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Dr Radoslaw Sadowski w roku 2010 ukonczyt studia na kierunku chemii na Wydziale Chemii
Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu pod opieka Prof. dr hab. Renaty Gadzaty-Kopciuch.
W 2020 r. uzyskatl stopien doktora nauk scistych i przyrodniczych w dyscyplinie chemii na
Uniwersytecie Mikotaja Kopernika w Toruniu. Obszar zainteresowan naukowych obejmuje
analize $rodkow biologicznie czynnych w probkach $rodowiskowych, srodkach ochrony roslin,
kosmetykach i lekach z wykorzystaniem réoznych metod przygotowania probek (m.in. LLE, SPE,
MIPs, depolimeryzacja enzymatyczna i chemiczna) i koncowego ich oznaczania
z wykorzystaniem taczonych technik chromatograficznych.
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najnowoczesniejszych technik analitycznych. Poszukiwanie nowych rozwigzan w analityce tych zwiazkow wymaga
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ABSTRACT

The complexity of the structure of heparin anticoagulants requires appropriate
sample preparation to be able to perform the analysis correctly. This stage of the
analytical procedure is the most time-consuming and has a key impact on the
obtained information. Therefore, it is important to improve the current and search
for new solutions for the preparation of samples of anticoagulants as well as the
separation and identification of components of such drugs. This paper discusses
heparin drugs and new research directions and challenges related to the analytics
of heparin anticoagulants.

Keywords: separation techniques, liquid chromatography, anticoagulants, heparins,
LMWHs

Stowa kluczowe: techniki rozdzielania, chromatografia cieczowa, leki
przeciwzakrzepowe, heparyny, LMWHs
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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

— Dwuwymiarowa chromatografia cieczowa (ang. Two-
dimensional Liquid Chromatography)
— Elektroforeza kapilarna (ang. Capillary Electrophoresis)

— Dalton

— Chromatografia oddzialywan hydrofilowych (ang.
Hydrophilic Interaction Liquid Chromatography)

— Wysokosprawna chromatografia cieczowa (ang. High
Performance Liquid Chromatography)

— Chromatografia jonowymienna (ang. lon Exchange
Chromatography)

— Chromatografia par jonowych (ang. lon Pair
Chromatography)

— Chromatografia cieczowa (ang. Liquid Chromatography)

— Niskoczasteczkowe heparyny (ang. Low-Molecular-
Weight Heparins)
— Spektrometria mas (ang. Mass Spectrometry)

— Tandemowa spektrometia mas (ang. Tandem Mass
Spectrometry)

— Srednia masa czasteczkowa (ang. Molecular Weight
Average)

— Spektroskopia magnetycznego rezonansu jadrowego
(ang. Nuclear Magnetic Resonance)

— Elektroforeza w zelu poliakrylamidowym (ang.
Polyacrylamide Gel Electrophoresis)

— Sorbent z silnym anionowymieniaczem (ang. Strong
Anion Exchange)

— Chromatografia wykluczania (ang. Size Exclusion
Chromatography)

— Heparyna niefrakcjonowana (ang. Unfractionated
Heparin)

— Ultra niskoczasteczkowe heparyny (ang. Ultra-Low-
Molecular-Weight Heparins)
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WPROWADZENIE

Dynamiczny rozwdj cywilizacji ma ogromny wplyw na ludzkie zycie. Wzrost
tempa zycia oraz nieracjonalne zmiany jego stylu zycia wplywaja na pogorszanie si¢
stanu zdrowia. Dzis, coraz wiecej mowi si¢ o tzw. chorobach cywilizacyjnych. Do tych
choréb mozna zaliczy¢ m.in. choroby ukladu krazenia, nowotwory czy cukrzyce. Wraz
z gwaltownym wzrostem czgstosci wystgpowania wspomnianych chordb, a takze
pojawianiem si¢ innych, wczesniej nieznanych, ros$nie zapotrzebowanie na leki.
W konsekwencji prowadzi to do koniecznosci poszukiwania nowych $rodkow
farmaceutycznych. Jednak wdrozenie nowego leku, ktéry bedzie bezpieczny dla
zdrowia 1 zycia pacjenta, wymaga licznych 1 czasochtonnych badan m.in.
farmaceutycznych, toksykologicznych i medycznych. Do badan tych wykorzystuje si¢
rozmaite techniki analityczne. Ze wzgledu na koniecznos¢ identyfikacji substancji
aktywnych, czy zanieczyszczen preparatdéw farmaceutycznych na niskim poziomie
stezen niezbedne staje si¢ poszukiwanie innowacyjnych rozwiazan analitycznych
(selektywnych i specyficznych metod) umozliwiajacych ich oznaczenie. Do takich
technik nalezy chromatografia cieczowa - jedna z najczesciej zalecanych przez
farmakopee metod rozdzielania, w ktdérej bardzo istotny jest dobdr odpowiedniej
kolumny analitycznej i optymalnych warunkéw prowadzenia procesu tak, by mozliwa
byta identyfikacja wszystkich zwigzkow w badanej probce.

