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Zelezito-dextranové zlidenina na parenteralnu liebu
anémie z nedostatku Zeleza pozostéva z hydrogenova-
ného dextrdnu s véZenym priemerom molekulovych
hmotnosti (Mw) medzi 700 a | 400 daltonov, vyhodne
priblizne 1 000 daltonov, &iselnym priemerom mole-
kulovych hmotnosti (Mn) od 400 do 1 400 daltonov,
pritom 90 % (podl'a hmotnosti) dextranu ma moleku-
lové hmotnosti menej ako 2 700 daltonov a Mw zvys-
nych 10 % hmotnostnej frakcie dextranu s najvy$-3imi
molekulovymi hmotnostami je pod 3 200 daltonov.
Hydrogenovany dextran bol &isteny membranovym
procesom s hrani¢nou hodnotou medzi 340 a 800 dal-
tonmi a je v stabilnej asociécii s hydroxidoxidom Zele-
zitym. Zli¢enina sa pripravi elimindciou dextrinov s
vy33imi molekulovymi hmotnostami ako priblizne 2
700 daltonov s vyuZitim membranovych procesov a od-
stranenim sacharidov s molekulovymi hmotnostami
menej ako pribliZzne 340 daltonov membranovymi pro-
cesmi z hydrogenovaného dextranu pred zraZanim hyd-
roxidu Zelezitého v pritomnosti uvedeného dextranu a
naslednym tepelnym spracovanim a &istenim.
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Zelezito-dextranova zlG&enina, spdsob jej vyroby a jej pouzitie

Oblast techniky

Vynalez sa tyka Zelezito-dextranovej asociovanej zlG¢eniny ako zloZky
terapeutického prostriedku na profylaxiu alebo lietbu nedostatoénosti Zeleza;
vynalez sa dalej tyka spdsobu pripravy uvedenej Zelezito-dextranovej zlGéeniny a
pouzitia tejto Zelezito-dextranovej zlGéeniny na pripravu parenteraine

podavatelného terapeutického prostriedku.

Doterajsi stav techniky

Anémia z nedostatku Zeleza sa z celosvetového hladiska opisuje ako jeden z
najpravdepodobnejSich a najéastejSich patologickych stavov medzi fudmi. Anémia
je problémom tiez v modernych vykrmniach o$ipanych a dalSich domacich zvierat
pokial sa nevykonavaju vhodné profylaktické vySetrovania.

Hoci anémiu z nedostatku Zeleza mozZno preventivne ovplyvnit alebo lieéit
podavanim Zelezo obsahujucich preparatov peroralne, v mnohych pripadoch sa
uprednostiiuje pouZivanie parenteralne podavatelnych Zelezitych pripravkov aby sa
prediSlo zmenam v biodostupnosti pripravkov perordineho podavania a na
zabezpedcenie ucinnosti podavania.

Zelezo obsahujace pripravky na parenteralne pouzitie, to znamena
subkutanne, intramuskularne alebo intravenézne podavanie, su preto uz vefa rokov
k dispozicii humannym aj veterinarnym lekarom.

Hoci sa doteraz pouzivali alebo navrhovali rézne Zelezo obsahujtice latky ako
zlozky parenteralnych injekénych pripravkov proti anémii z nedostatku Zeleza,
najCastej§imi, dnes uznavanymi pripravkami su také pripravky, ktoré obsahuji
asociovany produkt hydroxidoxid Zelezity (alebo hydroxid Zelezity) kombinovany s
dextranom. Dextran je polymérny sacharid, produkovany mikroorganizmami
Leuconostoc mesenteroides.

Zelezo obsahujuci pripravok na parenteralne injekcie musi zvycajne
vyhovovat niekofkym poZiadavkam, vratane dobrej biologickej dostupnosti Zeleza
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na syntézu hemoglobinu, bez spdsobovania miestnych alebo celkovych vedfaj$ich
ucinkov a vratane stability pri skiadovani, umoziiujucej dlhodobé uloZenie v sklade
pri teplote okolia.

Zelezo obsahujtce pripravky na lieébu anémie su na trhu uZ desiatky rokov a
bolo navrhnutych uz vela obmien vyrobnych spdsobov a obmien pri vybere
vychodiskovych materialov, najma z hladiska zlepSenia stability pripravkov a z
hladiska zniZzenia mnozstva vedlajSich uginkov, spdsobenych ich podavanim.

Ako priklady patentov, ktoré sa zaoberaju tymito problémami mozno uviest
nasledujuce.

Patent USA 2 885 393 (1959) opisuje zakladny proces vyroby Zelezito-
dextranového komplexu, v ktorom priemerna molekulovd hmotnost dextranu je
30 000 az 80 000 daltonov alebo je niZSia. Z patentového spisu nie je zrejma
vhodnost tychto komplexov pre humannu terapiu.

Spis USA Re. 24 642 (1959) obsahuje podrobné vysvetienie pozZiadaviek na
Zelezité roztoky, ur€ené na intramuskularne injekcie; tento spis sa tu zahffia tymto
odkazom. Patent sa tyka v podstate neiénového komplexu hydroxidu Zelezitého s
dextranom, ktory ma strednu pravu viskozitu pri 25 °C priblizne 0,025 aZ do 0,25;
dalej sa tyka spdsobu pripravy tohto komplexu, pri¢om sa uvedeny dextran privedie
do styku s hydroxidom Zelezitym, vytvaranym in situ reakciou medzi Zelezitou sofou
a zasadou. Okrem Ciasto¢nej depolymerizacie sa neuvadzaju Ziadne informéacie o
vyZzadovanej molekulovej hmotnosti dextranu ani o jeho chemickej modifikacii.

