarit NS2S6S, 4,1% dén 23,3% hodc 4,6% dén 22,8% hoic
5,1% dén 22,3% hodc 5,6% dén 21,8% nhém disacarit NS6S, 10% dén 28,6% 10,5% dén
28,1% hodc 11% dén 27,6% hogc 11,5% dén 27,1% hoic 11,1% dén 17,8% hodic 19% dén
27,6% nhém disacarit NS2S va 0,4% dén 15,9% hoic 0,7% dén 15,4% hogc 1% dén
14,9% hodc 1% dén 14,4% hoic 0,4% dén 5,5% hodic 10,2% dén 14,9% nhém disacarit
NS. Phan con lai ctia chit trung gian thi ba NS2S6S ¢6 thé bao gdm, hodc gdm mot hojic
nhiéu nhém disacarit 0S, 28, di duogc 6-O-sulfat hoa, NAc (6S) da dugc 2-O-sulfat hoa, 6-
O-sulfat héa, NAc (2S6S). Tt hon, néu chat trung gian thir ba khéng chitra nhém disacarit
3S. Phuong phap nay c6 thé bao gdém cac budce: (a) chuyén héa mét luong gbc N-axetyl
glucosamin & heparosan dé tao ra chét trung gian tht nhit NS chira 90,1% dén 94,7% hoic
90,6% dén 94,2% hodc 91,1% dén 93,7% hodc 91,6% dén 93,2% nhém disacarit d dugc
sulfat héa & vi tri N (lwong gbc N-axetyl glucosamin d4 duoc chuyén héa c6 thé twong Ung

v6i lwong nhém NS & chit trung gian thtr nhAt); (b) xtr Iy chét trung gian thi nhit NS bing
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enzym, nhu C5-epimeraza (C5-epi) va 2-O-sulfotransferaza (20ST), véi sy ¢6 mit cia
chit cho sulfat, 3'-phosphoadenosin-5'-phosphosulfat (PAPS), dé tao ra chit trung gian tht
hai NS2S chira 65,8% dén 77,4% hodc 66,3% dén 76,9% hodc 66,8% dén 76,4% hoic
67,3% dén 75,9% nhém disacarit NS2S va 14,8% dén 26% hodc 15,3% dén 25,5% hoic
15,8% dén 25% hoic 16,3% dén 24,5% nhém NS disacarit; va (c) xtr ly chét trung gian thtt
hai NS2S bing cic 6-O-sulfotransferaza 1 va 3 (60ST-1,3) v6i su c6 mit cua
phosphoadenosyl phosphosulfat (PAPS) dé tao ra chét trung gian thir ba NS2S6S.

Phuong 4n khéc c6 thé 1 phwong phép tao ra heparin, ma c6 thé 1a twong dwong v&
mit sinh hoc véi heparin UPS, bao gdm viée xit ly chét trung gian thir ba NS2S6S nhu
dugce bde 10 néu trén br?mg enzym, nhu dang ddng chirc nang 1 cua 3-O-sulfotransferaza
(30ST-1), khi c6 chét cho sulfat, nhu PAPS, chuyén hoa cic nhém 3-hydroxyl ctia gbc
glucosamin thanh gdc 3-O-sulfoglucosamin theo cich d6 tao ra heparin, ma c6 thé 1a tuong

duong vé mit sinh hoc vé6i heparin natri ciia lon UPS.

Trong cac phan g sulfotransferaza néu trén véi 20ST, 30ST-1, mdt hodc ca hai
60ST-1 hodc 60ST-3, cic enzym c6 thé cin chat cho sulfat, ma thuong 1a PAPS, va hé
thong phuc hdi. Mt hode nhiéu enzym, nhw 20ST, 30ST-1, mdt hoiic ca hai 60ST-1 holc
60ST-3, va chat cho sulfat, nhu PAPS, c6 thé 13 trong dung dich. Céc enzym nay c6 thé
dugce ¢ dinh. Theo mét sb phuong 4n, cac phan tng duoc thuc hién in vitro. Theo cac
phuong 4n khac, mdt hodc nhidu buédc xdy ra bén trong vi sinh vt chii ma hoa gen cho
mot hodc nhidu NDST, C5-Epi, 20ST, 30ST-1, mét trong s6 60ST-1 hodc 60ST-3, va
ngudn PAPS.

Mic du trén ddy dd néu cac phuong phép c6 thé tao ra heparin, ma Ia twong duong
vé mit sinh hoc véi heparin USP ctia lon, theo mét s6 phuong 4n, heparin tao ra dugc co
thé 1 chit ma khong théa man mot hodc nhiéu yéu ciu vé tinh twong duong sinh hoc véi

heparin USP cuta lgn.
Theo mot s6 phuong an, mé heparin tao ra duogc c6 thé théa man cac yéu cau dbi

v6i heparin USP cua lon vé phan tir lvong va hoat tinh chéng dong, trong khi khong thda

man cdc yéu ciu dbi voi heparin USP cia lon vé hoat tinh khang ITa. Vi du, mé heparin tao
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ra duoc c¢6 thé thda mén cac yéu cau dbi voi heparin USP cua lon vé phén tir lugng va hoat
tinh chdng d6ng, trong khi c6 ty 18 gifta hoat tinh dbi véi yéu t6 Xa so vé6i yéu t6 Ila (tirc 14
khang Xa/khang Ila) thép hon 0,9, nhu tri s6 ndm trong khoang tir 0,5 dén 0,9 hoic 0,6 dén
0,9 hoic 0,7 dén 0,9, hoic cao hon 1,1, nhu tri s6 ndm trong khoang tir 1,1 dén 1,5 hodc
1,1 dén 1,4 hodc 1,1 dén 1,3 hodc 1,1 dén 1,2. Mé nay c6 thé duoc chuyén hoéa thanh mé
heparin, ma c6 thé 1a trong dwong vé& mit sinh hoc véi heparin USP cua lgn, nho xir Iy
thém bang enzym, nhu xir Iy bing dang ddng chtic ning 1 cua 3-O-sulfotransferaza

(30ST-1), ma ¢6 thé duge thuc hién véi su ¢6 mit cua chit cho sulfat, nhu PAPS.

Theo mét s6 phuong an, mé heparin tao ra dugc c6 thé thoa mén céc yéu cau ddi
v6i heparin USP cua lon vé hoat tinh chéng dong, trong khi khong théa mén cac yéu cu
d6i véi heparin USP cta lon v& hoat tinh khéng IIa va phan tr lwong. Vi du, mé tao ra
duge co thé c6 ty 1¢ gifta hoat tinh ddi véi yéu td Xa so voi yéu td Ila (tic 1a khang
Xa/khang Ila) thép hon 0,9, nhu tri s§ ndm trong khoang tir 0,5 dén 0,9 hoic 0,6 dén 0,9
hodc 0,7 dén 0,9, hodc cao hon 1,1, nhu tri s& ndm trong khoang tir 1,1 dén 1,5 hoac 1,1
dén 1,4 hoic 1,1 dén 1,3 hode 1,1 dén 1,2 va bing cach 4p dung thém viée xir Iy bing
enzym, nhu xtr Iy bing dang ddng chuc nang 1 cua 3-O-sulfotransferaza (30ST-1), ma c6
thé duoc thue hién véi s c6 mit ciia chit cho sulfat, nhw PAPS, dé tao ra ty 1€ gitta hoat
tinh d6i v6i yéu t6 Xa so v6i yéu t6 Ila, ma théa mén céc yéu cau dbi voi heparin USP cia

lon vé hoat tinh khang Ila.

Mic du heparin tao ra dugc c6 thé 1 twong dwong vé& mit sinh hoc véi heparin USP
cta lon, theo mét sd phuong 4n, heparin tao ra dugc c6 thé 13 khac vé mdt vat ly heparin
tao ra dugc trong ty nhién, nhu heparin ciia bd hodc lgn, ma vin 13 twong dwong v& mit
sinh hoc v&i heparin USP ctia lon. Vi du, cic phwong phap nay c6 thé cho phép tao ra cac
mé heparin, ma c6 thé 1a twong duong v& mit sinh hoc v6i heparin USP cua lon, sao cho
cdc mé tao ra dugc 1a déu hoic déng nhit hon vé6i nhau vé mot hodc nhiéu dic tinh bao
gdm a) thanh phin héa hoc, b) phén ttr lugng, nhur trong lugng phan ti lugng trung binh,
va c¢) phan b phén tir lvgng so v6i heparin tao ra duge trong tir nhién cic mé, nhu cic mé

heparin tr rudt ctia con bo.

Céc phuong phép nay cé thé tao ra cac mé heparin ning it nhit 13 50mg hodc it nhit
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12 80mg hodc it nhat 100mg hodc it nhat 200mg hoic it nhat 1g hodc it nhét 2g.

Céc mé tao ra duge c6 thé 13 ddng déu véi nhau vé phén tir lwong, thinh phin
disacarit va hoat tinh sinh hoc. Cic mé tao ra dugc theo quy mé néu trén cé thé théa man
tat ca cac yéu ciu ddi v6i heparin USP cta lon, nhu phan tit lwgng, thanh phén disacarit va
céc yéu cau vé hoat tinh sinh hoc. Lugng cac mé dong ddu c6 thé it nht 13 2 hodc it nhit 13
3 hofic it nhét 14 5 hofc it nhit 13 7 hoic it nhét 12 10 hofc it nhat 13 12 hogc it nhit 14 15
hodc it nhéat 12 20.

Sang ché con dé xuét dugc phidm chira heparin twong duong vé mit sinh hoc tao ra
duge bing cach 4p dung céc phuong phép néu trén. Duge phdm nay c6 thé con chira mot
hodc nhiéu chit mang duge dung hoic t4 duge. Theo mot sb phuong an, heparin c6 thé, vi
du, dugc bao ché trong nuée hoic trong nuée mudi ding treong hodc glucoza. Theo mot
sb phwong 4an, duge pham heparin c6 thé chira mot hoic nhidu chét bao quan, nhu bisulfit

hodc chit diét vi khuin, nhu rurgu benzylic.

Theo mot s6 phwong 4n, heparin twong dwong vé mit sinh hoc tao ra dugc theo ban
mo6 ta nay c6 theé duge dung ¢ dang mudi duge dung, ma c6 theé, vi du, 13 mudi natri hoic
muoi cua kali. Céc vi du khong gidi han pham vi ctia séng ché vé cidc mudi duge dung bao

gom lithi, natri, canxi, bari, kali, magie, va amoni.

Theo mdt s6 phuong 4n, heparin twong duwong vé mit sinh hoc tao ra dugc theo ndi
dung bdc 16 néu trén c6 thé dugc ding 1am nguyén lidu ban diu dé didu ché heparin phan
tir lwgng thap. Viée nay c6 thé duoc thuc hién, vi dy, don gian bang cich thay thé heparin
tur rudt lon b?lng heparin twong dwong vé mit sinh hoc tao ra dugc theo ban mo ta ndy va
sau d6 bang cach 4p dung mot trong s6 cac phuong phap d biét cho quy trinh téng hop
heparin phan tir lugng thap. Theo mot phwong én, mudi, nhu vi du, mudi natri hodc muébi
cua kali, cua heparin twong duong vé mdt sinh hoc tao ra dugc theo ban mé ta nay cé thé
dugc chuyén héa thanh mudi benzthoni ma tidp d6 c6 thé dwgc benzyl héa va xit Iy bing
bazo, nhu natri hydroxit hogc kali hydroxit, dé giai tring hop mét phan. San phim heparin
phén t lugng thép tao ra dugc sé€ duge chuyén héa thanh mudi, nhu mudi natri hodc mudi

cua kali, va tinh ché. Quy trinh nay c6 thé tao ra heparin phén tir lwong thap, 14 enoxaparin.
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Céc quy trinh khac c6 thé dugc 4p dung d& chuyén héa heparin twrong dwong vé mit sinh
hoc tao ra dugc theo ban md ta ndy thanh cic heparin khic phan tir luong thip, vi dy,

daltaparin hoéc tinzaparin.

Bén m6 t4 nay con bao gdm phuong phap 1am loing mau & dbi twong, nhu nguoi,
chira tao ra heparin twong duwong v& mit sinh hoc bing cach 4p dung mot trong s cac
phwong phap da néu trén va ding lwong hitu hiu cla heparin twong dwong vé mit sinh

hoc tao ra duoc cho dbi tuong.

Bin md ta niy con bao gdm phwong phap didu tri va/hodic phong bénh hoic tinh
trang bénh 1y, ma nhay cam ddi v6i heparin, bao gdm viéc tao ra heparin tuvong dwong vé
mit sinh hoc bang cach 4p dung mot trong sb cac phuong phap di néu trén va dung lugng
hftu hiéu cua heparin twong duong vé mit sinh hoc tao ra duoc cho ddi twgng, nhu nguoi.
Céc vi du khong gi6i han pham vi cta sang ché v& bénh hoic tinh trang bénh Iy bao gom

tinh mach sau, chimg huyét khéi, ngh&n mach phdi va bénh huyét khéi téc dong mach.