Réznorodnos¢ i ztozono$¢ struktur chemicznych komponentéw lekéw to punkt
wyjscia w kierunku opracowywania metodyki analitycznej, ktorej celem jest
rozdzielenie i identyfikacja oraz iloSciowe oznaczenie wszystkich sktadnikéw badanych
farmaceutykow. Przyktadem takiego leku jest heparyna, ktéra stosowana jest jako lek
przeciwzakrzepowy w leczeniu m.in. zakrzepicy zyl glebokich, zawalu migsnia
sercowego, dtawicy piersiowej, czy zapobieganiu zylnej choroby zakrzepowo-zatorowej
oraz zapobieganiu tworzenia si¢ skrzepéw w krazeniu pozaustrojowym podczas
hemodializy i w profilaktyce okotooperacyjnej [1-5].

Niniejsza praca podejmuje si¢ dyskusji na temat nowych kierunkéw badan
i wyzwan w analityce lekow przeciwzakrzepowych z wykorzystaniem taczonych
technik chromatograficznych.

1. CHARAKTERYSTYKA WYBRANYCH LEKOW O DZIALANIU
PRZECIWZAKRZEPOWYM

1.1. KLASYFIKACJA I MECHANIZM DZIALANIA LEKOW
PRZECIWZAKRZEPOWYCH

Klasyfikacja lekéw przeciwzakrzepowych oparta jest na miejscu docelowego
dziatania danej substancji aktywnej oraz drogi jej aplikacji. Zwiazki wykazujace
wlasciwosci przeciwzakrzepowe moga bezposrednio wplywaé na aktywnosé
trombiny (bezposrednie inhibitory trombiny) lub posrednio zaktdécaé jej dziatanie
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(posrednie inhibitory trombiny) poprzez inhibicje m.in. czynnika Xa (czynnik
Stuarta-Prowera) lub czynnika IXa (czynnik antyhemofilowy B). Leki
przeciwzakrzepowe podawane sa droga pokarmowa (doustnie) lub pozajelitowo.
Odrebna grupe preparatow przeciwzakrzepowych podawanych doustnie stanowia
antagonisci witaminy K. Zwigzki te stosowane sg w przypadkach dtugotrwatego
leczenia, podczas gdy parenteralne preparaty aplikuje sie w celu zapobiegania
i poczatkowego leczenia powiktan zakrzepowo-zatorowych.

Proces krzepniecia krwi zostaje aktywowany w wyniku uwolnienia tzw.
czynnika tkankowego, wywotanego urazem tkanki lub uszkodzeniem naczyn.
Uwolniony czynnik tkankowy w obecnosci jonéw wapnia tworzy kompleks
z czynnikiem VlIla (prokowertyna), a nastepnie przeksztalca czynniki krzepniecia
X i IX w ich aktywne formy: Xa oraz [Xa. Czynnik Xa przy udziale fosfolipidow
oraz aktywnego czynnika Va (proakceleryna) powoduje powstanie kompleksu
protrombinazy, ktéry nastepnie umiejscowiony na btonie fosfolipidéw przeksztatca
protrombing (czynnik II) w jej aktywna forme — trombing (Ila). Obecnos¢ trombiny
determinuje przeksztalcenie fibrynogenu w fibryng stanowigca sie¢ widkien
bedacych szkieletem skrzepu. Ponadto, trombina wykazuje zdolno$¢ do utworzenia
skrzepu poprzez aktywacje ptytek krwi oraz receptora $rodblonka, a takze
aktywacje czynnikow VIII (czynnik przeciwhemofilowy A), XI (czynnik
przeciwhemofilowy C) i XIII (fibrynaza).

Leki o dziataniu przeciwzakrzepowym powoduja zaklocenie reakcji
enzymatycznych zachodzacych podczas procesu krzepniecia krwi. Substancje
przeciwzakrzepowe wplywaja w sposob bezposredni na zahamowanie aktywnosci
trombiny lub posredni w wyniku oddziatywania m.in. z czynnikiem Xa, kofaktorem
osoczowym zwanym antytrombing III [6]. Ws$rdd najczesciej stosowanych lekow
przeciwzakrzepowych, ktére w sposdéb posredni hamujg aktywnos$¢ trombiny
poprzez wiazanie z antytrombing III wyr6zni¢ mozemy niefrakcjonowana oraz
niskoczgsteczkowa heparyne. Ponadto posrednig inhibicje trombiny wykazuje
syntetyczny polisacharyd (fondaparynuks) zdolny do zaktécania dziatania czynnika
Xa poprzez zmiane konformacji czasteczki antytrombiny. Zwiazki z grupy
antagonistow witaminy K, np. warfaryna, wplywaja takze posrednio na
zahamowanie trombiny, na skutek zakldcenia prawidtowego funkcjonowania
witamin K, niezbednej do aktywacji czynnikéw I, VII, IX i X krzepniecia krwi [6].