Patent USA 3 093 545; tento patent opisuje niektoré podrobnosti ako su
teploty a hodnoty pH v zlepSenom spdsobe pripravy produktu, zrejme velmi
podobného produktu pripravenému v posledne uvedenom patente.

Patent GB 1 200 902 (1970) na rozdiel od pripravy hydroxidu Zelezitého in
situ uvadza jeho samostatnu pripravu v kontrolovanych podmienkach vopred,
pretoze takto pripraveny hydroxid Zelezity potom fahko vytvara komplexy s
dextranmi. Dalej sa v patente tvrdi, Ze ako teoreticka moznost prichadza do Gvahy
pouzitie nielen &iastoéne depolymerizovaného dextranu s vaZenym priemerom
molekulovej hmotnosti v rozmedzi napriklad 500 az 50 000 daltonov, vyhodne v
rozmedzi 1 000 az 10 000 daltonov, ale tieZ modifikovanej formy alebo derivatov
dextranu ako sU hydrogenované dextrany, alebo oxidované dextrany, alebo
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alkalicky upravené dextrany. V patente sa ale uvadzaju iba dextrany s priemermi
molekulovych hmotnosti 3 000 a 5 000 daltonov. Hydroxid Zelezity sa pripravuje
pred stykom s dextranom. Znamena to, Ze vysledny produkt obsahuje hydroxidoxid
Zelezity na ktorom dextran vytvara poviak, na rozdiel od viac homogénneho
produktu, vytvaraného zrazanim hydroxidu Zelezitého in situ, to znamena v
pritomnosti dextranu.

Patent DK 117 730 (1970) sa tyka spésobu, v ktorom hydrogenovany dextran
s molekulovou hmotnostou medzi 2 000 a 10 000 daltonov reaguje vo vodnom
prostredi s hydroxidom Zelezitym. Stredna molekulova hmotnost pouzitého dextranu
sa v priklade uskutoénenia vynalezu neuvadza. Uvadza sa ale prava viskozita na
arovni priblizne 0,05, ¢o by zodpovedalo strednej molekulovej hmotnosti priblizne
5 000 daitonov.

Patent DK 122 398 (1972) zverejiiuje tieZz pouzitie hydrogenovaného
dextranu na pripravu komplexnych zlG€enin s hydroxidom Zelezitym a objasfiuje sa,
Ze podstatne niz8ia toxickost sa dosahuje, ak sa pouZije nehydrogenovany dextran.
Podstatou patentu je spdsob, v ktorom sa zmieSa vihky hydroxid Zelezity s
hydrogenovanym dextranom a po optimalnom pridavku kyseliny citrénovej alebo
citranu sa zmes zahrieva a Gisti.

Patent USA 3697502 (1972) zverejiiuje spdsob pripravy Zelezito-
dextranového pripravku, v ktorom sa k dextranu prida kyselina citronova a suc¢asne
sa pridava roztok hydroxidu alkalického kovu a roztok chloridu Zelezitého. Stredna
molekulova hmotnost dextranu je medzi 3 000 a 20 000 daltonov. V prikladoch
uskutoénenie vynalezu sa pouzili dextrany s molekulovou hmotnostou 7 000 a
10 000 daltonov.

Patent DK 129 353 (1974) je zamerany na obdobny spbsob pripravy
produktu hydroxid Zelezity — derivat dextranu s priemernou molekulovou
hmotnostou dextranu najviac 50 000 daltonov a s koncovymi skupinami
polymérnych retazcov modifikovanymi tak, Zze sa sa redukujica anhydrogluk6zova
jednotka premenila na karboxylovi skupinu zodpovedajlicej kyseliny. Hoci
uvadzané hranice molekulovych hmotnosti dextranu su vefmi Siroké, od 500 do
50 000 daltonov, vyhodne od 1 000 do 10 000 daltonov, v prikladoch sa pouzil iba
jediny dextran s priemernou molekulovou hmotnostou 5 000 daltonov.
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Patent DK 129 942 (1974), podobne ako posledne uvedeny DK patent sa
tyka vyroby komplexu hydroxidu Zelezitého s dextranovou hepténovou kyselinou
alebo dextrinovou hepténovou kyselinou. Hepténové kyseliny sa pripravili
hydrolyzou prislusnych kyanohydridov.

Patenty USA 4 827 945 (1989) a 5102652 (1992) sa tykaju oxidov
superparamagnetickych kovov ako su oxidy Zeleza, s povlakom alebo v asociacii s
polymérnymi materialmi ako je dextran. Polymér sa privadza do styku so zmesou
oxidov kovov, ktoré sa v zmesi nachadzaju v dvoch rozdielnych oxidaénych
stupfioch za vzniku kombinovaného superparamagnetického produktu, ktory sa
potom oxiduje na premenu vSetkych oxidov kovov do najvysSich oxidaénych
stupfiov. Ziskany produkt je pouzitefny najméa ako kontrastna latka pri zobrazovani
magnetickou rezonanciou v medicinalnej diagnostike. V patente sa tiez uvadza, ze
produkt moZno pouZit aj na liecbu anémie z nedostatku Zeleza. Vyhodné
molekulové hmotnosti polymérov, vratane dextranu st od 5000 do 250 000
daltonov.