Heparin twrong dwong vé mit sinh hoc con ¢6 thé duge dung trong viéc diéu trj
ngoai than ké ca thAm tach than cho céc bénh nhan bi suy thdn hodc nap oxy vao mau cho

céc bénh nhan trai qua thu thuat néi tit tim phéi trong phiu thuét tim ma.

Luong hitu hiéu ctia heparin twong dwong vé mit sinh hoc c6 thé 13 lugng ma 6 thé
1a du dé tao ra tac dung mong mudn, nhu pha losng mau hoic didu tri bénh hoic tinh trang

bénh ly, ma nhay cam ddi véi heparin.

Liéu lugng heparin twong duong vé mit sinh hoc ¢6 thé chinh 13 lidu dugc ap dung

cho heparin UPS, ma duoc tao ra trong ty nhién, nhu heparin ctia lon hodc bo.

Heparin tuong dwong vé mit sinh hoc c¢6 thé duoc dung theo nhiéu cach dung. Theo
mdt s6 phuong 4n, heparin tvong duong vé mit sinh hoc ¢6 thé duoc dung ngoai duong
tiéu héa. Vi duy, heparin twong dwong vé mit sinh hoc ¢6 thé duoc tiém qua dudng tinh

mach, dudi da hodc ti€m bap.

-47-



37213

Sang ché con dé xuit ché phdm chira chét trung gian thir nhit NS nhu dugc boc 19
néu trén. Ché pham nay c6 thé bao gdm it nhit 1a 50% hoic it nhét 13 60% hoic it nhit 13
70% hodc it nhét 13 80% hodc it nhét 13 90% hodc it nhét 13 95% hogc it nhét 13 96% hodc
it nhét 1a 97% hodc it nhit 12 98% hodc it nhét 12 99% hodc it nhat 13 99,5% chét trung gian
thtr nhit NS. Ché pham nay cé thé khong chira hoic hiu nhu khong chira bit ky
polysacarit nao ngoai chét trung gian thir nhit N'S. Thuét ngit “hau nhu khéng chira” c¢6 thé
c6 nghia 1a khong phat hién dugc polysacarit bat ky nao khic véi lwong do dwge. Cac
phuong phap phét hién cé thé bao gdm phd cong hudng tir hat nhan (NMR) hoic vide xtt
Iy bang ba heparin lyaza pha v& heparin hoic chit trung gian cua heparin thanh céc
disacarit ma c6 thé duoc loai bo theo cach thim tach hodc sic ky loai trir theo ¢&. Cac chét
khong 13 heparin hodc c4c chit trung gian khong 13 heparin khac s& khang viéc xir 1y bing
heparin lyaza va c¢6 thé tim lai va phat hién dugc bang cach 4p dung cac phuong phép

thong thudong, nhu phé NMR.

Sang ché con d& xuit ché pham chtra chét trung gian thr hai NS2S nhu duoc bdc 10
néu trén. Ché phim c6 thé chira it nhét 13 50% hodc it nhit 1a 60% hodc it nhit 13 70%
hodc it nhét 1a 80% hodc it nht it nhat 12 90% hofic it nhat 12 95% hodc it nhit 13 96% holic
it nhat 13 97% hodc it nhét 13 98% hodc it nhat 12 99% hoic it nhat 12 99,5% chét trung gian
tht hai NS28. Kit hodc ché phim nay c6 thé khong chita hodc hau nhu khéng chira bat ky
polysacarit nao ngoai chat trung gian thtr hai NS2S.

Séng ché con d& xudt ché phim chira chit trung gian thtt ba NS286S nhu duge bac
16 néu trén. Kit hoic ché phém nay c6 thé chtra it nhat 12 50% hodc it nhat 14 60% hodc it
nhét 14 70% hodc it nhét 1a 80% hodc it nhét it nhét 14 90% hodc it nhit 13 95% hoiic it nht
14 96% hodc it nhat 12 97% hodc it nhat 14 98% hodc it nhat 1a 99% hodc it nhit 13 99,5%
chét trung gian thir ba NS2S6S. Kit ndy hodc ché phdm c6 thé khong chitra hogic hau nhu
khong chira bat ky polysacarit ndo ngoai chit trung gian thtr ba NS2S6S. Vi dy, theo mot
s6 phuong 4n, kit ndy hodc ché pham nay c6 thé khong chira hogic hau nhu khong chira

heparin.
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Cac phuong an dugc boc 19 trong ban mé t& ndy duge minh hoa tiép, mic du khong

bi gi6i han theo bat ky khia canh ndo, & cac Vi du, thuc hién sang ché dudi day.

Céc vi du thwce hién sang ché
Vidu 1: Tao ra heparosan

Escherichia coli K5 (Serovar 010:K5:H4; ATCC #23506) hodc Escherichia coli
Nissle 1917 (Serovar O6:K5:H1) dugc st dung dé tao ra heparosan (Cress, B. F.,
Toparlak, O. D., Guleria, S., Lebovich, M., Stieglitz, J. T., Englaender, J. A., Jones, J. A.,
Linhardt, R. J., and Koffas, M. A. G. (2015) CRISPathBrick: Modular Combinatorial
Assembly of Type II-A CRISPR Arrays for dCas9-Mediated Multiplex Transcriptional
Repression in E. coli. ACS Synthetic Biology. 4, 987-1000; Wang, Z., Ly, M., Zhang, F.,
Zhong, W., Suen, A., Hickey, A. M., Dordick, J. S., and Linhardt, R. J. (2010) E. coli K5
fermentation and the preparation of heparosan, a bioengineered heparin precursor.
Biotechnology and Bioengineering. 107, 964-973; Wang, Z., Dordick, J. S., va Linhardt,
R. J. (2011) Escherichia coli K5 heparosan fermentation and improvement by genetic
engineering. Bioengineered bugs. 2, 63—67). Viéc 1én men mé nap & mat do t& bao cao
duoc thuc hién 6 muc 5 lit hodc 45 lit dén 90 lit br?lng cach st dung 14n luot thung 1én men
Eppendorf BioFlo 320 hodc Biostat. Céc t& bao sinh truéng trong méi truong xac dinh
glucoza (d6 pH = 6,8+0,01), chira glucoza (thong thudong 20g/1), kali phosphat monobazo
(thoéng thudng 13,5¢/1), amoni phosphat (thong thuong 4,0g/1), magie sulfat heptahydrat
(thdng thudng 1,4g/1), axit xitric (thong thudong 1,7g/1), va dung dich chtra vét kim loai
(thong thuong 10,0ml/1). Dung dich chira vét kim loai trong dung dich HCI 5M (1,5 lit)
duoc cdu thanh béi FeSO4-7H,0 (15g), CaCl, (3,0g), ZnS04.7H20 (3,3g), MnSO4.H,0
(568mg), CuS04.5H20 (1,5g), (NH4)sM07024.4H20 (0,15g), va NayB407.10H,0 (0,03g).
Binh thét ¢6 dung giéng (giéng I), chira méi truong xdc dinh glucoza (d9 pH = 6,8+0,01)
duoc U nguyén liéu gbe glyxerol va trong khoang thoi gian tir 8 git dén 16 gid & nhiét do
37°C trén méy lic quay véi the d6 tir 200 dén 250 vong/phit. Tiép theo, binh thét cb dung

gibng (gibng II), chita mdi truong xac dinh glucoza (d6 pH = 6,8+0,01) dugc & & mat do
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gieo mam 10% tir gidng I va i trong khoang thoi gian tir 8 gid dén 16 giv & nhiét do 37°C
trén may lic quay vdi tbe d6 200 dén 250 vong/phut. Tiép theo, cac t& bao tir gidng II duoc
i & mat d6 gieo mim nim trong khoang tir 5% dén 10% trong thiung 1€n men chira méi
truong xac dinh glucoza da dugc tiét trung (46 pH = 6,8+0,01). Té bao dugc cho sinh
truong & 30% oxy hoa tan, 37°C va d§ pH dugc duy tri & mirc 6,8+ 0,01 bing cach st
dung 2N HCI/5M NH4OH. Néng d6 oxy hoa tan, d pH va mtrc sinh trudng cta t& bao (do
dugc theo mat d§ quang hoc, ODeoonm) duge theo ddi trong toan by qua trinh 1én men. Cac
t& bao dugc nap theo bac mil va tde do nap duoc kiém soat dé duy tri mirc ndng d6 glucoza
va oxy hoa tan trong dung dich nuéi cdy, véi dich nap cd dic da duogc tiét tring chia
glucoza (700g/1), c6 bd sung kali phosphat monobazo (47¢g/1) magie sulfat heptahydrat
(20g/1), thiamin (0,4g/1) va dung dich chira vét kim loai (20ml/1). Qua trinh 1én men duoc
dung khi ODeoo dat dén khoang 135 dén 200 (théng thudong 140). Dich ndi (chia
heparosan) dugc thu gom & nhiét d6 4°C bang cach ly tim. Quy trinh tinh ché heparosan tir
dich ndi nudi cdy bao gdm bude tay tring bing natri hypoclorit v6i 1,2 (%, trong lurong) va
buéc lam két tiia bang amoni sulfat thudng & mirc bio hoa 60%. Chit két tha duoc hoa tan
trong nuéc va dugc thim tach dé thu dugc heparosan (Bhaskar, U. Chemoenzymatic
Synthesis Heparin for a Safer Bioengineered Alternative. Luan 4n tién s§, Rensselaer

Polytechnic Institute, Troy, NY, USA (2014)).
Vi du 2: Tao ra chat trung gian #1 (NS).

Heparosan thu dugc tir vi du 1 duge khir axetyl tai vi tri N theo cach hoéa hoc va
duoc giai trang hop nhu di thong bao trude ddy (Z. Wang, J. Li, S. Cheong, U. Bhaskar,
A. Onishi, F. Zhang, J. S. Dordick, R. J. Linhardt (2011), Response surface optimization of
the heparosan N-deacetylation in producing bioengineered heparin, Journal of
Biotechnology, 156, 188-196). Heparosan ¢ ndng d6 1% duoc cho phan Ung véi dung dich
natri hydroxit 1M & nhiét d6 nam trong khoang tir 50°C dén 55°C trong khodng thoi gian
tir 18 gid dén 28 giv. Sau d6, hdn hop phan ting ndy dugc didu chinh dén d6 pH=7 bing
HCI, tiép theo 12 48 gid N-sulfon héa theo cich héa hoc biang lwong du phirc luvu huynh

trioxit trimetylamin. Sau d6, 4p dung cach lam két tia bing etanol dé phan doan chit trung
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gian thtt nhat NS véi tinh chit phan tir lugng mong muén (A. Onishi (2015), Detailed
physicochemical and biological analyses of heparins from various sources, Ludn 4n tién
s¥, Rensselaer Polytechnic Institute, Troy, NY, USA). Ham lugng ctia nhém NS disacarit
ctia chit trung gian thir nhit NS nim trong khodng tir 78,3% mol dén 99,3% mol. Phan tit
lwong nim trong khoang tir 15.100Da dén 18.100Da, ty 1& phan trim cta cic mach heparin
polysacarit v&i phén ti lugng cao hon 24.000 nim trong khoang tir 7,0 dén 17,4; ty 1€ phﬁn
trdm cla cac mach véi phan tir lwgng nim trong khoang tir 16.000Da dén 24.000Da nim

trong khoang tir 1,1 dén 2,3.

Vi du 3: Phén tich disacarit, va phén tich phan tir lwgng, va phan tich hoat tinh
Tong phan tich disacarit

Phan tich disacarit dugc 4p dung dé do thanh phén disacarit cua heparin USP cua
lon ho#c cac chit trung gian heparin d3 duge xit Iy v& mit sinh hoc. MAu dugc phéan giai
thanh tim disacarit cdu thanh nhd xir I bing heparinaza I, IT va III. Tiép d6, cac disacarit
tao ra duge tich va duge do theo phd sic ky 16ng-cuc tim cao 4p (HPLC-UV). Déi v6i NS
(chét trung gian thir nhét), phé 'H-cong hudng tir hat nhan (NMR) cfing c6 thé dugce ding
dé dinh luong hai disacarit ciu thanh (ttrc 13 0S va NS). Trong khi thanh phin disacarit
theo sang ché duoc boc 16 theo Y%mol, trong linh vuc k¥ thut nay da biét con c6 thé dugc
md ta theo % dién tich dudi dudong cong (AUC), nhu % trong lugng, hoic theo thuit ngit

khéc d4 biét trong pham vi cta sang ché.