1.2. HEPARYNA I NISKOCZASTECZKOWE HEPARYNY

Heparyna to mieszanina siarczanowanych liniowych polisacharydow. Lek ten
jest pierwszym odkrytym naturalnym biopolimerem. Ze wzgledu na rozktad masy
czasteczkowej wystepuje w trzech postaciach: niefrakcjonowana heparyna (UFH,
MWavg ~ 15000 Da), niskoczgsteczkowe heparyny (LMWHs, MWavg ~ 5000 —
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6000 Da) i ultra niskoczasteczkowe heparyny (ULMWHs, ogdlnie MWavg <2000
Da) [7-8]. Lancuchy polisacharydowe heparyny skladajg si¢ z powtarzalnych
jednostek disacharydowych kwasu uronowego i glukozaminy (GIcN) potaczonych
wigzaniem 1-4 glikozydowym. Kwas uronowy to gléwnie kwas o-L-iduronowy
(IdoA) i kwas B-D-glukuronowy (GlcA). Tak zbudowane disacharydy moga
tworzy¢ réznej dtugosci tancuchy oligosacharydow. Kazdy z disacharydow (Rys. 1)
moze by¢ podstawiony grupami siarczanowymi (S) lub acetylowymi (Ac).
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(o]
" m=0-10 dla LMWH
Ry =S0; lub Ac= % R =S03 lub H
i m =0 - 25 dla UFH

Rysunek 1.  Wzoér strukturalny fragmentu disacharydu w UFH oraz LMWHS, gdzie m — liczba sekwencji
disacharydowych

Figure 1. Structural formula of the disaccharide fragment in UFH and LMWHs, where m - number
of disaccharide sequences

Grupy siarczanowe wystepuja w kwasie uronowym w pozycji 2 (IdoA2S
i GIcA2S), a w przypadku glukozaminy reszty wystepuja w pozycji 6 (GIcN6S)
i/lub 3 (GIeNS). Grupy acetylowe zlokalizowane sa w glukozaminie w pozycji
3 (GIcNAc). Ponadto, wigkszos¢ grup disacharydowych w glukozaminie moze
posiada¢ miedzy innymi grupy N-siarczanowane (NS), mniej N-acetylowane
(GleNAc) oraz rzadziej 3-O-siarczanowane (GIcNS3S lub GlczNS3S6S). W takiej
kombinacji podstawnikéw mozliwe jest rozréznienie 48 réznych disacharydow
wchodzacych w sklad lekéw heparynowych [9,10]. Ztozono$¢ struktury
oligosacharydow, ktora wptywa na zwiekszenie biodostepnosci jest istotng zaletg
wilasciwosci biologicznych tej grupy farmaceutykéw. Tak duza réznorodnosé
tancuchow oligosacharydowych, oprécz oczywistych zalet, generuje jednak pewne
ograniczenia w analizie chemicznej. Niewatpliwie trudnym wyzwaniem jest
potwierdzenie struktury tak ztozonej grupy lekéw przeciwzakrzepowych. Dlatego
tez zadaniem analityka jest kompleksowe podejscie do problemu badawczego tak,
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aby mozliwe Dbylo poznanie budowy lekéw o  wlasciwosciach
przeciwzakrzepowych oraz wlasciwosci jakie z tej budowy moga wynikaé (poprzez
wyznaczenie zaleznosci retencyjnych).

Heparyna jest pierwszym lekiem przeciwzakrzepowym. Jej odkrycia dokonano
w roku 1916 na Uniwersytecie Johnsa Hopkinsa w Baltimore [11]. W jezyku
lacinskim hepar (z greckiego — hépar) oznacza ,,watrob¢”, natomiast przyrostek
»in” znaczy ,,pochodzgcy z”. Wyodrgbniona substancja powodowata hamowanie
krzepnigcia krwi podczas badan przy izolowaniu frakcji z tkanek ssakéw. Po 15
latach od jej odkrycia zastosowana zostata w leczeniu i profilaktyce zakrzepicy
zylnej. Przyczyna tak péznego wdrozenia heparyny w leczeniu tych schorzen byty
trudnosci z oczyszczaniem leku oraz ujednoliceniem standardow dotyczacych
sktadu leku (kompozycji farmaceutycznej) [12].

