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Patentkrav

1. Et glykosaminoglykan innbefattende 78-99%, 81-97%, 83-95% eller 85-93%
av N-sulfatert (NS) disakkaridgruppe, idet glykosaminoglykanet har en
vektmidlere molekylvekt for a danne et endelig heparinprodukt pa 15,000 —
19,000 Da, prosentandelen av heparinkjeder med en molekylvekt over 24,000
Da er ikke mer enn 20 % av totalen, og forholdet mellom kjeder mellom
molekylvekter pa 8,000 til 16,000 til kieder med molekylvekter pa 16,000 til
24,000 Da er ikke mindre enn 1,0.

2. Et glykosaminoglykan innbefatter 44-80 %, 50-78 %, 55-77 % eller 60-76 %
av N-sulfaterte, 2-sulfaterte (NS2S) disakkaridgrupper og NS-
disakkaridgrupper, fortrinnsvis omfattende 13-39 %, 14- 35%, 15-30% eller 16-
26% av NS-gruppen, har glykosaminoglykanen en vektmidlere molekylvekt for a
danne et endelig heparinprodukt pa 15,000- 19,000 Da, prosentandelen av
heparinkjeder med en molekylvekt pa over 24,000 Da er ikke mer enn 20 % av
totalen, og forholdet mellom kjeder mellom molekylvekter pa 8,000 til 16,000 til
kjeder med molekylvekter pa 16,000 til 24,000 Da er ikke mindre enn 1,0.

3. Et glykosaminoglykan innbefattende 36-70 % N-sulfatert, 2-sulfatert, 6-
sulfatert (NS2S6S) disakkaridgruppe og 6-32 % N-sulfatert, 6-sulfatert (NS6S)
disakkaridgruppe, 40-67 % NS2S6S disakkarid gruppe og 6-26% av NS6S-
disakkaridgruppen, eller 43-64% av NS2S6S-disakkaridgruppen og 6-22% av
NS6S-disakkaridgruppen; og N-sulfatert, 2-sulfatert (NS2S) disakkaridgruppe
og N-sulfatert (NS) disakkaridgruppe, fortrinnsvis omfattende 0-27% av NS2S-
gruppen og 1-22% av NS-gruppen eller 12-27% av NS2S-gruppen og 1 -17 %
av NS-gruppen, glykosaminoglykanet har en vektmidlere molekylvekt for a
danne et endelig heparinprodukt pa 15,000-19,000 Da, hvor prosentandelen av
heparinkjeder med en molekylvekt pa over 24,000 Da er ikke mer enn 20 % av
totalen og forholdet mellom kjeder mellom molekylvekter pa 8,000 til 16,000 og
kjeder med molekylvekter pa 16,000 til 24,000 Da er ikke mindre enn 1,0.

4. Glykosaminoglykanet i henhold til krav 3, som ikke inneholder 3S-
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disakkaridgrupper.

5. Fremgangsmate for fremstilling av et biosyntetisk heparin, omfattende;

a. erholde et glykosaminoglykan innbefattende 36-70% av NS2S6S-
disakkaridgruppen, 6-32% av NS6S-disakkaridgruppen, 0-27% av NS2S-
gruppen og 1-22% av NS-gruppen;

b. behandle glykosaminoglykanet med et enzym, som er 3-O-sulfotransferase
isoform 1 (30ST-1), i naerveer av en sulfatdonor for a fremstille en biosyntetisk
heparinbatch,

hvor glykosaminoglykanet har en vektmidlere molekylvekt for & danne et
endelig heparinprodukt pa 15,000-19,000 Da, hvor prosentandelen av
heparinkjeder med en molekylvekt pa over 24,000 Da ikke er mer enn 20% av
totalen, og forholdet mellom kjeder mellom molekylvekter pa 8,000 til 16,000 til
kjeder med molekylvekter pa 16,000 til 24,000 Da er ikke mindre enn 1,0.