Can luu ¥ ring theo sang ché, AUC% disacarit bang % mol disacarit v6i gia thiét
ring tit ca tam disacarit c6 cting hé s dap tit phén tir gam & 232nm, ma duge tin 13 gia
thiét thich hop vi mot vai 1y do. Trudc hét, da biét & ring mdi disacarit trong sb tam
disacarit nay c6 ding mot axit uronic khéng no A-4-5 (AUA) trong ciu triic. Thit hai, mét
tai liéu gin day vé phan tich disacarit & heparin chi ra ring dinh lwong disacarit dugce dya
trén gia thiét phu hop véi dit liéu ring hé s§ dap tit phan tir gam & 232nm déi véi cée
oligosacarit khong no A-4-5 1a khong dbi” (P. Mourier et al. Quantitative compositional

analysis of heparin using exhaustive heparinase digestion and strong anion exchange
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chromatography. Anal. Chem. Res. 3, 46-53 (2015)). Thtt ba, hé sd dap tit phan tir gam &
232nm 13 6n dinh & nim oligosacarit khac nhau c6 ngudn gdc tir heparin (5063 +/- 10%,
5331 +/-0,6%, 5066 +/-3,7%, 5657 +/-1,4% va 5275 +/-%, M'em™) (K.G. Rice and R.J.
Linhardt. Study of structurally defined oligosaccharide substrates of heparin and heparan
monosulfate Iyases. Carbohydr. Res. 190, 219-233 (1989)). Cudi cing, gia thiét v& co ban
14 dong nhit duge 4p dung trén thuc t& & heparin USP cua lon hién nay; phwong phap phin
tich heparin USP cta lon gia thiét ring tit ca tdm disacarit ndy c6 cting hé s dép tit phan
tir gam & budc séng rat gin 234nm (USP40 Chemical Tests, <207> Test for 1,6-Anhydro
Derivative  for Enoxaparin Sodium, pp 261-266. (United States Pharmacopoeial
Convention, Rockville, MD, USA, 2017)). Theo 'H-NMR, % AU twong dbi 1a twong

duong vdi % mol.
Phén tich cic chét trung gian theo 1H-NMR

1D '"H-NMR dugce thuc hién & cac didu kién sau: nhiét do 298 K, thoi gian tré quay
vong it nhat 2-gidy, thoi gian dat dwoc it nht 0,75 gidy, s6 1an quét it nhét 16, dung mai 1
D20. Phé 1D 'H-NMR cuia heparosan di duoc tinh ché, tirng chét trung gian, heparin sinh
tong hop va heparin USP ctia lon duge thé hién nhu Hinh 3. Véi bén budce cai bién héa
enzym tir tién chit heparosan thanh thanh phim, heparin sinh téng hop tao ra duge c6 cong

thirc héa hoc rit giéng heparin USP cia lon.

Vé phan tich disacarit d6i v&i chat trung gian thir nhét theo 1H-NMR, dién tich pic
ctia H-1 proton ciia gbe glucosamin dwoc sir dung dé dinh luong. H-1 proton cua N-axetyl
glucosamin (disacarit 0S) xuét hién & khoang 5,31ppm trong khi H-1 proton cta N-sulfo
glucosamin (disacarit NS) xuit hién & khoang 5,55ppm. Thanh phin disacarit dugc thé

hién theo %mol; %AUC la twong duong véi %emol.
Phén tich disacarit theo phwong phap sic ky 16ng cao ap (HPLC)-UV

Mot cach van tit, mau phan tich duge phan gidi bang heparinaza, va sau d6 céc

disacarit tao ra duge tich va duge do theo trao d6i anion manh (SAX)-HPLC-UV.
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Céc diu kién phan tich dién hinh 13 nhu dudi ddy; cAn lwu ¥ ring cac thay déi
khong dang ké khong thiét yéu ma khong tac dong dén thanh phin disacarit, nhu viéc
ting/giam tuyén tinh quy mé cta phan ting phan giai bang heparinaza, thay d6i nhiét do
cua cdt SAX dén 50°C, c6 thé duoc 4p dung.

Mau phan tich (100pg) dugc tron v6i dung dich phén gidi dic (néng d6 cudi cing 13
50mM NH4OAc, 2mM CaCly), heparinaza I, II, va III ti Flavobacterium heparinum (mbi
heparinaza > 100mIU, didu ché dugc & phong thi nghiém cua céc tac gia sang ché nhu
dugc boc 10 trong tai ligu (Zhang, F., et al. Structural characterization of heparins from
different commercial sources. Anal. Bioanal. Chem. 401, 2793-2803 (2011)., Zhang Z,
X.J., Liu H, Liu J, Linhardt RJ. Quantification of Heparan Sulfate Disaccharides Using
Ion-Pairing Reversed-Phase Microflow High-Performance Liquid Chromatography with
Electrospray lonization Trap Mass Spectrometry. Anal. Chem. 81, 4349-4355 (2009)), va
nude sao cho tong thé tich 14 200pul. Hon hop nay duoc u & nhiét d6 35°C trong thoi gian 2
gi0. Sau khi i, cic disacarit tao ra dugc tich ra khoi heparinaza bang cach ap dung (a) siéu
loc bang ¢t xody ngudng phan tit lwgng 3kDa (b loc ly tim Amicon Ultra-0,5 v6i mang
Ultracel-3, do EMD Millipore, Billerica, MA, M§ cung cAp), hodc, (b) G & nhiét do 95°C
trong thoi gian it nhit 1a 5 phut, tiép theo ly tam. Nghién clru so sénh truc tiép bing cach
stt dung chat trung gian thir hai NS2S, chét trung gian thir ba NS2S6S va heparin USP, cho
thay rang khac biét giita (a) va (b) cao nhét 13 2,6% trong lugng. 20pl disacarit tao ra dugce
duoc nap vao cdt sic ky SAX (cot sic ky Spherisorb-SAX, 4,0 x 250mm, 5pm, do Waters,
Phap cung cép). Nhiét d¢ cta cot 1a 40°C. Pha dong A 1a 1,8mM NaH,PO4 duoc didu
chinh dén d6 pH = 3,0 nhd axit phophoric va pha dong B 1a 1,8mM NaH,PO, dugc didu
chinh dén d¢ pH=3,0 nh& NaClO4 1M. Gradien tuyén tinh ctia pha dong B (0 phit, 3% B;
20 phat, 35% B; 50 phut, 100% B; 60 phut, 3% B, 80 phut, 3% B) dwoc ap dung véi luu
tdc = 0,45ml/phut. Viéc do béng tia cuc tim dwgc thyc hién & 232nm vi axit uronic khong
no (AUA) cua ting disacarit c6 mirc hip thu cuc tim (UV) & bude séng ndy. Cac chuin
disacarit ddu duge mua tir Iduron (Manchester, UK) dé x4c dinh cac pic cuia tirng disacarit
& 232nm. D& dam bao phén tich ding va chinh x4c, thanh phan c6 duoc tinh heparin natri

thuong phdm (do Celsus, Cincinnati, OH, M§ cung cip) ciing dwoc phan giai va phan tich
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trong timg phén tich. Pé dam bao tinh tuyén tinh cua dién tich pic theo séc ky 1ong cao ép,
mdt loat dich pha lodng ctia cac chuin disacarit duoc phan tich trong tirng phan tich.

Thanh phan disacarit duoc thé hién theo % trong lwong va/hodc % mol. Tri sb %
trong lugng dugc tinh trén co s& dudng cong chudn theo mot loat chudn thuong mai. Tri s6
% mol dugc tinh theo cdng thirc sau:

Disacarit 7 mol % = (100 x Aif) / (ZxAx),
trong d6 Ai 1a dién tich pic & 232nm cua disacarit i. Ax 14 dién tich pic; tong lién quan dén
tit ca tam disacarit xuat hién trong phin Dinh nghia ctia ban mé ta nay. M6t 14n nita, theo
sang ché, %AUC ctia disacarit bing %mol cia disacarit véi gia thiét ring tat ca 8 disacarit

c6 cting hé s6 dap tit phan tir gam & 232nm.

Phén tich disacarit theo phwong phap siic ky léng cao ap-phd khéi (HPLC-MS)

Phin tich ndy duwgc thwyc hién nhu dugc bdc 1§ trong tai liéu (Bhaskar, U.
Chemoenzymatic Synthesis Heparin for a Safer Bioengineered Alternative. Luén an Tién
s¥, Rensselaer Polytechnic Institute, Troy, NY (2014).

Mt cach chi tiét, 10pug mAu phén tich trong 25ul nude duge tron véi heparinaza I,
II, va III ti Flavobacterium heparinum (mdi heparinaza > 10mIU) trong 5pl dung dich
dém déc (25mM Tris, 500mM NaCl, 300mM imidazol, d§ pH=7,4). Hon hop nay duoc 0 &
nhi¢t d 35°C trong thoi gian 10 gio. Sau khi 0, cic disacarit tao ra dwgc thu hdi biang cach
loc ly tdm v&i cft xody ngudng phan ti lwgng 10kDa (YM-10 thiét bi ¢ ¢& micro, do
EMD Millipore, Billerica, MA, M§ cung cép). Phan chay qua dugc hoa tan trong nuéc dén
ndng d6 nam trong khoang tir 50ng dén 100ng/2pl @& phan tich sic ky long (LC)-do phd
khdi (MS).

Phén tich LC-MS duoc thuc hién trén dung cu Agilent 1200 LC/MSD (Agilent
Technologies, Inc. Wilmington, DE, M§) ¢6 lip by ion 6300 va bom nhi phan tiép theo
b6 do UV. Cot dugce dung 1a cot C18 Poroshell 120 (2,1 x 100mm, 2,7um, do Agilent, My
cung cap). Dung mdi rira giai A 13 nudc/axetonitril theo ty 18 thé tich (85:15), va dung moi
rira gidi B 1& nuéc/axetonitril theo ty 18 thé tich (35:65). C4 hai dich rira giai déu chira

12mM tributylamin va 38mM amoni axetat véi d6 pH duoce didu chinh dén 6,5 bang axit
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axetic. Gradien cua dung dich A trong thdi gian 5 phut tiép theo gradien tuyén tinh tir 5
phat dén 15 phat (0% dén 40% dung dich B) dugc 4p dung vé6i luu tée 150pl/phit.

Xac dinh phan tir lwong va ndng do

Phan tir lugng duge x4c dinh thong qua sic ky thim gel (GPC), theo phuong phap
ctia chuyén khao USP 37 Heparin, véi cac thay ddi khong dang k& khong quan trong. Cot
bao vé TSK SWXL 6mm x 4cm, dudng thiy tinh 7um duge st dung lién tiép nhau vé6i hai
cdt phan tich: TSK G4000 SWXL 7,8mm x 30cm, 8um lién tiép nhau véi TSK G3000
SWXL 7,8mm x 30cm, Spum (do Tosoh Corporation, Minato-Ku, Tokyo, Nhét ban cung
cép). Céc cdt nay duoc lién két véi hé théng séc ky 1éng cao 4p bao gdm bom Shimadzu
LC-20AD, b$ diéu chinh Shimadzu CBM-20A, bd phan ldy mAu tu dong Shimadzu SIL-
20AHT, 10 kiéu cot Shimadzu CTO-20AC, va bd do chi s§ khic xa Shimadzu RID-20A
(do Shimadzu, Kyoto, Nhat ban cung cép). Cac cot va bd do RID duge duy tri & nhiét d6
30°C. Pha dong la amoni axetat 0,1M v6i 0,02% trong Iwong natri azit va lvu tc 1a
0,6ml/phut. Thé tich nap miu 13 20ul. Sic phd GPC duoc ghi nhan véi phin mém LC
Solution phién ban 5.73 (do Shimadzu, Kyoto, Nhat ban cung cap), va phén tich theo chitc
ning “GPC Postrun” ctia n6. Dé xac dinh phan tir lwong, bd dinh c& phan tir luong cia
heparin natri USP RS (chuén tham chiéu) dwoc ding lam bd dinh ¢& va bd x4c dinh
heparin natri USP RS (USP, MD, US) dugc st dung dé x4c nh4n tinh thich hgp hé théng.
Ngoai ra, bd x4c dinh heparin natri USP RS chuén bi dugc theo mot sb néng do duoc nap
dé nhan duoc dudng cong chuin dé tinh ndng do ciia cic miu phan @ng bing cach sir dung
dién tich duéi duong cong (AUC). Tét ca dit liéu déu thoa man cac yéu cau vé tinh phu
hop hé thong nhu néu trong chuyén khao USP. D& tinh toan, phuong trinh da thic bic ba

dugc 4p dung. Dinh nghia vé c4c thong sé phan tir lugng duge néu dudi day.

Phén ttr luong trung binh theo trong lwong (MW) duge tinh theo cong thirc

trong d6 Ni 1a sb phén tir c¢6 phan tir lugng Mi. M24000 13 ty 1& phan trim cia mach
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heparin v6i phan tir lugng cao hon 24.000Da. M8000 dén 16000/ M16000 dén 24000 14 ty
18 giita ty 1& phin trim cua heparin véi phén t lugng trong khoang tir 8.000Da dén
16.000Da, so v&i ty 18 phan trim ctia heparin v6i phan tir lugng trong khoang tir 16.000Da
dén 24.000Da.