Problem wptywu rodzaju oligosacharydow na wlasciwosci i jakos¢
sprzedawanych lekow heparynowych pojawit sie w pierwszym dziesiecioleciu XXI
wieku w Stanach Zjednoczonych [13-15]. W 2008 roku prawie u stu Amerykandéw
stwierdzono $mieré spowodowana zanieczyszczeniem wystepujacym w tego
rodzaju lekach. Heparyna farmaceutyczna pozyskiwana jest przez wielu
producentow w duzych ilo$ciach (tonach) z tkanek $winskich jelit. Cze$¢ z nich
heparyne wieprzowa izoluje z blony $luzowej jelit, podczas gdy inni pozyskuja ja
z calego jelita. Tak wiec sam poczatkowy proces wyodrebniania heparany ma
wplyw na zréznicowanie sktadu disacharydowego poszczegdlnych izolatéw, ktdre
w kolejnych etapach wytwarzania leku przenoszone sa do koncowego produktu
farmaceutycznego. Trzeba w tym miejscu zaznaczy¢, ze wptyw na jakos¢ jelita ma
réwniez gatunek $wini, dieta, czy $srodowisko, w ktérym hodowane sa zwierzeta.
Produkcja heparyny farmaceutycznej jest objeta tajemnica handlowa. Tak duza
liczba czynnikéw, majacych wplyw na ostateczny sklad i cechy leku, wymusily
konieczno$¢ prowadzenia okreslonych badan kontrolnych, co stanowito bardzo
silny impuls do rozwoju istniejacych i poszukiwania nowych rozwigzan
analitycznych.

2. OTRZYMYWANIE LEKOW HEPARYNOWYCH

Depolimeryzacja, wykorzystujac reakcje chemiczne i enzymatyczne stanowi
metode otrzymywania lekéw wykazujacych dziatanie przeciwzakrzepowe. Jednym
ze zwiazkow otrzymywanych na drodze metod depolimeryzacyjnych jest heparyna
niskoczgsteczkowa (LMWH). Powstaje ona na skutek dzialania m.in. czynnikow
chemicznych lub ciecia enzymatycznego zwigzku macierzystego (wyjsciowego),
ktérym jest heparyna niefrakcjonowana (Rysunek nr 2) [16]. Metody
depolimeryzacyjne zostaly réwniez zastosowane w celu otrzymania heparyny ultra-
niskoczgsteczkowej. Bemiparyna stanowigca pochodna heparyny nie frakcjonowa-



NOWE KIERUNKI BADAN [ WYZWANIA W ANALIZIE LEKOW HEPARYNOWYCH 933

nej, powstata na skutek zastosowania depolimeryzacji alkalicznej zwigzku
macierzystego pobranego z $luzéwki jelit trzody chlewnej. Ponadto heparyna
niefrakcjonowana zostala wykorzystana do uzyskania ultra-niskoczasteczkowej
heparyny, bedacej obecnie na etapie badan klinicznych. Substancja ta
otrzymywana jest z wykorzystaniem depolimeryzacji chemicznej w $rodowisku
niewodnym [17].

Heparyna niskoczasteczkowa byla pierwotnie otrzymywana poprzez fizyczne
rozdzielanie za pomocg ultrafiltracji w  bioreaktorze ~membranowym
z wykorzystaniem biatka wigzacego — maltozy, ktére jednak nie pozwalato na
zastosowanie powyzszej metody w wytwarzaniu LMWH na skalg produkcyjna, ze
wzgledu na jej niska wydajnos¢. Depolimeryzacja heparyny z wykorzystaniem
kontrolowanego, chemicznego badz enzymatycznego procesu stanowi dogodniejsza
metode otrzymywania LMWH na duza skale. Wplyw wybranej metody na wielko$é
czasteczek otrzymanej heparyny niskoczasteczkowej zaprezentowano w tabeli 1.
Powszechnie stosowana depolimeryzacja chemiczna heparyny niefrakcjonowane;j,
pomimo swojego szerokiego zastosowania posiada rowniez liczne ograniczenia,
wsrod ktérych wyrdzni¢ mozemy m.in. niska selektywnos¢, obecnos$¢ produktow
ubocznych wplywajacych na zanieczyszczenie S$rodowiska naturalnego oraz
utrudniong kontrole procesu [18].