6. Fremgangsmaten i henhold til krav 5, hvor i trinn (b) tilstrekkelig
glukosaminrester omdannes til 3-O-sulfoglukosaminrester slik at den produserte
porsjonen har anti-Xa- og anti-lla-aktiviteter pa ikke mindre enn 180 enheter/mg
og et anti- Xa/anti-lla-forhold pa 0,85-1,15; eller hvor anti-Xa/anti-lla-forholdet er
0,9-1,1.

7. Fremgangsmate for fremstilling av et andre glykosaminoglykan-
mellomprodukt innbefattende 44-80% av NS2S-gruppen og 13-39% av NS-
gruppen; hvilken fremgangsmate omfatter:

c. konvertere en mengde N-acetylglukosaminrester i heparosan for a fremstille
et farste glykosaminoglykan som omfatter 78-99 % av N-sulfatert (NS)
disakkaridgruppe, hvor mengden av de omdannede N-acetylglukosaminrestene
tilsvarer mengden av NS-gruppen i det fgrste glykosaminoglykan-
mellomproduktet; og

d. behandle det fgrste glykosaminoglykan-mellomproduktet med et enzym, som
er C5-epimerase (C5-epi) og 2-O-sulfotransferase (20ST), i naervaer av en
sulfatdonor for a fremstille det andre glykosaminoglykan-mellomproduktet,

hvori glykosaminoglykanet har en vektmidlere molekylvekt for & danne et

endelig heparinprodukt pa 15,000-19,000 Da, hvor prosentandelen av
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heparinkjeder med en molekylvekt pa over 24,000 Da ikke er mer enn 20% av
totalen, og forholdet mellom kjeder mellom molekylvekter pa 8,000 til 16,000 til
kjeder med molekylvekter pa 16,000 til 24,000 Da som ikke er mindre enn 1,0.

8. Fremgangsmaten i henhold til krav 7, hvori nevnte omdannelse omfatter &
reagere heparosanet med en base og et sulfoneringsreagens eller med N-

deacetylase, N-sulfotransferase (NDST).

9. Fremgangsmate for fremstilling av et tredje glykosaminoglykan-
mellomprodukt som innbefatter 31-73% av NS2S6S-disakkaridgruppen, 6-40%
av NS6S-disakkaridgruppen, 0-27% av NS2S-gruppen og 1-22% av NS-
gruppen:

hvilken fremgangsmate omfatter a behandle et andre glykosaminoglykan-
mellomprodukt som omfatter 44-80 % av NS2S-gruppen og 13-39 % av NS-
gruppen med et enzym, som er 6-O-sulfotransferase-isoformene 1 og/eller 3
(60OST-1/3), i naerveer av en sulfatdonor for a konvertere det andre
glykosaminoglykan-mellomproduktet til det tredje glykosaminoglykan-
mellomproduktet,

hvor glykosaminoglykanet har en vektmidlere molekylvekt for & danne et
endelig heparinprodukt pa 15,000-19,000 Da, hvor prosentandelen av
heparinkjeder med en molekylvekt pa over 24,000 Da ikke er mer enn 20% av
totalen, og forholdet mellom kjeder mellom molekylvekter pa 8 000 til 16 000 til
kjeder med molekylvekter pa 16,000 til 24,000 Da som ikke er mindre enn 1,0.

10. Fremgangsmaten i henhold til hvilket som helst av kravene 5-9, hvor
sulfatdonoren omfatter PAPS, fortrinnsvis hvor PAPS er i en Igsning; hvor
sulfatdonoren omfatter PAP og PNPS; hvor behandlingen utfgres i neerveer av
et resirkuleringssystem omfattende PAPS, PNPS og en katalysator, fortrinnsvis
hvor katalysatoren er arylsulfotransferase IV (AST-IV); eller hvor nevnte
behandling utfgres i en konstruert mikrobiell stamme som inneholder genene
som koder for NDST, C5-Epi, 20ST, 30ST-1, en eller begge av 60ST-1 eller
60ST-3, og en kilde til PAPS.
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11. Fremgangsmaten i henhold til hvilket som helst av kravene 5-9, hvor

enzymet er i opplgsning eller immobilisert.
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