Do hoat tinh chéng ddng in vitro

Hoat tinh khang Xa va khéng Ila cua heparin dugc x4c dinh bang cach sir dung kit
BIOPHEN Heparin khang Xa (hai giai doan) va Khang Ila (hai giai doan) (do Aniara,
West Chester, Ohio cung cap). ATIII cta ngudi 40mU trong 80pl dung dich d€m R1 (Tris
0,05M, NaCl 0,175M, EDTA 0,0075M, & d pH 8,40 chira polyetylen glycol & ndng d6
0,1% trong lugng, va 0,02% trong lugng natri azit 1am chét bao quan) dugc st dung cho
thtr nghiém khang Xa. ATIII cia nguoi 10mU trong 80ul dung dich dém R2 (Tris 0,05M,
NaCl 0,175M, EDTA 0,0075M, & d6 pH 8,40 chtra albumin huyét thanh bo & nﬁ”)ng do
0,2% trong lugng, va 0,02% trong luong natri azit 1am chét bao quan) da dwoc tron vai
lugng khac nhau ctia heparin (nim trong khoang tir Ong, 5ng, 10ng, 15ng, va 20ng) dugc u
trong thoi gian 2 phut & nhiét do 37°C. Sau d6, yéu t6 Xa clia bo da dugc tinh ché (320ng
trong 40pl dung dich dém R1) hodc trombin cia ngudi d3 dwoc tinh ché (960mU trong
40pl trong dung dich dém R2) duogc G so bd ¢ nhiét do 37°C duge bd sung vio va i trong
thoi gian 2 phiit trude khi bd sung nén tao séc t6 dic hidu véi yéu t6 Xa (CS-01(65),
1,2mM, 40pl) hogc nén tao sic t§ dic hiu véi trombin (CS-01(38), 1,25mM, 40ul). Hon
hop phan ting nay dwoc 1 & nhiét o 37°C trong thoi gian 2 phiit ddi véi thir nghiém khang
Xa va 1 phut ddi véi thir nghiém khang ITa va sau d6 duoc dimg bing axit xitric (20mg/ml,
80ul). Mirc hip thu duge do & 405nm. hoat tinh khéng Xa va khang Ila duoc tinh bing

céch str dung dudng cong chuan ciia ndng do khac nhau cia heparin (0 d&n 1U/ml).
Vidu 4: Tao ra cac enzym (C5-epimeraza, 20ST, 60ST-1, 60ST-3, 30ST-1, AST-IV)

Vién t€ bao (10g trong luong uét) chira cac enzym di dugc gin nhin bing diu
MBP (C5 epi, 20ST, 60ST-1, va 60ST-3) dugc phén tan trong 50ml dung dich dém tinh
ché (25mM Tris-HCI (do BioRad, My cung cp), 500mM NaCl (do Sigma, M§ cung cAp),
d6 pH=7,5) chira chit tic ché proteaza (do Sigma, M§ cung cdp) va 8000kU/L, ADNaza I
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(do Sigma, M§ cung cip). Huyén phu t& bao thu dwoc duge cho qua thiét bi din vi luu
(Microfluidics LM20, M$) & 15000psi dé phéan gii té bao. Méanh vun t& bao dugc loai bd
bang cach ly tim & tbc do 13000g trong thoi gian 30 phut & nhiét d6 4°C. Enzym hoa tan
dugc tinh ché bing cach sir dung 10ml nhya amyloza (do NEB, M§ cung cép) theo huéng

dan cta nha san xuat.

Vién té bao (10g trong lwong w6t) chira cc enzym da duoc gin nhan bang d4u His6
(30ST-1 va AST-IV) dugc phén tan trong 50ml dung dich d&m tinh ché (25mM Tris-HCl,
500mM NaCl, 30mM Imidazol, 6 pH=7,5) chita chit trc ché proteaza va 8000kU/L
ADNza I. Viéc phéan giai t€ bao duge thuc hién nhu d3 dugce boc 16 trude diy va enzym
hoa tan dugc tinh ché bang cach st dung 10ml Ni-NTA Sepharoza (do GE Healthcare,
Thuy dién cung cip) theo quy trinh ctia nha san xuét. Cac enzym di duge tinh ché duge

phan tich theo phan tich gel SDS-PAGE (do BioRad, M§ cung cép).
Vi du 5: Didu ché va x4c dinh hoat tinh cta cac chét xic tac enzym d3 duoc c¢b dinh.

Céc enzym di duoc gin nhan bang ddu His6 (30ST-1 va AST-IV) duoc rira giai
b?mg 25mM Tris-HCI (d¢ pH=7,5) dung dich dém chtra 500mM NaCl va 500mM imidazol
tir hat sepharoza Ni-NTA va c4c enzym d4 dugc gan nhén bang ddu MBP (CS epi, 20S8T,
60ST-1, va 60ST-3) dugc rira giai khoi nhya amyloza bang dung dich dém Tris-HCI
25mM (d¢ pH=7,5) chtra 500mM NaCl va 40mM maltoza. Dung dich dém ctia cc enzym
da dugc rira giai ra dugce thé bang dung dich dém nglu hop (dung dich dém natri phosphat
(do Alfa Aesar cung cip, M§), 100mM; NaCl, 150mM; d6 pH=7,5) bang cach sir dung bdce
loc ly tm 10kDa (do Millipore, My cung cép). Dé cb dinh cong hoa tri cac enzym, 30mg
dén 40mg hat thuvong mai, vi du, CNBr Sepharoza (do GE Healthcare, Thuy dién cung
cap), Ultralink Biosupport dva trén Azlacton (do ThermoFisher, M§ cung cip) va NHS-
agaroza (do Thermo Fisher, M§ cung cip) dwoc 1 véi Img dén 2mg enzym riéng 1& trong
thoi gian 1 gid & nhiét d6 trong phong c6 bung nhe (theo huéng dan ciia nha sén xudt). Sau
khi ¢b dinh cong hoa tri, hat twvong tng duoc rira béng dung dich dém ngiu hop va cac
nhém chic con lai trén hat dugce toi br:ing cach st dung dung dich dém t6i (100mM Tris-

HCl va IM NaCl ¢ d6 pH 8,0) (theo huéng din ciia nha san xuét). Hidu qua ngau hop caa
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céc enzym trén hat tuong (mg dugc tinh bang cch do enzym dwogc bd sung vao ban dau va
enzym khong lién két trong dich ndi, nudc ria va dung dich t6i. Lugng enzym dwoc tinh
bang c4ch ap dung phan tich gel SDS-PAGE theo phan mém ImageLab (do BioRad, My
cung cép) va thir nghiém BCA (do Thermo Fisher, M§ cung cép). Albumin huyét thanh bo
(BSA) (do ThermoFisher, My cung cp) dugc ding 1am chudn dé tinh hiéu qua ngau hop.

Vi du 6: Tao ra chat trung gian #2 (NS2S)

Bude sulfat hoa nay co thé duoc thuc hién c6 hodc khoéng c6 hé quay vong PAPS
chtra PNPS, PAPS va AST-IV da dugc ¢ dinh. Chit trung gian thir nhdt NS duoc xir Iy
bang 20ST va C5-epi di dwoc ¢b dinh. Cac diéu kién chi tiét cia phan tng enzym la nhu
sau trong dung dich dém phdan tmg MES (50mM, dé pH=7,2): 1mg/ml NS, 0,25mg/ml C5
epi, 0,5mg/ml 20ST, 10mM p-nitrophenylsulfat (PNPS) va 1mM PAP (chi néu hé quay
vong dugc dp dung), nhiét d§ phan tmg & nhiét do 37°C va thoi gian phan ting 24 gid. Déi
v6i cac phan tng khong quay vong, ciing céc diéu kién nhu néu trén duoc ap dung trir khi
khong c6 PAP, PNPS va AST-IV, 1,2mM lugng du néng do PAPS tuy thudc vao ty 18
chuyén héa NS2S dich. Enzym twoi méi duge didu ché va dugc cb dinh truée phan tng
nhu dugc boc 1§ trong cac vi du, 4 va 5. Dé tinh ché, buéc siéu loc qua mang MWCO ¢&
SkDa dugc ap dung dé loai bo cac hop chit sau phan ung nhu PAP va PAPS (cung véi
PNP va PNPS néu budc quay vong dugc ap dung). Cac dich con lai duge ¢ va gom cho

phan tich disacarit. Budc ndy c6 thé dwoc 1ip lai néu NS28% khong dat dén dich.
Vi du 7: Tao ra chét trung gian #3 (NS2S6S va NS6S)

Budc phan tmg dé tao ra chét trung gian #3 duoc thyc hién theo phuong phép duoc
ap dung cho chit trung gian #2 trir NS2S thay thé cho NS va d4 duoc ¢ dinh 60ST-1 va
60ST-3 (c4 hai déu ¢ nhiét do 0,5mg/ml) thay thé cho C5-epi va 20ST. Phan ung nay co
thé duoc 13p lai néu NS2S6S (TriS)% khong dat dén dich.

Vi du 8: Tao ra heparin sinh téng hop

Enzym 30ST-1 t4i td hop dd dwoc ¢ dinh duogc didu ché theo cung mot cach nhu
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dd néu & vi dy 5. Céc phan tmg dugc thuc hién trong cing cac diéu kién nhu dugc st dung
cho céc chét trung gian tht hai v thtt ba trix cac enzym dugc thé bing 30ST-1 da dugc cb
dinh. Heparin sinh tong hop cudi cing dwoc tinh ché bang cach 4p dung sic ky trao dbi
anion manh (strong anion exchange - SAX) v6i nhya Q Sepharose. Mot cach vén tét,
heparin sinh tong hop duge lién két v4i nhya trong dung dich NaCl 40mM, tiép theo ria
bang dung dich NaCl 400mM. Heparin sinh tdng hop da dugc tinh ché duge rira gi4i bing
cach st dung dung dich NaCl 4M, tiép theo 14 loai mubi va cb. Heparin sinh tong hop d3
duoc tinh ché dwoc gom dé phan tich tiép thanh phan disacarit, phén tich phén tir lugng va
céc thir nghiém vé hoat tinh chéng dong in vitro nhu duoc thé hién trong vi du 3. Budc nay

¢6 thé duoc 1ap lai néu hoat tinh chéng dong khong dat dén muc theo mb ta trong USP.

Vi du 9: Céc phuong phép chinh x4c dé tdng hop hai heparin sinh tong hop (BSH) ¢6 cac
tinh chit vé& hoat tinh va phén tir lwong ma théa min cac dic diém k§ thuat cua heparin
USP ctia lon va hai heparin sinh tong hop (BSH) ma khong théa min céc dic diém k§

thuat vé hoat tinh va phén tr lugng cua heparin USP cia lon
San xuit heparin sinh tong hop mé h

Téng cong 40mg NS (85,4% ham lugng NS) duge xtr Iy bing 20ST va C5-epi
trong cac didu kién duoc boc 16 trong vi dy, 6. Cac diéu kién phan ung la nhu sau trong
dung dich dém phan Gng MES (50mM, d6 pH=7,2): 1mg/ml NS, 0,25mg/ml C5 epi,
0,5mg/ml 20ST, va 1,45mm PAPS. Hén hop phén tmg dwoc u trén truc quay & nhiét do
37°C trong thoi gian 24 gid. Hat enzym duogc 1iy ra khéi dung dich va rta bing 3 14n thé
tich cft (column volume - CV) dung dich dém MES 50mM (d6 pH=7,2) d thu hdi
polysacarit. Dung dich phan ting va 3 CV dung dich rira dém duoc két hop va nap vao cot
xody mang MWCO 5kDa dé ¢6 va loai bo céc hop chit sau phan ung. Dich con lai duoc
gom va liy miu dé phan tich disacarit nhu d néu & vi du 3. Thanh phén disacarit ctia chét

trung gian NS2S thu dugc 1a nhu duge thé hién trong Bang 3.
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Bang 3. Tém tét lich str thanh phan disacarit va hoat tinh chdng déng dbi véi heparin sinh

tong hop mé h.
Khang- ;| Khang
Mé h 0S NS | 6S | 28 | NS6S @ NS2S : 2S6S | TriS Xa/lla
Xa Ila
Chit trung gian thir nhatNS | 14,6 854 @ / = / / / / /
Chit trung gian thi hai NS2S 138 : 252 10,0 1,0 0,0 60,0 0,0 0,0
Chit trung gian thir ba NS2S6S 127 208 12109 4.9 223 0,1 372 /
G6OST thir 1 = ==
Chat trung gian thi ba NS2S6S 11,8 166 32 08 105 13,5 0,1 435
6OST thir 2
BSH mé h 30ST tha 1 126 161 17 1 07 9,1 14,8 0,0 449 / 163 /
BSH mé h 30ST thia 2 15,1 : 17,1 : 0,7 0,5 5.7 12,5 0,0 484 365 396 0,92

O budc enzym thir hai, 3mg chét trung gian NS2S thu dugce véi ham lugng NS2S
60% dugc xt Iy bang di duge cb dinh 60ST-1 va 60ST-3 @ tao ra chit trung gian
NS2S6S. Phuong phép ¢b dinh 12 nhu d4 néu & vi du 5. Cac didu kién cua phan ung sulfat
héa 1a giéng nhu da néu & vi du 7. Sau khi phan Gng hoan thanh, polysacarit dugc thu hdi,
dwoc tinh ché va phan tich nhu néu trén ddi v6i qua trinh san xuit NS2S. Thanh phin
disacarit ctia chit trung gian NS2S6S nay sau bude thir nhét xir Iy bing 60ST 13 nhu duge
thé hién trong Bang 3. D& 1am ting %TriS dén cao hon 40%, budce xir Iy bing 60ST dugc
lap lai bang cach ap dung cling mét phuwong phap. Chét trung gian NS2S6S thu dugc sau
lan xir Iy thir 2 thu duge 43,5% NS2S6S disacarit va 10,5%NS6S disacarit.