Patent GB 1076 219 opisuje vyrobu Zelezitého pripravku, v ktorom je
hydroxid Zelezity viazany na komplexotvornu latku, ktora v uréitych pomeroch
pozostava z sorbitolu, kyseliny glukénovej a oligosacharidu, pri€om sorbitol je
previadajucou zlozkou. V jednom z prikladov uskutoénenia patentu sa ako
oligosacharid pouziva hydrogenovany dextran s priemernou molekulovou
hmotnostou priblizne 1 000 daltonov. Zo spdsobu vyroby, ktorym sa uvedeny
dextran pripravuje moZno usudit, Zze obsah zloziek s vefmi nizkou molekulovou
hmotnostou v uvedenom dextrane musi byt vefmi vysoky. V spojitosti s tymto
vynalezom je ale vysvetlenie (porovnaj s dal§im textom tohto vynalezu), Ze v ¢ase
tvorby komplexu je pritomny vysoky podiel hydrogenovaného monoméru dextranu,
to znamena sorbitolu.

Napriek viacerym snaham zlepSit Zelezito-dextranovy pripravok na liecbu
anémie, ktoré sa odrazaja v uvedenych patentoch, pripravky pripravené podfa
doterajSieho stavu techniky v odbore maju stale niektoré nevyhody.

Vyplyva to zo skutoCnosti, Zze u niektorych pacientov mézu doterajsie
pripravky spdsobit oneskorenu precitlivenost, alebo uporné anafylaktické vedlajsie
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ucginky, ktoré maju za nasledok napriklad dychaviénost, hypotenziu, Sok a smrt.
Mozno pozorovat' aj iné toxické reakcie.

Popri uvedenom, viaceré z doteraz znamych pripravkov nie st schopné
spifiat suéasné poziadavky na stabilitu. Nedostatoéna stabilita sa napriklad sama
prejavuje Zelatinaciou tekutého pripravku alebo vyluéovanim hydroxidu alebo
hydroxidoxidu Zelezitého.

Vychadzajic z vyskumu, skuSok a praktickych skisenosti sa zistilo, Ze
uvadzané nedostatky su v dextrane pouzitom ako vychodiskovy materiél spojené s
pritomnostou (hoci iba vo velmi malych mnozZstvach) nedostatoéne
hydrolyzovaného dextranu, ktory ma pomerne vysokt molekulovd hmotnost; dalej
tiez tym, ak su v pouzitom dextrane pritomné sacharidy s nizkou molekulovou
hmotnostou.

Je vSeobecne zname, Ze dextrany s vysokou molekulovou hmotnostou
znamenaju véacSie riziko anafylaktickych reakcii ako u dextranov s niz8imi
molekulovymi hmotnostami. V su€asnosti je prakticky uskuto¢fiované zniZovanie
rizika anafylaktickych reakcii pri infuzii klinickych dextranov predpripravou pacienta
injekciou nizkomolekulového dextranu, ako je dextran s vazenym priemerom
molekulovych hmotnosti (Mw) priblizne 1 000 daltonov.

Vyroba dextranu zvylajne zahfiia kysli hydrolyzu dextranov s vy$$imi
molekulovymi hmotnostami, potom nasleduje izolacia a operacie Cistenia vratane
vyzrazania dextranu, napriklad z vodného roztoku napriklad pridavkom alkoholu.

Pri precipitacii uvedenym spdsobom sa vyzrazaju nielen vyZzadované frakcie
dextranu, ale aj akykofvek dextran s vy$Sou molekulovou hmotnostou; z tohto
dévodu ziskana dextranova frakcia éasto obsahuje dextrany s vysokou molekulovou
hmotnostou, ktoré neboli rozstiepené v predchadzajlcej kyslej hydrolyze.

Podstata vynalezu

Pretoze aj velmi malé koncentracie dextranov s vysokymi molekulovymi
hmotnostami su schopné spdsobit nepredvidatelné a c¢asto pomerne vazne
anafylaktické reakcie, vyznaénym rysom tohto vynélezu je, Ze treba zabranit, aby
uvedené vysokomolekulové dextrany boli v pripravku pritomné a to nahradou alebo
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doplnenim doterajSich precipitatnych spdsobov membranovymi procesmi,
schopnymi velmi uginne eliminovat pritomnost dextranov s vysokou molekulovou
hmotnostou pred tym, ako vyZzadovana dextranova frakcia pride do styku so
Zelezitymi zlaéeninami.

Pévodcovia vynalezu ziskali praktické poznatky, Ze samotné odstranenie
dextranov s vysokou molekulovou hmotnostou z vyZzadovanej dextranovej frakcie s
vazenym priemerom molekulovych hmotnosti napriklad na Grovni 1 000 daitonov
nezabezpecuje, Ze vysledny Zelezity dextran bude netoxicky a stabilny. Zistilo sa
tiez, Zze tazkosti spdsobuje tiez pritomnost sacharidov s nizkou molekulovou
hmotnostou ako si monosacharidy, ktoré vznikli v procese hydrolyzy.