Depolimeryzacja enzymatyczna z uwagi na swoje wlasciwosci m.in. wysoka
selektywno$¢, brak szkodliwych produktow ubocznych oraz tagodne warunki
prowadzenia procesu, stata si¢ obiektem badan ze wzgledu na jej mozliwosci w celu
otrzymywania lekow przeciwzakrzepowych, w tym heparyny niskoczasteczkowe;j
[16].

W ostatnich latach pojawilo si¢ kilka nowatorskich metod depolimeryzacji
heparyny, wsrod ktérych wyrézni¢ mozemy fizykochemiczng oraz fotochemiczng
depolimeryzacjg¢. Powyzsze metody posiadaja jednak pewne wady, ktore znaczaco
wplywaja na ich ograniczenie m.in. niska selektywno$¢ oraz usuwanie podczas
depolimeryzacji grup siarczanowych, determinujacych aktywnos$¢ biologiczna
heparyny (m.in. aktywnos¢ przeciwzakrzepowa) [19, 20].
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Rysunek 2.  Metody depolimeryzacji heparyny niefrakcjonowanej wykorzystywane do otrzymywania
LMWH [8]
Figure 2. Methods of depolymerization of heparin used for the preparation of LMWHs [8]
Tabela 1. Srednia masa czasteczkowa wybranych niskoczasteczkowych heparyn w  zaleznosci
od zastosowanej metody depolimeryzacji
Table 1. Average molecular weight of selected low molecular weight heparins depending
on the depolymerization method used
Srednia masa
LMWH Nazwa handlowa czgsteczkowa [Da| Metoda depolimeryzacji
(zakres mas)
Ardeparin Normiflo 5500-6500 Depolimeryzacja oksydacyjna H,O
sodium e
Certoparin Sandoparin 3800 Deaminacja azotynem izoamylu
sodium P J tyn Y
Dalteparin . 6000 —
sodium Fragmin (5600-6400) Deaminacja kwasem azotowym(I1I)
Enoxaparin Lovenox, Clexane, | 4500 B-eliminacja estru benzylowego
sodium Neoparin (3800-5000) heparyny w srodowisku zasadowym
Nadroparin L 4300 .
sodium Fraxiparin (3600-5000) Deaminacja kwasem azotowym(I1I)
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. 5000
Parpaparm Fluxum (4000- Depolimeryzacja oksydacyjna
sodium
6000)
Reviparin 3900
1P Clivarin (3000- Deaminacja kwasem azotowym(I1I)
sodium
4500)
Tinzaparin Innohe 6500
zap nep, (5500- Enzymatyczna B-eliminacja
sodium Logiparin 7500)
Fondaparinux . .
sodium Arixtra 1726,77 Synteza enzymatyczna (wieloetapowa)
Bemiparin Tibor, Badyket, 3600- Depolimeryzacja w srodowisku alkalicznym
sodium Hepadren 3800 z czwartorzedowa sola amoniowa
Semuloparin 2400
uiop - (2000- Depolimeryzacja promowana defosfazenem
sodium 3000)

3. TECHNIKI ROZDZIELANIA A NOWE KIERUNKI BADAN
I WYZWANIA W ANALIZIE LEKOW PRZECIWZAKRZEPOWYCH

Do najczesciej wykorzystywanych metod przygotowania zlozonej struktury
badanych lekéw nalezy oczyszczanie, frakcjonowane oraz modyfikacje poprzez
reakcje enzymatyczne z uzyciem heparynaz w celu uzyskania korzystniejszych
wlasciwosci  w  konteks$cie  efektywnego  przeprowadzenia  analizy
chromatograficznej. W literaturze wykorzystywane sa takie techniki separacyjne,
takie jak: chromatografia jonowymienna (IEC) [21], chromatografia par jonowych
(IPC) [22], rzadziej chromatografia oddzialywan hydrofilowych (HILIC) [23, 24],
dwuwymiarowa chromatografia cieczowa (2D-LC) [25], czy elektroforeza
kapilarna (CE) [26-31].

Dotychczasowe osiagnigcia grup badawczych prezentuja dwa rdézne podejscia
badan: tzw. ,,odgérne” (ang. top-down) i ,0ddolne” (ang. bottom-up) [32-34].
Celem obu podejs¢ jest analiza strukturalna ikontrola jakosci LMWHs
wytwarzanych ré6znymi metodami. Podejscie ,,odgorne” koncentruje si¢ na analizie
nienaruszonych skladnikéw LMWHs bez wczesniejszego przygotowania probki.
Natomiast strategia ,,oddolna” wymaga przygotowania probki miedzy innymi
w wyniku procesu depolimeryzacji.