Chét trung gian NS2S6S nay sau khi bude thir 2 xi Iy bang 60ST (85,4 dén 60,0
dén 43,5) duoc xur ly tiép bang 30ST-1 da dwoc cb dinh dé tao ra mé heparin sinh tong
hop h. Viée ¢ dinh 30ST-1 duoc thuc hién nhu dugc mo ta trong vi du 5. Cac diéu kién
cua phan Umg sulfat héa va cdc phuong phap tinh ché heparin sinh tdng hop mé h 13 gidng
nhu da dugc mo ta trong vi du 8, va tiép theo 1a xac dinh phan t lugng, disacarit va cac
thir nghiém vé& hoat tinh in vitro nhu da néu & vi du 3. Heparin sinh tong hop mé h, sau thir
nghiém tht 1 vé 30ST-1, chi dat dén hoat tinh khéng Ila bing 160U/mg ma la thép hon
mtic hoat tinh 180U/mg & heparin USP cua lgn (Bang 3). Do d6, chét trung gian ndy dugc
xtr ly lai bang 30ST-1, tiép theo 1 sir dung cing cach tinh ché va phan tich nhu néu trén.
Heparin sinh tong hop mé h sau lan tht 2 xir Iy bang 30ST-1 ¢6 mirc khang ITa 396U/mg,
khang-Xa 365U/mg va ty 1 khang Xa/khang IIa bang 0,92 vé6i phan tir lugng trung binh
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17.500Da, ty 1& phﬁn trdm cua cac phan doan c6 Mw cao hon 24.000 bﬁng 16,8, va ty 1€
gifta cac phan doan c6 Mw nim trong khoang tir 8.000 dén 16.000 vA Mw ndm trong
khoang tir 16.000 d&n 24.000 bing 1,3. C4 hoat tinh chdng déng va céc dic tinh v& phan t
lwgng ctia heparin sinh tong hgp mé h déu ndm trong khoang dic tinh cta heparin USP cia

lon.
San xuit heparin sinh tong hop mé w

Téng cong 25mg NS (ham lugng NS 92,7%) duge xi Iy bing 20ST va C5 epi
trong cac diéu kién duoc boc 16 trong vi du 6. Mot cach vén tit, cac didu kién phan tmg la
nhu sau: 1mg/ml (2,23mM) NS, 0,25mg/ml C5-epi, 0,5mg/ml 20ST, 0,5mg/ml AST-IV,
10mM PNPS va 1,61mM PAPS trong dung dich d&m MES 50mM (dé pH=7,2). Hon hop
phan tng duoc U trén truc quay & nhiét d§ 37°C trong thoi gian 24 gid. Hat enzym dugc
14y ra khoi dung dich va rira bang 3 thé tich ¢t (column volume - CV) bing cach st dung
dung dich @&m MES 50mM (d¢ pH=7,2) dé thu hdi toan bd polysacarit. Dung dich phan
ng va 3 CV dung dich rira dém dugc két hop va duoc nap vao cot xody mang MWCO
5kDa dé co v loai bd cac hop chét sau phan ting. Dich con lai dwoc gom va duge iy mAu
dé phan tich disacarit nhw dd néu & vi du 3. Thanh phan disacarit ctia chét trung gian NS2S
thu duge 1a nhrr dwgc thé hién trong Bang 4. Nén nay sau lan xt ly thir 1 biang 20ST/C5-
epi chi dat dn NS28% 68,9%. Do d6, phan tmg 20ST-1/C5 dugc 13p lai hai 1in @8 ting
NS2S% dén 75% bang cach ap dung cting mét phuong phép (Bang 4).

Téng cong 3mg chét trung gian NS2S thu dwoc véi 75,4% nhém disacarit NS2S
dugc xir Iy tiép bang 60ST-1 va 60ST-3 da duge ¢b dinh d& tao ra chét trung gian
NS2S6S. Phwong phép cb dinh 14 nhu d néu & vi du 5. Cac diéu kién cua phan mg sulfat
héa 14 gidng nhu d4 néu ¢ vi du 7 v6i hé quay vong PAPS. Sau khi phan ng hoan thanh,
polysacarit dugc thu hdi, dugc tinh ché va phén tich nhu néu trén cho budc sin xuit NS2S
tiép theo. Thanh phan disacarit ciia chét trung gian NS2S6S ndy sau budc xir Iy bing
60ST-1&3 duge thé hién trong Bang 4, va chtra 54,5% disacarit NS2S6S (TriS) va 14,3%
disacarit NS6S.
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Chét trung gian NS2S6S nay dugc xir Iy tiép bing 30ST-1 d3 duge b dinh dé tao
ra mé heparin sinh tdng hop w. Viéc ¢é dinh 30ST-1 13 nhu d3 néu & vi du 5. Cac diéu
kién ctia phan Gmg sulfat héa va cac phuong phap tinh ché heparin sinh tdng hop mé w 13
giéng nhu vi du 8 c6 quay vong PAPS, va tiép theo 13 x4c dinh phan ti luong, disacarit va
cac thir nghiém vé hoat tinh in vitro nhu d3 néu & vi du 3. Heparin sinh tbng hop mé w sau
xtr Iy bang 30ST-1 dat dén hoat tinh khang ITa bing 343U/mg, khéng-Xa bing 393U/mg
va ty 1¢ khang Xa/khang ITa bang 1,10, c6 phén tir lrgng trung binh 15.500Da, ty 16 phin
trdm cua cac phin doan vé&i phin tir Iuong cao hon 24.000 1a 6,6, va ty 1€ gifta cac phin
doan c6 Mw nam trong khoang tir 8.000 dén 16.000 v Mw nim trong khoang tir 16.000
dén 24.000 bang 1,7. Ca hoat tinh chéng déng va Mw cua heparin sinh téng hop mé w déu

nam trong khoang thong s ciia heparin USP cua lon.

Bang 4. Tém tit lich st thanh phan disacarit va hoat tinh chéng déng dbi v6i heparin sinh

tong hop mé w.
Mé w 0S NS 65 2S NS6S NS2S8 | 2865 @ TriS Kl;(éng K?Iéng Xa/lla
a a
Chit trung gian thir nhAt NSH = 7,3 | 92,7 =/ / / / / /
Chiit trung gian thi hai
. . 65 240 00 06 00 689 | 00 . 00
NS2S 1n thit 1 bing 20ST/C5
Chit trung gian thir hai
. . 65 17,9 00 1,0 . 0,0 745 00 @ 00 /
NS2S Iin thir 2 bing 20ST/C5
Chiit trung gian thir hai
) . 68 168 1 00 | 1,0 | 0,0 754 00 00
NS2S lin thir 3 bing 20ST/C5
Chit trung gian thir baNS2S6S 1,5 25 49 04 143 214 = 06 @ 545
BSH mé w L5 27 18 04 93 235 @ 03 | 605 393 343 | L10

Trong mot vai trudng hop ciia cic mé heparin sinh tong hop, mot 1in xir Iy bing
enzym lan lugt dbi v6i cac chit trung gian thtt hai va tht ba théa mén cac ddc tinh k¥ thuat

cua heparin USP cua Ign.

San xuit heparin sinh téng hop mé 1 ma khong théa man cac dic tinh k§ thuit vé

phéan tit lwgng va hoat tinh heparin USP cta lgn

Téng cong 140mg NS (92,7% ham lugng NS) duge xtt Iy bing 20ST-1 va C5-epi
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trong cac diéu kién d4 néu & vi du 6. Mot cach vin tit, cac didu kién phan Ung 12 nhu sau:
Img/ml (2,23mM) NS, 0,25mg/ml C5 epi, 0,5mg/ml 20ST, va 2mM PAPS trong dung
dich dém MES 50mM (d§ pH=7,2). Hn hop phan tmg dugc W trén truc quay & nhiét do
37°C trong thoi gian 24 gid. Hat enzym dugc 14y ra khoi dung dich va rira bang 3 th tich
cdt (column volume - CV) bang céch sir dung dung dich dém MES 50mM (d6 pH=7,2) dé
thu hdi toan b chat nén. Dung dich phén tng va 3 CV dung dich rira dém dugc két hop va
duge nap vao cft xody mang MWCO 5kDa dé c6 va loai bo cac hop chit sau phan ung.
Dich con lai duge gom va dugc 14y mau dé phén tich disacarit nhw d3 néu & vi dy 3. Chét

trung gian thir hai NS2S dat dén 72,4% disacarit NS2S theo phén tich disacarit (Bang 5).

Téng cong 10mg chit trung gian NS2S thu dugc véi ham lugng disacarit NS2S
72,4% dugc xir Iy tiép bang 60ST-1 va 60ST-3 cb dinh dé tao ra chit trung gian NS2S6S.
Phuong phap ¢6 dinh 1a nhu da néu & vi du 5. Cac didu kién cia phan Gng sulfat héa 13
giéng nhu dd néu & vi dy 7. Sau khi phan ttng hoan thanh, polysacarit dugc thu hdi, duge
tinh ché va phén tich nhu néu trén & bud sulfat héa NS2S. Thanh phdn disacarit ciia cht
trung gian NS2S6S nay sau xir Iy bing 60ST-1&3 dugc thé hién trong Bang 5 va bao gdm
41,0% disacarit NS2S6S (TriS) va 3,7% disacarit NS6S.

Chét trung gian NS2S6S nay dugc xir ly tiép bang 30ST-1 d& duge cb dinh. Viée
¢ dinh 30ST-1 1a nhu d4 néu & vi du 5. Cac diéu kién ctia phan (g sulfat héa va phuong
phép tinh ché 14 gidng nhu vi du 8, va tiép theo 1a trong lugng phén tir lugng trung binh,
thanh phén disacarit va cdc thir nghiém hoat tinh iz vitro nhu da néu & vi du 3. Mé nay sau
xtr ly bang 30ST-1 chi dat dén hoat tinh khang Ila bang 112 U/mg, khang-Xa bing
93U/mg va khang Xa/khang ITa bing 0,80. P& lam ting hoat tinh khang ITa nhim dép tng
ddc tinh k¥ thuat ctia USP, mé 1 khéng twong duwong ndy duge xir 1y lai bang 30ST-1 da
dugc cb dinh bang cach 4p dung cing mot phuong phap nhu d4 néu ¢ vi du 8. Tuy nhién,
hoat tinh khang Ila van 1a thip (114U/mg) khong dat dén mirc 180U/mg yéu ciu theo céc
déc tinh k¥ thuat cta heparin USP cua lon.
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Béng 5. Tém tat lich st thanh phin disacarit va hoat tinh chdng dong cho heparin sinh téng

hop mé 1.
Mé 1 0S NS 6S 2S  NS6S | NS2S | 2S86S | TriS Kl;(éng Klﬁéng Xa/lla
a a
Chit trung gian thi nhat NSH 73 927 / / / / / /
Chét trung gian thir hai NS2S 65204 00 07 @ 00 724 00 00 /
Chat trung gian thir ba NS2S6S 6,3 172 05 08 3,7 30,6 0,0 | 41,0
Non-BSH mé 1 3OST tha 1) Khong dugc the 93 112 0,80
Non-BSH mé 1 (30ST thi 2) 67 157 01 10 35 | 282 | 00 | 448 114 114 1,00

San xuit heparin sinh tong hop mé 2 ma khéng théa min cac dic diém ky thuat ciia

heparin USP ciia Ign vé hoat tinh va phan tir lwgng

Tong cong 40mg NS (ham lugng NS 92,7%) dugc xir Iy bang 20ST va C5-epi
trong didu kién da néu & vi du 6. Mot cach vén tit, cac didu kién phan ung la nhu sau:
Img/ml (2,23mm) NS, 0,25mg/ml C5 epi, 0,5mg/ml 20ST, va 2mM PAPS trong dung
dich d&&m MES 50mM (d6 pH=7,2). Hon hop phan Gmg dwogc U trén truc quay & nhiét do
37°C trong thoi gian 24 gid. Hat enzym dugc 14y ra khoi dung dich va rira bang 3 thé tich
¢ot (column volume - CV) bang cach st dung dung dich dém MES 50mM (d6 pH=7,2) dé
thu hdi toan bd polysacarit. Dung dich phan ng va 3 CV dung dich rira d@&m duogc két hop
va dugc nap vao cdt xody mang MWCO 5kDa dé ¢6 va loai bo céc hop chit sau phén ung.
Dich con lai dwgc gom va duge 14y mau dé phan tich disacarit nhu d4 néu & vi du 3. Chét

trung gian thir hai NS2S dat 81,4% disacarit NS2S theo phan tich disacarit (Bang 6).