Pritomnosti uvedenych sacharidov sa doteraz pripisovala za iba mala
ddlezitost. Ak ale dextran s obsahom uvedenych sacharidov reaguje so Zelezitymi
zluéeninami, precipitaciou hydroxidu Zelezitého z roztoku dextranu sa tvoria nielen
dextranové-zelezité asociované zlGCeniny (asociaty), ale vznikaju aj sacharidy
kombinované so Zelezom vo forme komplexnych alebo asociovanych zlG&enin.

Tieto Zelezito-sacharidové zliceniny so ovela menej stabilné ako Zelezito-
dextranové zluéeniny a vo vodnom roztoku umozfuja vznik uréitej koncentracie
volnych Zelezitych iénov a sacharidov s nizkou molekulovou hmotnostou, napriklad
glukozy.

Je dobre zname, Ze volné Zelezité idny, pritomné v pripravkoch na
parenteralne podavanie vykazuju toxické uéinky. Na druhej strane nielen iba
Zelezité i6bny, ale tiez sacharidy s nizkou molekulovou hmotnostou zvysujl
nestabilitu vodnych roztokov Zelezitych dextranov, pretoze spdsobuju zraZanie
alalebo Zelatinotvorné reakcie, pravdepodobne vyustujice do Uplného stuhnutia
roztoku pocas dni a mesiacov. Popri tom pritomnost sacharidov s nizkymi
molekulovymi hmotnostami parenterainu pravdepodobne zvySuje toxickost Zelezito-
dextranového roztoku, sacharidy zjavne interferuju s vazbou Zelezitych zlG&enin na
dextran, pri€om vznikaji volné alebo iba slabo viazané Zelezité iony.

Hoci vazba medzi sacharidmi s nizkou molekulovou hmotnostou a Zelezitymi
zlu&eninami, ako to vyplyva z hore uvedeného, je pomerne slab3, je ale dostatocna

na zabranenie acdinného odstranenia sacharidov a volnych zlucenin Zeleza
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procesom dialyzy, ktora je zvy&ajne sucastou doterajSieho nasledného spracovania
Zelezito-dextranovych roztokov.

Preto dalSim vyznaénym rysom tohto vynalezu je, Ze dextranova frakcia musi
byt &istena membranovymi procesmi tak, aby sa odstranili aj sacharidy s nizkymi
molekulovymi hmotnostami pred tym, ako sa dextranova frakcia pouzije do reakcie,
ktorou sa vytvaraju Zelezo-obsahujiuce komplexné alebo asociované zliceniny.

Podstatou vynalezu su Zelezito-dextranové zluéeniny, ktoré maji vynimocne
nizku frekvenciu neziaducich vedlajSich uginkov a ktoré si vo forme vodnych
roztokov dostatocne stale, aj pocas sterilizacie a skladovania a v ktorych je Zelezito-
dextranova zli€enina pouzita ako zloZzka terapeutického prostriedku na profylaxiu
alebo lieébu nedostatku Zeleza u zvierat alebo [udi parenterainym podavanim;
pri¢om Zelezito-dextranova zlucenina obsahuje hydrogenovany dextran s vaZzenym
priemerom molekulovych hmotnosti (Mw) medzi 700 a 1 400 daltonov, vyhodne
priblizne 1 000 daltonov, &iselnym priemerom molekulovej hmotnosti (Mn) 400 az
1 400 daltonov, pricom 90 % hmotnostnych dextrdnu ma molekulovi hmotnost
mensiu ako 2 700 daltonov a Mw zvy$nych 10 % hmotnostnych dextranu ma
najvyssie molekulové hmotnosti menej ako 3 200 daltonov; uvedeny dextran sa
podrobil gisteniu membranovymi procesmi s hraniénou hodnotou medzi 340 a 800
daltonov; uvedena Zelezito-dextranova zlidenina je v stabilnej asociacii s
hydroxidoxidom Zelezitym.

V spojitosti s tymto vynalezom vyrazy "vazeny priemer molekulovych
hmotnosti” a "Ciselny priemer molekulovych hmotnosti" znamenaji prislusné
stredné molekulové hmotnosti, zaloZzené na vSetkych dextranovych molekulach od
monomeru vysSie v Case, kedy nastava tvorba komplexov.

Usudzuje sa, Ze dévodom pre€o dextrany s hore uvedenym rozdelenim
molekulovych hmotnosti nena$li doteraz komeréné vyuZitie pri vyrobe Zelezito-
dextranovych zli€enin je, Ze sa doteraz nevenovala dostatotna pozornost
pritomnosti sacharidov s nizkymi molekulovymi hmotnostami, pre ktoré sa
zaznamenava toxickost a nizka stabilita pripravkov a preto, Ze sa doteraz
nevenovala dostatoéna pozornost skutoénosti, Ze dextrany s vaZzenym priemerom
molekulovych hmotnosti priblizne 1 000 daltonov su ¢lovekom alebo zvieratami
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lepSie tolerované ako dextrany s vy$Simi molekulovymi hmotnostami, ktoré sa
tradi€ne pouzivaju v Zelezitych pripravkoch.

Predmetna zlG€enina sa na pouzitie parenteralnym podavanim rozpusti alebo
disperguje vo vodnom prostredi a méZe sa v tejto forme dodavat na trh, vyhodne s
obsahom Zeleza 5 az 20 % (hmotnost/objem). Zlicenina je ale dostatoéne stala a
mozno ju tiez bez znehodnotenia susit beznymi spésobmi suSenia ako je naprikiad
rozprachoveé susenie; z tohto dévodu mozno uvedenu zluceninu tiez dodavat na trh
v Cistej pradkovej forme, alebo ako Giastkovi zlozku suchého prasku. Obsah Zeleza
praskovych foriem typicky bude 15 az 45 % hmotnostnych.