W przypadku podejscia ,,odgérnego™ leki heparynowe badane sg przy uzyciu
przede wszystkim spektroskopii magnetycznego rezonansu jadrowego (NMR) [35-
37], chromatografii wykluczania (SEC) [38, 39], elektroforezy kapilarnej (CE) [40]
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oraz elektroforezy w zelu poliakrylamidowym (PAGE) [41]. Wykorzystanie
spektroskopii NMR daje mozliwos¢ identyfikacji zanieczyszczen oraz wykazania
réznic pomiedzy watpliwymi partiami leku, a prébka referencyjna. Pomimo
powyzszych zalet, ta technika posiada ograniczenia dotyczace mozliwosci
wykrywania zwiazkéw przy niskich poziomach stezen oraz miligramowych
ilosciach czystej probki. W przypadku SEC mozemy wyznaczy¢ mase
czasteczkowa danej LMWHs, okresli¢ stopien dyspersyjnosci oraz wyznaczyé
mape oligosacharydowa w badanych probkach. Pozytywnym aspektem SEC jest
réwniez mozliwos$¢ stosowania tej techniki do przygotowania prébki na etapie
frakcjonowania, tak by poszczegdlne frakcje mogty by¢ poddane kolejnym etapom
analizy z wykorzystaniem innych technik lub procedur. Technika PAGE jest
natomiast prosta i szybka, co sprawia, ze mozna ja z powodzeniem zastosowac do
przesiewowej kontroli podczas produkcji lub monitorowania zanieczyszczen
poprzez analize sktadu jakosciowego frakcji oligosacharydowych badanych lekéw
heparynowych. Mimo wielu zalet, wspomniane techniki nie daja mozliwosci
poznania w pelni heterogenicznej budowy LM WHs.

Cheac poznaé strukture tak ztozonej probki leku przeciwzakrzepowego nalezy
odpowiednio ja przygotowac. Do tego celu stosuje si¢ strategie ,,oddolng” analizy
LMWHs. Prébki lekéw poddaje sie procesowi rozkladu (depolimeryzacji
enzymatycznej) przy uzyciu Heparynaz (1, 11, II1) [42,43], przy czym Farmakopea
Amerykanska rekomenduje calkowite trawienie probki zuzyciem tych trzech
enzymow [44]. Do analizy produktéw poddanych cigciu enzymatycznemu
powszechnie stosowane sa laczone techniki separacyjne [45-49]. Ze wzgledu na
obecno$¢ grup siarczanowych w czasteczce leku heparynowego, a wiec na
anionowy charakter czasteczki, najczesciej stosowane sa techniki separacyjne,
zwlaszcza chromatografia jonowymienna (IEC) [50].

IEC to technika, ktéra pozwala na precyzyjng i stosunkowo prosta analize
produktow po calkowitej depolimeryzacji enzymatycznej. Po odpowiednim doborze
fazy stacjonarnej i ruchomej uzyskuje si¢ uktad do jakosciowe;j i ilosciowej analizy
podczas rutynowych badan. Dokonujac zmian pH, sktadu buforu, sity elucyjnej, czy
tez temperatury kolumny mozliwe jest selektywne rozdzielenie najmniejszych
fragmentdw oligosacharydowych tj. disacharyddw oraz tetrasacharydéw.

Chromatografia jonowymienna ma pewne wady, m. in. problematyczne
wykrywanie nienasyconych disacharydéw i oligosacharydow w zakresie pomiaru
absorpcji promieniowania ultrafioletowego (UV). Niezbedne staje si¢ zatem
poszukiwanie nowych rozwiazan w celu zminimalizowania lub wyeliminowania
tych wad. Niemniej jednak IEC jest ciggle stosowana do tego typu analiz. Do tej
pory wiekszo$¢ badan naukowych byta skupiona wokol najczesciej stosowanego
leku o nazwie handlowej Clexane, gdzie substancja czynng jest enoksaparyna.
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W literaturze nie ma wielu publikacji mowiacych o analizie innych LMWHs,
takich jak np. nadroparyna (nazwa handlowa Fraxiparin), czy dalteparyna (nazwa
handlowa Fragmin) (Tab. 1). Wynika to z faktu, ze enoksaparyna jest
najpowszechniej wystepujacym i stosowanym antykoagulantem obecnym na rynku.

W naszych badaniach [51] podjeliSmy prébe potwierdzenia, ze testowane leki
heparynowe pochodza z tego samego zZrodla, co referencyjna enoksaparyna. Do
tego celu postuzono si¢ wyznaczeniem sumy zawartosci di- oraz tetrasacharydow
zawierajacych grupe 1,6-anhydro na redukujacym koncu dla trzech grup lekow
heparynowych. Podejscie to dostarczyto informacji o réznicach w skladzie
produktow rozktadu enzymatycznego badanych, nowych potencjalnych
antykoagulantéw. Zawarto$¢ di- oraz tetrasacharydéw posiadajacych grupe 1,6-
anhydro miescita si¢ w zakresie od 18,5 do 22,3%.