Tong cong 3mg chit trung gian NS2S thu dwoc v6i ham lwong disacarit NS2S
81,4% duogc xir ly tiép bing 60ST-1 va 60ST-3 ¢b dinh dé tao ra chét trung gian NS2S6S.
Phuong phép c6 dinh 13 nhu da néu & vi du 5. Cac didu kién cta phan Ung sulfat hda 1a
giéng nhu dd néu & vi du 7. Sau khi phan tng hoan thanh, polysacarit duoc thu hdi, dwogc
tinh ché va phan tich nhw néu trén & budc sulfat héa NS2S. Thanh phan disacarit cia chét
trung gian NS2S6S nay sau khi xir Iy bang 60ST-1&3 duoc thé hién trong Bang 6 va bao
gdm 61,0% disacarit NS2S6S (TriS) va 2,5% disacarit NS6S.

Chét trung gian N'S2S6S nay duogc xir Iy tiép bing 30ST-1 d4 duoc ¢b dinh. Viéc
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c6 dinh 30ST-1 14 nhu d4 néu & vi du 5. Céc didu kién coa phén Ung sulfat hoa va phuong
phép tinh ché 13 giéng nhu vi du 8, tiép theo 13 trong luong phan tir lwong trung binh, ham
lugng disacarit va céc thit nghiém vé hoat tinh in viro nhu d4 néu & vi du 3. Mé nay sau
xu ly bﬁng 30ST-1 chi dat dén hoat tinh khang Ila béng 49U/mg, ma con cach xa dic tinh
cua USP 1a 180U/mg. Mé 2 khéng twong duwong nay da dwgce ching minh 13 khong twong

duong vai heparin USP cua lgn.

Béng 6. Tém tit lich st thanh phan disacarit va hoat tinh chdng déng dbi voi heparin sinh

tong hop mé 2.
Mé 2 0S NS 65 25 NS6S NS2§ @ 2865 TriS Kl)l(fmg KlIIIfmg Xa/lla
a a
Chit trung gian thir nhat NSH 73927 [/ / / / /
Chit trung gian thi hai NS2S 52 11,2 00 22 00 814 00 00 /
Chat trung gian thiba NS2S6S 45 83 08 20 25 20,7 02 61,0
Non-BEqH mé 2 30ST thi#2) 43 7.6 05 18 20 25 00 @ 613 A R R

Tao ra heparin sinh tong hop théng qua ba chat trung gian
Téng quan

Duéi ddy mé ta nhiéu mé ciia heparin sinh téng hop ma dap mg céc tiéu chuin
USP vé hoat tinh sinh hoc va, khi do dugc, ca vé phan tt lugng. Heparin sinh tong hop con
thé hién ham lugng disacarit twong duong v6i heparin USP cua lgn. Céc thir nghiém nay
duge thuc hién nbi tiép véi phuong phap sic ky l6ng cao ap va phé cong hudng tir hat

nhan dé x4c dinh dinh tinh mtc d6 va ban chat cua budce sulfat hoa.

Viéc tao ra heparin sinh téng hop ddi hoi cac chét trung gian tao ra dugc ¢ ting
budc cia quy trinh ndy gdm ham luong disacarit cu thé. Puoc md ta dudi day 1a thong tin
cu thé v&: (a) ham lwong disacarit NS (tit ca cac ham lugng tinh theo % téng thanh phin
disacarit) ciia chat trung gian thi nhit NS; (b) ham lugng disacarit NS2S va NS cua chit
trung gian thr hai NS2S; va (c) ham lugng disacarit NS2S6S, NS6S, NS2S, va NS cuia
chét trung gian thir ba NS2S6S/TriS theo quy trinh tong hop heparin tuong duong vé mit
sinh hoc. Chét trung gian thir nhat NS ¢6 trong luong phén tir lugng trung binh (Mw) thich
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hop va phan bd phén tir lugng dé tao ra chét trung gian thir hai va thi ba c6 phan tir lvong

thich hop dé tao ra heparin sinh tong hop trong khoang dic tinh USP.
Tém tit cac mé thdéa méin cic dic tinh k§ thudt cia heparin usp cua lon

Cac mé a, b, ¢ va d duogc bdc 10 & don tam thdi dang ky patent My s6 62/384,341.
Céc dit lidu vé disacarit trong bang nay & phan nay tinh theo % mol. Tri s6 % mol duoc thé
hién c6 thé dugc biéu thi theo % trong lwong nhu & don tam thoi yéu cau cip patent M§

sb 62/384,341.

Mé a L 0S I NS 6S ! 2S | NS6S | NS2S | 286S @ TriS Kl;(éng Kllilzing Xa/lla
a a
Chit trung gian thanhatNS 7,9 1 92,1 . / | / / / / /
Chit trung gian thi hai NS2S | 7,2 1 20,3 0,0 | / / 72,5 / / /
Chit trung gian thir ba NS2S6S | 2,6 1 50 : 53 03 151 12,0 04 | 594
Sén phim BSH mé a 32 45 21 04 129 71 04 695 300 | 320 | 0%
Mé b 0S NS 6S: 2S | NS6S | NS2S | 286S = TriS K;l(fmg Killa’mg Xa/lla
a a
Chit trung gian thi nhAtNS 7,9 1 92,1 + / | / / / / /
Chat trung gian thir hai NS2S 72 120300 / / 72,5 / / /
Chit trung gian thir ba NS2S6S | 2,6 | 5,0 53 10,3 15,1 12,0 0,4 59,4
San phim BSH mé b 29 43 23 04 12,6 7,1 04 | 69,9 320 . 300 @ 1,07
Mé ¢ 0S| NS 6S 2S NS6S = NS2S | 2S6S | TriS Kl;(éng K?Ifmg Xa/lla
a a
Chat trung gian thir nhat NS 7,9 92,1  /  / / / / /
Chat trung gian thi haiNS2S | 7,2 199 / 09 / 72,1 / / /
Chiit trung gian thi ba NS2S6S | 6,5 | 122 2,5 | 0,9 @ 10,6 13,8 02 | 533
S4n pham BSH mé ¢ 63 104 12 07 89 12,7 01 | 59,8 249 . 225 | Ll
Méd 0S| NS 65 2S5 i NS6S | NS2S | 2S6S | TriS K*;(fmg Killéng Xa/lla
a a
Chit trung gian thir nhatNS 7.9 1 921  /  / / / / /
Chat trung gian thir haiNS2S 7,2 199 / 0,9 / 72,1 / / /
Chit trung gian thir ba NS2S6S ' 6,5 122 2,5 0,9 10,6 13,8 02 | 533
Sén phim BSH mé d 62:103 08 0,7 89 12,5 0,0 60,5 254 232 1,09

-66-




37213

Mé e 0S | NS 65 25 NS6S @ NS2S | 2868 & TriS Kl;'mg Klltlz’mg Xa/lla
a a
Chit trung gian thir nhdt NS | 21,7 783  / / / / / /
Chit trung gian thir hai NS2S | 19,3 31,9 /3.8 / 449 / / /
Chét trung gian thirba NS2S6S = 9,3 11,9 | 13,7 | 0,0 28,0 1,6 00 @ 355
"~ San phim BSH mé e 159 13,1 115 08 115 22 0,0 | 450 369 346 1,07
MEf 05 | NS 65 |25 Ns6S Ns25 2565 Tris | Khing Klllléng Xa/lla
a a
Chit trung gian ther nhat NS 21,7 | 783 | / / / / / /
Chit trung gian thir hai NS2S | 18,4 | 30,1 / 2,6 / 489 / / /
Chét trung gian thirbaNS2S6S = 9,0 © 11,9 | 144 | 1,9 285 1,9 1,2 313
San phAm BSH mé f 169 149 11,8 09 11,3 2,0 0,0 @ 422 @ 454 456 1,00
. . Khéng | Khing
Még 0S NS | 65 28 NS6S | NS2S ' 2S6S | TriS Xa/lla
Xa IIa
Chit trung gian thir nhatNS 18,1 | 81,9 | / / / / / /
Chit trung gian thi hai NS2S 152 1 308 | / | 1,6 / 52,4 / / /
Chét trung gian thirba NS2S6S 8,8 13,7 113 1,4 295 3,9 00 315
Sin phdm BSH mé g 139 190 59 05 155 33 00 419 = 355 307 1,16
Mé h 0S NS | 65 28 NS6S | NS2S | 2S6S TriS Kl;(éng KIIIIfmg Xa/lla
a a
Chit trung gian thi nhat NS | 14,6 | 854 =/ / / / / /
Chat trung gian thi hai NS2S / 1,0 1/ 60,0 / / / 1,0 /
Chat trung gian thir ba NS2S6S © 11,8 16,6 1 32 08 = 105 = 13,5 . 01 @ 435
30ST thir 1 126 1161 1,7 07 | 91 148 = 00 @ 449 / 163 /
Sanphim BSHméh 30STtha2) | 15,1 17,1 0,7 0,5 @ 57 125 00 484 365 396 0,92
Mé i 0S NS | 65 : 2S | NS6S i NS2S | 2S6S | TriS Kl;(éng Klllléng Xa/lla
a a
Chit trung gian thir nhat NS = 14,6 4 854 | / / / / / /
Chit trung gian thihaiNS2S 10,7 1 16,7 | / | 3,7 / 68,9 / / /
Chittrung gian thirbaNS256S 2,0 1,3 10,5 0,1 | 171 0,6 32 652
San phAm BSH mé i 6 15 43 5 03 @ 66 0,9 13 836 712 855 0,33
MG 0S NS | 65 | 2S | NS6S | NS2S | 2S6S | TriS Kl;(ﬁng Killéng Xa/lla
a a
Chit trung gian thi nhdtNS = 9,6 | 904 |/ / / / / /
Chittrunggian thirhaiNS2S 6,2 | 132 | / | 3.2 / 774 / / /
Chittrunggian thrbaNS256S 3,2 6,1 47 = 12 . 100 8,3 00 665
San phiAm BSH mé j 35 055 12 07 43 53 0,0 796 389 451 0,86
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Mé k 0S NS | 65 2S5 | NS6S = NS2S | 2S6S = TriS K*;(ﬁng Killéng Xa/lla
a a
Chit trung gian thienhdtNS =~ 9,6 + 904 | / / / / / /
Chittrung gian thirhaiNS2S 6,2 | 132/ | 3.2 / 774 / / /
ChattrunggianthbaNS2S6S 1,7 1,6 @ 56 0,0 | 132 2,6 26 | 12,7
~ San phim BSH mé k L0 1,8 21 04 54 3,6 0,8 849 @ 503 599 0,84
Mél 0S NS 65 | 25 | NS6S @ NS2S8  2S6S | TriS Kl;{fmg Kllilfmg Xa/lla
a a
Chit trung gian thienhdtNS = 92 908 |/ / / / / /
Chat trung gian thi hai NS2S 88 229 / 0,5 / 67.8 / / /
Chittrunggian thirbaNS256S = 6,8 132 2,0 05 112 @ 125 01 537
Chit trung gian BEqHmé1 ~ 8,1 132 0,0 | 06 @ 89 104 00 589 299 312 0,96
Mé m 0S NS 65 28 | NS6S | NS2S | 2S6S | TriS K*;(éng Killéng Xa/lla
: a a
Chét trung gian thir nhAtNS =~ 7.9 921/ / / / / /
ChéttrunggianthirhaiNS2S 6,8 214/ | 19 / 69,8 / / /
Chittrung gian thrbaNS256S 5,0 + 94 | 3,0 = 06 s 12,0 0,2 583
30ST thir 1 / / 160 /
SnphamBSHmém(OSTthi2) 63 93 12 04 = 104 = 104 | 00 | 621 209 203 1,03
Mén 0S NS  6S @ 2§ | NS6S NS2S  2S6S | TriS K;éng KlIlIéng Xa/lla
a a
Chit trung gian thirnhdtNS | 7,9 921  / / / / / /
Chattrung gian thirhaiNS2S @ 72 199 ¢ / | 0,9 / 72,1 / / /
Chittrunggian thibaNS286S 6,5 122 25 09 106 @ 138 02 533
San phim BSH mé n 65 112 06 09 @88 135 00 @ 585 220 244 0,90
Mé o 0S NS  6S 28  NS6S | NS2§  2S6S | TriS Kl;(éng Killéng Xa/lla
a a
Chit trung gian tha nhdtNS @ 73 1 927 | / / / / / /
Chittrung gian thihaiNS2S | 7,6 386  / | 0,1 / 53,6 / / /
Chittrunggian thirbaNS2S6S 4,3 11,4 48 0,0 394 2,1 00 | 381
San phim BSH mé o 68 133 14 00 218 1,3 00 @ 555 441 578 0,76
Mé p 0S NS 6S | 28 | NS6S @ NS2S§  2S6S | TriS Kl;(éng Khéng = xa/1a
a Ila
Chat trung gian thienhat NS | 7,3 | 927  / / / / / /
 ChéttrunggianthhaiNS2S | 6,9 30,1  / 03 / 62,7 / / /
Chittrunggian thibaNS2S6S = 6,5 183 25 | 0,0 = 208 7,2 0,0 @ 447
Sian phim BSH mé p 89 192 03 00 & 121 6,5 00 530 @ 407 448 0,91
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Mé q 0S| NS 6S 25 NS6S | NS2S | 2S6S | TriS Kl;(a’ng KlIlIéng Xa/lla
a a
Chit trung gian thir nhdtNS 7,3 1 927 =/ / / / / /
Chit trung gian tha hai NS2S © 6,5 240 / 0,6 / 68.9 / / /
Chilt trung gian thir ba NS2S6S 23145 43 04 199 24,8 0,3 435
San phim BSH mé q 26 48 23 04 149 271 02 477 288 | 262 | L0
Mér 0S NS 6S 25 @ NS6S | NS2S | 2S6S | TriS Kl;(éng Kllllﬂng Xa/lla
a a
Chét trung gian thir nhAtNS | 7,3 | 927 @ / / / / / /
Chit trung gian thir hai NS2S 6,5 240 / | 06 / 68,9 / / /
ChittrunggianthtbaNS256S 1.8 33 49 03 213 = 20,1 03 @ 479
30ST thir 1 1938 25 03 155 231 02 @ 526 @ 362 301 1,20
Sanphim BSHmér@OSTtha2) 23 44 1,5 02 125 | 216 00 @ 575 & 438 438 1,00
Mé s 0S NS 6S 25 | NS6S NS2S & 2S6S | TriS K*;(ﬁng Killfmg Xa/lla
a a
Chat trung gian thir nhatNS 73 1927 /| / / / / /
* Chét trung gian thi hai NS2S | 6,8 21,5 / 07 / 71,0 / / /
Chat trung gian thir ba NS2S6S 4,8 11,7 24 1,0 102 16,8 0,0 53.0
San phim BSH mé s 39 65 11 11 100 123 05 647 280 | 301 | 093
Mt 0S NS . 6S 28  NS6S | NS2S | 2S6S = TriS Kl;(ﬁng Kl;;’nng Xa/lla
a a
Chit trung gian thir nhit NS 73 1927  / / / / / /
Chit trung gian thir hai NS2S 6,5 204 / | 07 / 72.4 / / /
Chét trung gian thir ba NS2S6S | 5,6 13,9 1,1 0,9 6,1 200 00 @ 523
30ST thi 1 / 132 148 0,89
San phAm BSH mé t 3OST thir2) 03 L1 57 151 00 597 220 231 0,95
Mé u 0S NS | 65 25 NS6S NS2S | 2S6S = TriS Kl}l{éng Khing = xa/1a
a Ila
Chat trung gian thirnhat NS = 7,3 92,7 / = / / / / /
Chit trung gian thi hai NS2S 6,5 204  / 07 / 72.4 / / /
Chit trung gian thir ba NS2S6S | 4,7 112 12 09 84 142 00 @ 593
San phim BSH mé u 54 109 04 11 68 141 01 | 613 207 | 220 | 094
Mé v 0S| NS 6S  2S NS6S @ NS2S | 2S6S | TriS K*)\(fmg K;lléng Xa/lla
a a
Chét trung gian thir nhat NS 73 927 ¢ / / / / / /
Chit trung gian thi haiNS2S | 68 | 168 / | 1,0 / 75,4 / / /
Chit trung gian thirba NS2S6S | 2,0 34 45 05 134 266 | 05 @ 492
Sén pham BSH mé v 20 34 19 05 93 280 03 546 331 303 1,09
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Mé w 0S NS 65 25 NS6S = NS2S8  2S6S = TriS K*;(fmg K;llﬁng Xa/lla
a a
Chit trung gian thie nhat NS | 7,3 927 @ / | / / / / /
Chit trung gian thir hai NS2S | 6,8 ' 168 @ / | 1,0 / 75.4 / / /
Chat trung gian thirba NS2S6S | 1,5 2,5 49 04 143 214 | 06 @ 545
Sin phim BSH mé w L5 27 18 04 93 235 . 03 @ 605 393 343 1145
Mé x 0S NS 6S 25 NS6S NS2S | 2S6S @ TriS Kl;(éﬂg K;lléng Xa/lla
a a
Chat trung gian thir nhAtNS | 73 1 927 @ / | / / / / /
Chat trung gian thir hai NS2S | 6,8 168 / | 1,0 / 75,4 / / /
ChAt trung gian thir baNS286S 1,0 | 1,4 55 03 154 121 07 | 637
30ST thir 1 06 15 24 03 102 136 @ 05 @ 709 417 331 1,26
Sinpham BSHméx(0STthd2) 09 1,6 15 02 83 127 01 | 747 472 463 1,02
Méy 0S| NS 65 25 NS6S NS2S | 2865 | TriS Kl;(éng K;lléng Xa/lla
a a
Chit trung gian thie nh&t NS | 7,3 927 @ / | / / / / /
Chit trung gian thir haiNS2S 5,8 134 / 14 / 79,4 / / /
Chit trung gian thi ba NS2S6S 1,4 3,5 55 00 151 4,9 0,0 | 69,6
Sin phim BSH mé y L2 35 14 00 40 0,9 0,0 | 89,0 385 486 0,79
Mé z 0S NS 6S 28 NS6S NS2S @ 2S6S | TriS K*;(ﬁng K;'Iﬁng Xa/lla
a a
Chit trung gian thie nhatNS | 0,7 993 1 / @/ / / / /
Chit trung gian thir hai NS2S | 0,5 30,5 / 0,0 / 69,0 / / /
* Chit trung gian thi ba NS2S6S 0,4 21,1 04 00 228 7,5 00 479
San phim BSH mé z 05:21,7 05 00 12,6 6,7 0,0 | 580 227 251 090