V dextranoch s pomerne nizkou molekulovou hmotnostou, ktoré prichadzajt
v tUvahu podfa tohto vynalezu je vplyv koncovych skupin (Eiastoéne hydrogenované
aldehydové skupiny) na polymérnych retazcoch podstatne viac zvyrazneny ako u
dextranov s vys§§imi molekulovymi hmotnostami, pretoZze (na hmotnostnom zaklade)
podiel funkénych koncovych skupin je vysSi. Tieto funkéné koncové skupiny st
nachylné zvySovat nestabilitu reakciami, ktoré zahffiaju Fe® iény a sacharidy s
nizkou molekulovou hmotnostou. Preto nepritomnost Fe** a sacharidov s nizkymi
molekulovymi hmotnostami je eSte dblezitejSia, ako ked sa jedna o dextrany s
vy§8imi molekulovymi hmotnostami.

Tento vynalez zahffia tiez sposob vyroby Zelezito-dextranovej zluéeniny,
ktora sa opisala hore. Uvedeny spdsob vyroby sa vyznacuje nasledujicimi
vyrobnymi krokmi: hydrolyzou sa znizi molekulova hmotnost dextranu, dextran sa
potom hydrogenuje aby sa premenili funkéné aldehydové koncové skupiny na
alkoholové; hydrogenovany dextran vo forme vodného roztoku sa kombinuje s
najmenej jednou, vo vode rozpustnou Zelezitou sofou; do vysledného roztoku sa
pridd zasada za vzniku hydroxidu Zelezitého a vysledna zmes sa zahrieva aby sa
hydroxid Zelezity premenil na hydroxidoxid Zelezity vo forme asociovanej zli&enina
s dextranom (asociatu); uvedeny spésob sa vyznacuje tym, Ze po hydrolyze, ale
pred tym ako sa dextran kombinuje s vo vode rozpustnou Zelezitou sofou sa &isti
jednym alebo viac membranovymi procesmi s pouZitim membrany, ktora ma
hraniént hodnotu pre zadrzanie dextranu s molekulovou hmotnostou nad 2 700

daltonov a volitefne s nasledujicou hydrolyzou a potom s dal$im jednym alebo viac
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membranovymi procesmi s pouZitim membran s hranicou medzi 340 a 800
daltonov.

Vyhodné uskuto€nenie uvedeného spdsobu podfa tohto vynalezu zahfia
nasledujuce kroky:

pripravu vodného roztoku, obsahujuceho &isteny hydrogenovany dextran a
najmenej jednu vo vode rozpustnu Zelezita sof,

nastavenie pH hodnoty uvedeného vodného roztoku na hodnotu nad 10
pridanim zasady;

zahrievanie zmesi na teplotu vySe 100 °C aZ sa roztok zmeni na Cierny alebo
tmavohnedy koloidny roztok, ktory mozno filtrovat filtrom s pérmi 0,45 um; a

dalSie Cistenie a stabilizaciu s vyuzitim filtracie, zahrievania a membranovych
procesov a pridanie jedného alebo viac stabilizatorov, a volitelne su$enie roztoku na
ziskanie vyZzadovanej Zelezito-dextranovej zlGéeniny vo forme stabilného prasku.
Injekéné kvapaliny mozZno pripravit opatovhym rozpustenim tohto prasku,
nastavenim pH, filtraénou sterilizaciou a pinenim do injekénych ampuliek alebo
liekoviek. Sterilizaciu mozno vykonat tiez autoklavovanim napinenych ampuliek
alebo liekoviek.

Volitefne mozZno vynechat operaciu suSenia; injekény roztok sa potom vyrobi
z Cisteného roztoku bez medzistupiia susenia roztoku.

V dalSom vyhodnom uskutoéneni sa hydrogenaciu dextranu vykona
pomocou bérhydridu sodného vo vodnom roztoku.

Stabilizacia nastava vhodnym pridanim soli organickej hydroxykyseliny,
vyhodne citranu.

Tento vynalez zahifia tiez pouzitie zliCeniny, pozostavajucej z, alebo
obsahujucej hydrogenovany dextran s vazenym priemerom molekulovych hmotnosti
700 az 1400 daltonov, vyhodne priblizne 1 000 daltonov, s Eiselnym priemerom
molekulovych hmotnosti (Mn) 400 aZz 1400 daltonov, pricom 90 % (podfa
hmotnosti) dextranu ma molekulové hmotnosti menej ako 2 700 daltonov a Mw
zvySnych 10 % hmotnostnej frakcie dextranu s najvy3$S§imi molekulovymi
hmotnostami je pod 3200 daltonov, v stabilnej asociacii s hydroxydoxidom
Zelezitym; uvedeny hydrogenovany dextran bol &isteny membranovym procesom s

hranicou medzi 340 a 800 daltonmi; uvedené pouZitie zlGéeniny znamena pouZitie
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na pripravu parenteralne podavatelného terapeutického prostriedku na profylaxiu
alebo lie€bu anémie z nedostatku Zeleza u zvierat a fudi.
Vynalez sa dalej objasiiuje pomocou prikladov bez toho, Ze by d'alej uvedené

priklady obmedzovali zmysel a rozsah vynalezu.