Enoksaparyna jest otrzymywana podczas enzymatycznej reakcji B-eliminacji
estru benzylowego heparyny w $rodowisku alkalicznym, natomiast nadroparyna
oraz dalteparyna otrzymywane sg za pomocg reakcji chemicznej deaminacji [8].
Opracowana przez nas metoda chromatograficzna daje mozliwos¢ rozréznienia
sposobow otrzymywania niskoczasteczkowych heparyn. Wynika to z obecnosci
specyficznych fragmentow czasteczki obecnych w danej grupie lekow.
W przypadku enoksaparyny sa to grupy 1,6-anhydro, za$s w dalteparynie oraz
nadroparynie jest to 2,5-anhydro-D-mannitol. Potaczenie IEC z detektorem
spektrofotometrycznym umozliwito rozdzielenie i identyfikacje produktéw cigcia
enzymatycznego dla komercyjnie dostepnych lekéw. W wyniku cigcia
enzymatycznego komercyjnie dostgpnych lekéw najczesciej otrzymuje sie
disacharydy. Dzigki temu rozszerzono zastosowanie metodyki o analiz¢ kolejnej
grupy LMWHs — produktéw chemicznej deaminacji. Dodatkowa zaleta niniejszej
metodyki jest réwniez mozliwo$¢ poréwnywania lekow testowych roznych serii
z wynikami otrzymanymi dla prébek referencyjnych. Otrzymany rozklad
procentowy poszczegdlnych sktadnikéw stanowi swoista ,,mape cukrowa” danego
leku. Dzigki tej mapie mozliwe jest sledzenie procesu produkcyjnego kazdego
rodzaju LMWHs.

Stosowanym w IEC wypetnieniem jest silny anionowymieniacz (SAX). Nalezy
tu jednak zaznaczy¢, ze kolumny komercyjnie dostgpne zawierajace silny
anionowymieniacz szybko traca sprawno$¢ (w czasie ok. 2 tygodni), co przy
wysokiej ich cenie (ok. 3 tys. zl) moze stanowi¢ problem natury ekonomiczne;.
Podstawa przedstawionego kierunku badan bylo podjecie préby rozwigzania
pojawiajacych sie problemdéw analitycznych, ktére maja umozliwi¢ uzyskanie
lepszych rezultatéw poprzez wykorzystanie nowych faz stacjonarnych w stosunku
do tych obecnie stosowanych.
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Od wielu lat prowadzone sa badania nad wykorzystaniem nowego typu
wypetnien kolumn chromatograficznych. W przypadku najpopularniejszego
nosnika, jakim jest zel krzemionkowy, do chromatograficznego rozdzielania
zwigzkow biologiczne aktywnych stosowane byly fazy takie jak aminopropylowe,
cholesterolowe, fenylowe, pentafluorofenylowe, czy tez fazy stacjonarne
o strukturze dendrymerycznej z kationowymi centrami aktywnymi. Biorgc pod
uwage anionowy charakter lekéw heparynowych, szczegdlne te ostatnie
wypelnienia zastuguja na uwage. Dane literaturowe pokazuja, ze tego typu kolumny
nigdy wczesniej nie byty stosowane do analizy LMWHs, dlatego tez podjelismy sie
badan [52] w tym kierunku.

Zbadalismy miedzy innymi wptyw pH fazy ruchomej (2,5, 3,0 i 3.,5)
i temperatury (25, 35 1 45°C) na sprawnos¢ rozdzielenia produktow enzymatycznej
depolimeryzacji. Optymalne warunki analizy dla o$miu disacharydéow uzyskano
przy uzyciu fazy ruchomej o pH 3,5 i temperaturze 25°C. Kolumny te moga
z powodzeniem by¢ zastosowane do oznaczenia opisanych substancji w lekach
heparynowych  dostepnych  handlowo.  Obserwujac ~ zmiang  wartosci
wspotczynnikow retencji w zaleznosci od pH fazy ruchomej (Rys. 3) mozemy
zauwazy¢, ze w przypadku zwigzku AIVA retencja rosnie wraz ze wzrostem pH.
Dla pozostatych siedmiu zwiazkéw obserwuje sie wzrost retencji wraz ze spadkiem
pH. Swiadczy to o wysokiej selektywnosci kolumn dendrymerycznych
w odniesieniu do tego rodzaju substancji. Co wiecej, zmniejszenie retencji
obserwowano przy wyzszych warto$ciach pH i wraz ze zmniejszeniem liczby grup
siarczanowych w czasteczce disacharydu.