Tom tit thong tin:

Béng 7. Tém tit vé % NS & chét trung gian thi nhit NS

NSH = NS
Méa 92,1
Méb 92,1
Méc 921
Meé d 92,1

Mée 78,3
Me f 783
Meé g 81,9
Mé h 85,4
Me i 85,4
Mé j 90,4
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Mé k 90,4

Mel 908
Mé m 92,1

Mé n 92,1

Mé o 92,7

Mé p 92,7
Meq 927
Mé r 92,7

Mé s 92,7

Met 927
Méu [ S 92’7 .....
Mé v 92,7

Meé w 92,7
Mex 92,7

Mé y 92,7
Méz 99.3
Thép nhét 78,3

Cao nhit 99,3
Khoing 78,3 dén 99,3

Béng 8. Tém tit % NS, NS2S & chét trung gian thtt hai NS2S

NS2$ oS NS 25 | NS2S | 0s+28
Mé a 7,2 20,3 0,0 72,5 7,2
Me b . 7.2 203 0,0 72,5 7,2
Mée 72 199 09 7121 81
‘Meéd 7,2 19,9 0,9 72,1 8,1
Mée 19,3 31,9 3,8 449 23,1
Mef 184 3001 26 489 210
Meé g 15,2 30,8 1,6 52,4 16,8
Mé h 13,8 252 1,0 60,0 148
Meé 1 10,7 16,7 3,7 68,9 14,5
Mé j 6,2 13,2 3.2 77,4 9,4
Mk 62 152 3.2 774 9.4
Mel 88 229 05 618 9,3
Mé m 6,8 21,4 1,9 69,8 8,7
Mén 7,2 19,9 0,9 72,1 8,1
Méo 76 386 01 536 17
Mép 6,9 30,1 0,3 62,7 7,2
Me q 6,5 24,0 0,6 68,9 7,1
Més 6,8 21,5 0,7 71,0 7,5
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Meét 6,5 20,4 0,7 72,4 7,2
Meu 6,5 20,4 07 72,4 7,2
M¢ v 6,8 16,8 1,0 75,4 7,8
Meé w 6,8 16,8 1,0 75,4 7.8
Mé x 6,8 16,8 1,0 75,4 7,8
Meé y 5,8 13,4 1,4 79,4 7,2
Mé z 0,5 30,5 0,0 69,0 0,5
Thap nhat 0,5 13,2 0,0 44,9 0,5
Cao nhit 19,3 38,6 3,8 79,4 23,1
Khoang 0,5dén19,3 13,2dén38,6 0,0dén3,8 44,9dén79,4 0,5 dén23,1

Bang 9. Tém tit % NS, NS2S, NS6S, TriS & chét trung gian thi ba NS2S6S

TriS (NS286S) 0S NS 6S 28 NS6S  NS28 256S TriS 0S+6S+2S+2S6S
Méa 2,6 5,0 53 03 151 = 12,0 04 59,4 8,6
M¢ b 2,6 50 53 03 15,1 12,0 0,4 59,4 8,6
Mé ¢ 65 122 2,5 0,9 10,6 13,8 0,2 53,3 10,1
Méd 65 122 2,5 0,9 10,6 13,8 0,2 53,3 10,1
Mée 93 11,9 137 0,0 28,0 1,6 0,0 35,5 23,0
Mé f 9,0 11,9 14,4 1,9 28,5 1,9 12 31,3 26,5
Még 8,8 13,7 11,3 14 29,5 3,9 0,0 31,5 21,4
Mé h 11,8 16,6 32 0,8 10,5 13,5 0,1 43,5 15,9
ME i 2,0 1,3 10,5 0,1 17,1 0,6 3,2 65,2 15,8
M j 32 6,1 4,7 12 10,0 8,3 0,0 66,5 9,1
M¢ k 1,7 1,6 5,6 0,0 13,2 2,6 2,6 72,7 9,9
Mé | 6,8 13,2 2,0 0,5 11,2 12,5 0,1 53,7 9,4
M¢é m 50 94 3,0 0,6 11,5 12,0 02 583 838
‘Mén 65 122 2,5 0,9 10,6 13,8 0,2 53,3 10,1
Mé o 43 11,4 48 0,0 39,4 2,1 0,0 38,1 9,1
M¢ p 65 . 183 2,5 0,0 20,8 72 0,0 44,7 9,0
Mé q 2,3 4,5 43 0,4 19,9 24,8 03 43,5 7,3
Mér 1,8 3,3 4,9 0,3 21,3 20,1 0,3 47,9 73
Mé s 4,8 11,7 24 10 10,2 16,8 0,0 530 8,2
Mé t 56 139 1,1 09 6,1 20,0 00 523 7,6
Méu 4,7 11,2 12 0,9 8,4 14,2 0,0 59,3 6,8
Mé v 2,0 34 45 0,5 13,4 26,6 0,5 492 7,5
Méw 1,5 25 4,9 0,4 14,3 214 0,6 54,5 74
Mé x 10 14 55 0,3 15,4 12,1 0,7 63,7 7,5
Méy 1,4 3,5 55 0,0 15,1 4,9 0,0 69,6 6,9
Méz 0,4 21,1 0,4 0,0 22,8 7,5 0,0 47,9 0,8
Thap nhét 04 13 04 . 00 6,1 0,6 0,0 31,3 0,8
Cao nhat 11,8 21,1 144 19 39,4 26,6 32 72,7 26,5
Khoéng 04dén 13dén  04dén  00dén 6,1dén 06dén = 0,0 dén 31,3 dén 0.8 dén 26.5
. 11,8 21,1 14,4 1,9 39,4 26,6 32 72,7 ’ g

Bang 10. Tém tit vé quy md phéan ting va thé tich heparin sinh t6ng hop

BEqH Quy md (mg hodc ml)

"Méa 3
Me b 3
Méc 3
Mé d 3
Mée 3
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Mef 3
Mé g 3
Mé h 3
MEé i 3

- Méj 3
Mé k 3
Mé 1 1000
Mé m 100
"Mén 100
Meé o 3
Mé p 3

"M q 3
Mér 3
Mes 100
Mét 3
Méu 3
Mév 3

Méw 3
Mé x 3

Méy 3
Méz 3

Tém lai, viéc st dung chét trung gian thir nhét NS véi ham lugng NS, Mw, va phan

b6 phan tir lwong cu thé néu trén c6 thé 1a quan trong dé thu dugc mot cach thanh cong cac

chit trung gian thtt hai va tht ba cu thé, va cudi cing d tao ra BSH ma c6 thé thoa man

céc tiéu chi v& heparin theo USP.