Priklady uskutoénenia vynalezu

Priklad 1

a) Hydrolyza a hydrogenacia dextranu

Hydrolyzovany dextran (2 522 kg), oddeleny membranou s hraniénou
hodnotou <5 000 daltonov ako permeat sa hydrolyzoval pri pH 1,5 pri teplote 95 °C.
Hydrolyza sa monitorovala chromatograficky s vyuZitim postupov gélovej
permeaénej chromatografie (GPC) a ukonéila sa ochladenim, ked molekulova
hmotnost' hydrolyzovaného materialu dosiahla vyZadovanu hodnotu, to znamena ze
klesla na vazeny priemer molekulovych hmotnosti 700 aZ 1 400 daltonov.

Hydrolyzou sa popri pripravenom dextrane s nizkou molekulovou hmotnostou
vytvorila ale aj glukéza. Po ochladeni a neutralizacii sa mnoZstvo glukézy a
oligomérov s vefmi nizkymi molekulovymi hmotnostami zniZilo membranovymi
procesmi s hrani¢nou hodnotou 340 az 800 daltonov. Po tomto procese sa stanovil
obsah dextranu pomocou optickej otagavosti (ap?® ~200) a bol 1 976 kg, mnozstvo
redukujuceho cukru sa stanovilo pouzitim Somogyiho &inidlom a bolo 36,8 %.

Redukéna kapacita sa zniZila pésobenim bérhydridu sodného. Na 1 976 kg
dextranu sa pridalo 57 kg bérhydridu sodného pri zasaditom pH.

Po spracovani s bérhydridom sodnym sa stanovila redukénéa kapacita roztoku
na urovni 1,5 %.

Roztok sa potom zneutralizoval na pH <7,0 a nasledne deionizoval.
Chromatograficky sa stanovili priemerné molekulové hmotnosti a rozdelenie
molekulovych hmotnosti.

Chromatografia tiez potvrdila, ze sa dosiahli vyZzadované ukazovatele, to
znamena Ze 90 % (podfa hmotnosti) dextranu ma molekulové hmotnosti menej ako
2 700 daltonov a Ze vazeny priemer molekulovych hmotnosti (Mw) zvy$nych 10 %
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hmotnostnej frakcie dextranu s najvy$8imi molekulovymi hmotnostami je pod 3 200
daltonov. Hodnota Mw bola 1 217 a Mn 845 daltonov. Vysledné mnoZstvo dextranu
po deionizacii bolo 1 320 kg a bolo sstanovené podla optickej otacavosti.

b) Syntéza zelezitého dextranu

Pripraveny dextran v bode a) (120 kg) sa vo forme 18 % roztoku zmie$al s
150 kg FeCl;.6H,0.

Zmes sa mieSala a pridalo sa 93 kg Na,CO3 vo forme vodného nasyteného
roztoku a potom sa zvySilo pH na 10,5 pridanim 24 litrov koncentrovaného roztoku
NaOH (27 % hmotnost/objem).

Zmes ziskana tymto spdsobom sa zahrievala nad 100 °C aZ az sa roztok
zmenil na ierny alebo tmavohnedy koloidny roztok, ktory mozno filtrovat' filtrom s
pérmi 0,45 pm; roztok sa ochladil. Po ochladeni sa roztok neutralizoval s 12 litrami
koncentrovanej kyseliny chlorovodikovej az do pH 5,80 a distil sa membranovym
procesom az obsah chloridov v roztoku bol niz§i ako 0,68 %, pocitané na zaklad
roztoku s obsahom 5 % (hmotnost/objem) Zeleza.

Ak obsah chloridov v roztoku bol niz§i ako sa vyzaduje na dosiahnutie
izotonického roztoku, pridal sa chlorid sodny a pH sa nastavilo na koneént hodnotu
5,6; roztok sa filtroval membranovym filtrom s pérmi 0,45 um (alebo volitelne s 0,2
pum pérmi).

Roztok sa potom susil v rozprachovej susSiarni a vyrobeny praskovy Zelezity
dextranovy prasok bol spésobily na dodavanie alebo na dalSie spracovanie.

Miesto susenia v rozprachovej susiarni mozno pripravu injekénych roztokov
alternativne uskutocnit priamo z kvapaliny, ktorda ma obsah Zeleza napriklad 5 %,
ako sa uvadza hore.

Ak sa injekéné roztoky pripravuju zo Zelezitého dextranového prasku, prasok
sa opéatovne rozpusti vo vodnom prostredi, skontroluje sa pH a ak treba tak sa
upravi, a roztok sa po sterilizacii filtraciou pini do ampuliek alebo liekoviek.
Sterilizacia sa mbZe alternativne vykonat autoklavovanim po naplneni do ampuliek
alebo liekoviek.
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Priklad 2

a) Hydrolyta a hydrogenacia dextranu

Tato Cast syntézy sa vykona obdobne ako v ¢asti a) prikladu 1 s vynimkou,
Ze sa naviac pouzije 54 kg bérhydridu a tym sa zniZi redukéna kapacita dextranu na
3,0 %.

b) Syntéza Zelezitého dextranu

Dextran (120 kg) pripraveny podfa bodu a) tohto prikladu vo forme 18 %
roztoku sa zmiesal s 300 kg FeCl;.6H,0. Zmes sa mieSala a za mie§ania sa pridalo
180 kg Na,COs vo forme nasyteného vodného roztoku. Potom sa pH roztoku zvysilo
na 11,5 pouzitim 38 litrov koncentrovaného vodného roztoku NaOH (27 %
hmotnost/objem). Ziskana zmes sa zahrievala nad 100 °C aZ sa roztok zmenil na
¢ierny alebo tmavohnedy koloidny roztok, ktory mozno filtrovat filtrom s pérmi 0,45
pum; roztok sa ochladil. Ochladeny roztok sa neutralizoval pouzitim 25 litrov
koncentrovanej kyseliny chlorovodikovej aZ sa dosiahlo pH 5,60 a &istil sa pouzitim
membranovych procesov, az obsah chloridov sa znizZil na menej ako 1,1 %,
poditané na zaklad roztoku s obsahom 10 % (hmotnost/objem) Zeleza.