Kolumny z wypetnieniem dendrymerycznym z powodzeniem moga by¢
zastosowane do analizy produktow po depolimeryzacji enzymatycznej LMWHs.
Fazy te charakteryzuja si¢ wysoka selektywnoscia, krotkim czasem analizy (25
min) oraz wysoka sprawnoscia, ktora nie ulega redukcji przez dhugi okres ,,zycia”
(5-6 miesiecy). W konsekwencji przeklada si¢ to na mniejsze zuzycie fazy
ruchomej, wigksza liczbe wykonanych analiz oraz nizsze wartosci granicy
wykrywalnosci (od 0,14 do 0,48 mM). Kolumny dendrymeryczne stanowg wigc
warto$ciowa alternatywe w stosunku do zalecanych kolumn dostepnych na rynku.

Brak mozliwosci zastosowania spektrometrii mas, spowodowany wysokim
stopniem zasolenia probki, jest jednym z wazniejszych argumentéw, dla ktorych
wybiera si¢ alternatywne techniki, a przykladem moze by¢ IPC.
Wykorzystanie uktadu ultra wysokosprawnej chromatografii cieczowej umozliwia
zastosowanie kolumn o mniejszej $rednicy wewnetrznej i wielko$ci ziaren sorbentu
zastosowanego jako fazy stacjonarnej, co zapewnia krétsze czasy analiz oraz
wyzsza rozdzielczo$é. Co wigcej, etap przygotowania probki jest jednym
z najwazniejszych krokéw w catym procesie analitycznym. Jest to ,, waskie gardio”
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calej procedury ze wzgledu na duza czasochtonnos¢, wysokie koszty, czy tez
potencjalnie najwickszy stopien prawdopodobienistwa pojawienia si¢ bleddéw
w trakcie kolejnych etapow obrébki probki. Dlatego tez bardzo wazne jest wtasciwe
zaplanowanie tego etapu, gdyz determinuje on rodzaj uzyskanej informacji
analityczne;j.

20
18

16

[
S

-+ AlS (3 grupy 503)
-+ AlA (2 grupy SO3)
- AllIS (2 grupy SO3)
=== AllS (1grupa SO3)
== AlllA (1 grupa SO3)
- AllA (1 grupa 503)
=== AIVS (1 grupa SO;3)
= AIVA (0 grup SO3)

[
N

00

Wspétczynnik retencji (k)
]

2 25 3 3,5 4 45 5
pH
o\\\‘c /O‘ Na* @
0
= 0
HO 0 -
D NH =
Skrot R, R; R;
AIS SO5™ | SOy | SOy
AIIS SO; | H SO;5
AITIS SO; | SO | H
AIVS |sos| H | H
AIA | Ac |SOs | SOy
AlIA Ac H | SOy
AlIIA Ac |SO;y | H
AIVA Ac H H

Rysunek 3. Wplyw pH na retencje w zaleznosci od liczby grup siarczanowych
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W przypadku analizy LMWHs wykorzystuje si¢ gtéwnie depolimeryzacje
enzymatyczng. Jest ona bardzo popularna, prosta, dobrze poznang i chetnie
wykorzystywana metoda przygotowania prébek heparyn do analizy. Do wad
mozna zaliczy¢: dugi czas prowadzenia procesu depolimeryzacji, bardzo wysokie
koszty enzymdéw oraz konieczno$¢ oczyszczania probki z pozostalosci enzymow
poprzez dialize czy wirowanie z zastosowaniem saczkéw membranowych. Z tego
wzgledu w przeprowadzonych badaniach [53] wykorzystaliSmy metodyke cigcia
chemicznego jako tanszej, prostszej iszybszej alternatywy w stosunku do
depolimeryzacji enzymatycznej.

UWAGI KONCOWE

Prace prowadzone nad otrzymywaniem nowych lekéw i substancji aktywnych
stosowanych w przemysle farmaceutycznym imedycynie wymagaja poszukiwania
nowych lub rozwijania obecnie stosowanych technik analitycznych. Niewatpliwie
dominujaca role odgrywaja techniki chromatograficzne potaczone z ré6znymi sposobami
detekcji. Przeprowadzona dyskusja w ramach niniejszej pracy potwierdza, ze faczone
techniki chromatograficzne sa kluczowym narzedziem w jakosciowej analizie LMWHs
oraz w ilosciowym okreslaniu sktadowych danego leku. Jest to istotne ze wzgledu na
koniecznos¢ kontroli samego procesu produkcji lekow przeciwzakrzepowych (w tym
czystosci produktu, obecnosci zanieczyszczen), jak rowniez w opracowywaniu rozwoju

technologii nowych biopodobnych lekéw heparynowych.
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