Bang 11. Dit liéu vé disacarit theo % trong luong BSH céc mé a, b, ¢ va d. Cic mé nay
duge boc 16 & don tam thoi dang ky patent My s6 62/384,341 va ca BEqH

0S NS 65 28 NS6S NS2S 2868 | TriS  Khang & Khing
Méa : ; = ; § Xa/lla
% trong lugng Xa Ila
Chit trung gian tht nhit NS 62 938 00 00 00 | 00 0,0 | 0,0
Chét trung gian thir hai NS2S 6,0 1202 :0,0: 00 0,0 73,8 0,0 0,0 /
Chét trung gian thir ba NS256S L5 31 20 03 222 8,4 05 | 62,0
San pham BSH mé a 1,7 26 0802 186 5.1 04 70,6 300 320 0,94
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0S | NS | 6S 25| NS6S | NS2S | 2S6S | TriS | Khing | Khing
Méb H i i i i Xa/IIa
% trong lugng Xa Ila
Chit trung gian thtr nhat NS 62 938 00 00 00 0,0 00 0,0
Chét trung gian thir hai NS2S 60 202 00 00 00 738 0,0 @ 0,0 /
Chit trung gian tht ba NS2S6S LS 31 20 03 222 8,4 0,5 62,0
San pham BSH mé b L5 26 09 02 182 51 05 71,1 320 300 1,07
0S ' NS 6S 25 NS6S NS2S | 286 TriS  Khing | Khing
Mé ¢ i i i | Xa/lla
% trong luong Xa ITa
Chét trung gian th(r nhat NS 62 938 00 00 00 0,0 00 00
* Chét trung gian tht hai NS2S 56 185 0,0 09 00 753 0,0 @ 0,0 /
Chit trung gian thtr ba NS2S6S 3881 1,0 06 177 @ 109 | 06 @ 574
~ Sanphdm BSHmé ¢ 35 59 04 04 145 9,4 0,1 656 249 225 1,11
0S NS 6S 28 NS6S NS2S | 2565 | TriS | Khéng | Khéng
Mé d - A f Xa/lla
% trong luong Xa Ila
~ Chét trung gian th(r nhat NS 62 938100 00 00 0,0 0,0 i 0,0
Chét trung gian thir hai NS2S 56 185 00 09 00 753 0,0 @ 0,0 /
'Chéttrunggiantht’rbaNSZS6S 3,8 81 1,0 0,6 17,7 10,9 0,6 57,4
San pham BSH meé d 35 059 03 04 145 9,3 0,1 66,1 254 232 1,09

Nguoi c¢6 hiéu biét trung binh trong linh vyc k¥ thut ndy s& hiéu ring dit liéu disacarit c6
thé duge biéu hién theo % mol (nhu duge st dung trong ban mé ta nay) hodc % trong

lwong (nhu duoc dung trong don tam thoi).
Céc mé heparin sinh tong hop ma xuét hién trong don tam thoi dang ky patent My sb
62/384,341 va ma khong théa man cac dic diém k¥ thuat vé hoat tinh va phén t lvong cua

heparin USP cua lon

Don tam thoi bao gém hai mé ma khong théa man cic dic diém k§ thuat v& hoat
tinh va phén tir lugng cla heparin USP cua lgn. Bang 12 va bang 13 duéi day tém tat cac

dit lidu. Cac tri s6 vé disacarit duoc thé hién theo ca % trong luong va % mol.
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Béang 12
Mg khong tuong . . Khéng | Khéng
NS NS6S | NS2S | TriS NS NS6S | NS2S : TriS Xa/lla
duong 1 Xa IIa
(% trong luong) (% mol) (U/mg) i (U/mg) /
. Khéng
Chét trung gian tha
, c6 dir / / / 81,9 / / / / / /
nhét NS # )
liéu
. Khong | Khéng | Khong | Khong
Chat trung gian th
16,3 / 774 / codir @ codlr | codt | codit / / /
hai NS2S *
liéu liéu ligu liéu
. Khong = Khéng | Khoéng | Khong
Chét trung gian thu
22,7 4,4 16,7 52,5 codir | cod | codi i c6 dir / / /
ba NS2868S * . .
liéu liéu liéu liéu
Khéng | Khéng | Khong | Khén,
Mé BEH khong d ¢ ¢ &
10,6 5,1 7.4 73,3 1 c¢6dlr | c6d¥ | codit | codi 97 133 1,4
duong luong 1* . . . .
liéu liéu liéu liéu
# do dugc theo 'H-NMR, * do dugc theo phrrong phap LC-MS
Mé khong tuong . . Khang | Khéang
NS NS6S | NS2S | TriS NS NS6S | NS2S = TriS Xa/lla
duong 2 Xa IIa
(% trong luong) (% mol) (U/mg) | (U/mg) /
. Khong
Chat trung gian thir
, c6 dir / / / 95,1 / / / / / /
nhat NS # .
liéu
Chét trung gian thit
11,0 / 84,6 / 10,0 / 84,3 / / / /
hai NS2S
Chat trung gian thir
6,2 53 19,0 64,8 7,2 3,1 22,6 60,8 / / /
baNS2S6S
MEBEH khong i - SNSRI SO S
5.4 5,5 15,9 68,8 6,5 3,4 19,2 65,4 130 130 1,0
duong luong 2
# do duoc theo 'TH-NMR
Béng 13. Tém tat phan tir lugng
Mw M24000 Mz000 dén 16000/M16000 dén 24000
... . 15000dén  Khongcao
Dic tinh theo USP . _ -
.. o 19.000 o h0T120% .
M¢ khong tuong Chat trung gian ban dau 1 21.400 K 1,5
duong 1 . VEESHI e aeaiag . e
Mé khong tuong Chét trung gian ban dau 1 18.400 22,0
duong 2 | NEBSHD g s anen
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Mic dit phin mé ta trén ddy da boc 16 cac phuong 4n wu tién cu thé, cin phai hiéu ring
sang ché khong bi gidi han trong pham vi ndy. Ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh
vuc k¥ thudt nay hidu rang c6 thé tao ra cc cai bién khac nhau dbi véi cac phuong an da

duge boe 1§ va cdc cai bien nay duogc dy tinh trong pham vi ciia sang ché.

Tat ca cac tai liéu cong bo, don ding ky sang ché va bang sang ché d trich din trong ban

mo ta nay dugc dua hoan toan vao day bang cach vién dan.
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YEU CAU BAO HO
1. Glycosaminoglycan chita 78% dén 99% nhém disacarit d3 duoc sulfat héa & vitri N
(NS) va c6 trong lugng phén tr trung binh thich hgp dé tao nén san phim heparin cubi
cting 15.000 dén 19.000 Da, phén trdm ctia mach heparin c6 phén tir lvong cao hon 24.000
Da khong qua 20% tong s, va ty 18 gifta cdc mach c6 phén tit lvgng ndm trong khoang tir
8.000 Da dén 16.000 Da so v6i chudi ¢6 phén tir lrgng nim trong khoang 16.000 Da dén
24.000 Da khong thip hon 1,0.

2. Glycosaminoglycan theo diém 1 chira 81% dén 97% nhom disacarit da duogc sulfat
héa & vi tri N (NS).

3. Glycosaminoglycan theo diém 1 chira 83% dén 95% nhém disacarit d duogc sulfat
héa & vi tri N (NS).

4., Glycosaminoglycan theo diém 1 chira 85% dén 93% nhom disacarit da dugc sulfat

héa ¢ vi tri N (NS).

5. Glycosaminoglycan chita 44% dén 80% nhém NS2S va 13% dén 39% nhom NS va
c6 trong lwong phén tir trung binh thich hop dé tao nén san phdm heparin cudi ciing 15.000
Da dén 19.000 Da, phin trim cia mach heparin ¢é phén tir lwong cao hon 24.000 Da
khong qué 20% tong s, va ty 1& gifra cdc mach c6 phan t& lwong nim trong khoang tir
8.000 Da dén 16.000 Da so véi chudi c6 phan tir lrgng nim trong khodng 16.000 Da dén
24.000 Da khéng thap hon 1,0.

6. Glycosaminoglycan theo diém 5, chtra 44% dén 80% nhom NS2S.

7. Glycosaminoglycan theo diém 3, chira 50% dén 78% nhom NS2S.

8. Glycosaminoglycan theo diém 5, chira 55% dén 77% nhém NS2S.
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9. Glycosaminoglycan theo diém 5, chita 60% dén 76% nhom NS2S.
10.  Glycosaminoglycan theo diém 5, chira 14% dén 35% nhém NS.
11.  Glycosaminoglycan theo diém 5, chita 15% dén 30% nhém NS.
12.  Glycosaminoglycan theo diém 5, chira 16% dén 26% nhém NS.

13.  Glycosaminoglycan chira 36% dén 70% nhém disacarit NS2S6S, 6% dén 32%
nhom disacarit NS6S, 0% dén 27% nhém NS2S va 1% dén 22% nhém NS va c6 tinh chét
trong lugng phan tir trung binh thich hgp & tao nén san phim heparin cudi cing 15.000
Da dén 19.000 Da, phin trim ctia mach heparin ¢6 phéan tir lwong cao hon 24.000 Da
khong qua 20% tong sd, va ty 18 giita cac mach cé phan t&r lugng nim trong khoéng tir
8.000 Da dén 16.000 Da so v&i chudi c6 phéan tt lugng ndm trong khoéng 16.000 Da dén
24.000 Da khong thap hon 1,0.

14.  Glycosaminoglycan theo diém 13, chira 40% dén 67% nhém disacarit NS2S6S va
6% dén 26% nhém disacarit NS6S.

15.  Glycosaminoglycan theo diém 13, chtra 43% dén 64% nhém disacarit NS2S6S va
6% dén 22% nhém disacarit NS6S.

16.  Glycosaminoglycan theo diém 13, chita 12% dén 27% nhom NS2S va 1% dén 17%
nhém NS.

17.  Glycosaminoglycan theo diém bét ky trong s cac diém tir 13 dén 16, ma n6 khong

chira nhom disacarit 38S.

-78-



37213

18.  Phuong phap tao ra heparin sinh tong hop, bao gdm cac budéc;

a.  thu nhan glycosaminoglycan chira 36% dén 70% nhém disacarit NS2S6S, 6% dén
32% nhém disacarit NS6S, 0% dén 27% of nhém NS2S va 1% dén 22% nhém NS;

b. xtr Iy glycosaminoglycan bing enzym, ma 1a dang ddng phén 3-O-sulfotransferaza
1 (30ST-1), khi c6 mit chét cho sulfat

d& tao ra mé heparin sinh tdng hop.

19.  Phuong phap theo diém 18, trong d6 & budc (b) di gbc glucosamin duoc chuyén
héa thanh gbc 3-O-sulfoglucosamin sao cho mé tao ra c6 hoat tinh khang Xa va khang Ila
khong thap hon 180 don vi/mg va ty 1& khang Xa/khang ITa nim trong khoang tir 0,85 dén
1,15.

20.  Phuwong phap theo diém 18, trong d6 ty 16 khéng Xa/khéng ITa nim trong khoang tir
0,9 dén 1,1.

21.  Phuong phép tao ra sin pham trung gian glycosaminoglycan thit hai chira 44% dén
80% nhom NS2S va 13% dén 39% nhém NS; phwong phép nay bao gdm cac budc:

a. chuyén héa lwong gbc N-axetyl glucosamin thanh heparosan dé tao ra glycosam-
inoglyéan thir nhat chira 78% dén 99% nhém disacarit da duoc sulfat héa ¢ vi tri N (NS),
trong d6 lugng ciia gdc N-axetyl glucosamin da duge chuyén hoa tuwong ung voi luwong cia
nhém NS & san phdm trung gian glycosaminoglycan thit nhét; va

b. xt Iy sin phdm trung gian glycosaminoglycan thtr nhit bing enzym, ma 1a C5-
epimeraza (C5-epi) va 2-O-sulfotransferaza (20ST), khi ¢6 mit chit cho sulfat

dé tao ra san phim trung gian glycosaminoglycan thi hai.

22.  Phuong phap theo diém 21, trong d6 budc chuyén hoa néu trén bao gdm viée cho

heparosan phan tmg véi bazo va chit phan ung sulfonat hoa.
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23.  Phuwong phap theo diém 21, trong d6 budc chuyén héa néu trén bao gdm viée cho

heparosan phan tng véi N-deaxetylaza, N-sulfotransferaza (NDST).

24.  Phwong phép tao ra sin pham trung gian glycosaminoglycan thit ba chtra 36% dén
70% nhém disacarit NS2S6S, 6% dén 32% nhom disacarit NS6S, 0% dén 27% nhém
NS28 va 1% dén 22% nhém NS:

phuong phép nay bao gdm viéc

xt 1y san phdm trung gian glycosaminoglycan tht hai chtra 44% dén 80% nhém NS2S va
13% dén 39% nhém NS bang enzym, ma la dang ddng phan 6-O-sulfotransferaza 1
va/hoge 3 (60ST-1/3), khi c6 mit chdt cho sulfat, @ chuyén héa san phim trung gian

glycosaminoglycan thir hai thanh san phdm trung gian glycosaminoglycan thit ba.

25.  Phuong phap theo diém bt ky trong s cac diém 18 dén 24, trong d6 chit cho sulfat
chtra PAPS.

26.  Phuong phép theo diém 25, trong d6 PAPS & trong dung dich.

27.  Phuong phap theo diém bt ky trong s6 cac diém 18 dén 24, trong d6 chét cho sulfat
chtra PAP va PNPS.

28.  Phuong phap theo diém bét ky trong s6 cac diém 18 dén 24, trong dé viée xi Iy néu

trén dugc thue hién khi c6 hé quay vong chira PAPS, PNPS va chit xtc tc.

29.  Phuong phép theo diém 28, trong d6 chit xtic tac 13 aryl sulfotransferaza IV (AST-
IV).

30.  Phuong phép theo diém bt ky trong s6 cac diém 18 dén 29, trong d6 enzym & trong
dung dich.
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31. Phuwong phép theo diém bét ky trong s6 cac diém 18 dén 29, trong d6 enzym da
duoc ¢b dinh.

32.  Phuong phap theo diém bt ky trong s6 cac diém 18 dén 24, trong d6 bude xir ly

dugc thuc hién & chiing vi khun da duoc xtt Iy chira cac gen ma héa cho NDST, C5-Epi,

20ST, 30ST-1, mot hodc ca hai 60ST-1 1an 60ST-3, va nguf‘m PAPS.
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