Do roztoku sa potom pridalo 6 kg kyseliny citronovej, pH sa upravilo na
hodnotu vy$Siu ako 8,0 pouZitim NaOH a roztok sa stabilizoval zvySenim teploty
nad 100 °C po dobu 60 minut.

Pomocou koncentrovanej kyseliny chlorovodikovej sa potom upravilo pH na
5,6. V pripade, Ze obsah chloridov bol niz§i ako sa vyZaduje pre izotonicky roztok,
koncentracia chloridov sa upravila pridanim NaCl.

Roztok sa filtroval membranovym filtrom s pérmi 0,45 um (alebo volitefne s
0,2 um poérmi).

Roztok sa potom susil v rozprachovej suSiarni a tym sa vyrobil praskovy
Zelezity dextran.

Tento praSok je vhodny na pripravu tekutych Zelezito-dextranovych
pripravkov, obsahujicich priblizne 10 % (hmotnost/objem) Zeleza.
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Priklad 3

a) Hydrolyza a hydrogenacia dextranu
Tato Cast syntézy sa vykonala obdobne ako v ¢asti a) prikladu 2.

b) Syntéza Zelezitého dextranu

Dextran (80 kg) pripraveny podfa bodu a) tohto prikladu vo forme 10 %
roztoku sa zmieSal s 400 kg FeCl3.6H;0. Zmes sa mieSala a za mie§ania sa pridalo
232 kg Na,CO; vo forme nasyteného vodného roztoku. Potom sa pH roztoku zvysilo
na 11,5 pouzitim 60 litrov koncentrovaného vodného roztoku NaOH (27 %
hmotnost/objem).

Ziskana zmes sa zahrievala nad 100 °C aZ sa roztok zmenil na Cierny alebo
tmavohnedy koloidny roztok, ktory mozno filtrovat filtrom s pérmi 0,45 um; roztok
sa ochladil. Ochladeny roztok sa neutralizoval pouzitim 15 litrov koncentrovanej
kyseliny chlorovodikovej az sa dosiahlo pH 5,60 a Cistil sa pouzitim membranovych
procesov aZ bol obsah chloridov niz8i ako 1,8 %, pocditané na zaklad roztoku s
obsahom 20 % (hmotnost/objem) Zeleza.

Potom sa pridala hydroxykyselina - kyselina citrénova (8 kg), nasledne sa
pomocou NaOH upravilo pH na hodnotu vysSiu ako 8,0; potom sa roztok stabilizoval
zvySenim teploty nad 100 °C po dobu 60 minut.

Potom sa koncentrovanou kyselinou chlorovodikovou pét upravilo pH na 5,6.
V pripade, Ze obsah chloridov v roztoku bol ni2$i, ako sa vyzaduje pre izotonicky
roztok, koncentracia chloridov sa upravila pridanim NaCl. Roztok sa filtroval
membranovym filtrom s pérmi 0,45 um (alebo volitelne s 0,2 um pérmi).

Roztok sa potom susil v rozprachovej susiarni a tym sa vyrobil praskovy
Zelezity dextran. Tento prasok je vhodny na pripravu tekutych pripravkov,
obsahujucich 20 % (hmotnost/objem) Zeleza.

Vo v8etkych troch prikladoch bol vytaZzok prasku Zelezitého dextranu vyssi

ako 95 %, vyjadreny vzhladom na mnozstvo Zeleza, pouzitého do procesu.
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PATENTOVE NAROKY

1. Zelezito-dextranova zligenina na pouZitie ako zlozka terapeutického

prostriedku na profylaxiu alebo lie€bu nedostatoCnosti Zeleza u ¢&loveka alebo
zvierat parenteralnym podavanim, pozostavajuca z:
- hydrogenovaného dextranu, ktory ma vazeny priemer molekulovych hmotnosti
(Mw) medzi 700 a 1400 daltonov, vyhodne priblizne 1 000 daltonov, éiselnu
priemernt molekulovi hmotnost (Mn) 400 aZ 1 400 daltonov, pricom 90 % (podfa
hmotnosti) dextranu ma molekulové hmotnosti menej ako 2 700 daltonov a Mw
zvySnych 10 % hmotnostnej frakcie dextranu s najvy$Simi molekulovymi
hmotnostami je menej ako 3 200 daltonov; uvedeny hydrogenovany dextran bol
¢isteny membranovymi procesmi s hranicou medzi 340 a 800 daltonmi; a

- hydroxidoxidu Zelezitého v stabilnej asociacii s uvedenym dextranom.

2. Zelezito-dextranova zluéenina podfa naroku 1, ktora samostatne tvori
suchy prasok, alebo je ako sucast suchého prasku.

3. Zelezito-dextranova zli&enina podfa naroku 2, kde prasok, v ktorom je
uvedena zluéenina pritomna samostatne alebo ako su€ast prasku, ma obsah Zeleza
15 az 45 % hmotnostnych.

4. Zelezito-dextranové zli&enina podia naroku 1, ktora je rozpustena alebo

dispergovana vo vodnom prostredi.

5. Zelezito-dextranova zlG&enina podfa naroku 4, ktora je rozpustena alebo
dispergovana vo vodnom prostredi v takom mnozZstve, Ze obsah Zeleza v roztoku
alebo disperzii je 5 az 20 % (hmotnost/objem).

6. Spdsob vyroby Zelezito-dextranovej zlG&eniny podla naroku 1, v ktorej
molekulova hmotnost dextranu je znizena hydrolyzou a dextran je hydrogenovany
na premenu funkénych aldehydovych koncovych skupin na alkoholové skupiny;

hydrogenovany dextran vo forme vodného roztoku je kombinovany najmenej s
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jednou, vo vode rozpustnou Zelezitou solou; do roztoku sa potom prida zasada za
vzniku hydroxidu Zelezitého a vysledna zmes sa zahrieva aby sa hydroxid Zelezity
premenil na hydroxidoxid Zelezity ako su¢ast asociovanej zlu¢eniny s dextranom,
vyznacdujuci sa tym,ze po hydrolyze, ale pred zmieSanim so Zelezitou
solou, rozpustnou vo vode, sa dextran &isti jednym alebo viacerymi membranovymi
procesmi s hraniénymi hodnotami, vhodnymi na zadrzanie dextranu s molekulovou
hmotnostou vy8Sou ako 2 700 daltonov, s moZnou naslednou, dalSou, hydrolyzou a
jednym alebo viacerymi membranovymi procesmi s hrani¢nou hodnotou medzi 340
a 800 daltonov.

7. Spbésob podfa naroku 6, vy znacdujaci sa tym, ze zahfa

nasledujuce vyrobné kroky:

- priprava vodného roztoku, obsahujuceho pripraveny hydrogenovany dextran a
najmenej jednu, vo vode rozpustna Zelezitu sof ;

- uprava pH uvedeného vodného roztoku na hodnotu nad 10 pridanim zasady;

- zahrievanie zmesi na teplotu vy$Siu ako 100 °C az sa roztok zmeni na Cierny
alebo tmavohnedy koloidny roztok, ktory mozno filtrovat filtrom s p6rmi 0,45 um
a

- dalSie Gistenie a stabilizacia s vyuzitim filtracie, zahrievania a membranovych
procesov a pridanie jedného alebo viac stabilizatorov, a volitelne su$enie
roztoku na ziskanie vyzadovanej Zelezito-dextranovej zlGCeniny vo forme
stabilného prasku.

8. Spdsob podia naroku6,vyznadujuci sa tym,Zze hydrogenacia
dextranov sa vykona pomocou bérhydridu sodného vo vodnom roztoku.

9. Spésob podfa naroku 7, vyznadujuci sa ty m, Ze stabilizacia
zahimia pridanie najmenej jednej soli organickej hydroxykyseliny, vyhodne vybranej z

citranov.

10. Pouzitie zlu€eniny, obsahujucej hydrogenovany dextran, ktory ma vazeny
priemer molekulovych hmotnosti (Mw) medzi 700 a 1400 daltonov, vyhodne
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priblizne 1 000 daltonov, &iselni priemernd molekulovd hmotnost (Mn) 400 az
1 400 daltonov, priCom 90 % (podfa hmotnosti) dextranu ma molekulové hmotnosti
menej ako 2 700 daltonov a Mw zvySnych 10 % hmotnostnej frakcie dextranu s
najvy88§imi molekulovymi hmotnostami je pod 3200 daltonov; uvedeny
hydrogenovany dextran bol ¢isteny membranovymi procesmi s hraniénou hodnotou
medzi 340 a 800 daltonmi; uvedeny hydrogenovany dextran je v stabilnej asociacii s
hydroxidoxidom Zelezitym; na pripravu parenteraine podavatefnych terapeutickych
prostriedkov na profylaxiu alebo lieenie anémie z nedostatku Zeleza u zvierat a

¢loveka.

11. Spésob vyroby injek&éného tekutého pripravku, obsahujiceho Zelezito-
dextranovej zludeniny podfa naroku 1, vyznacéujuci sa tym, Ze zahfia
rozpustenie Zelezito-dextranovej zluéeniny vo forme suchého prasku vo vodnom
prostredi; ak treba, upravi sa pH, volitelne sa prida stabilizator; nasleduje sterilizacia
kvapaliny filtraciou pred plnenim do ampuliek alebo liekoviek, alebo sterilizacia
autoklavovanim po naplneni do ampuliek alebo liekoviek.

12. Spdsob vyroby injekéného tekutého pripravku, obsahujiceho Zelezito-
dextranovej zlu¢eniny podfa naroku 1, vyznacdujuaci sa tym, Ze tekutina
pripravena podfa naroku 6 sa Cisti, upravi sa koncentracia Zeleza a pH, stabilizuje a
sterilizuje filtraciou pred naplnenim do ampuliek alebo liekoviek, alebo sa sterilizuje

autoklavovanim po naplneni do ampuliek alebo liekoviek.
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