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(64} Zpasob vyroby nového heminového komplexu

Zpisob vyroby nového heminového kom-
plexu, ve vodé& rozpustného, s fyziologic-
k¢ym d&inkem pro pouziti v tabletich nebo
kapslich nebo jako pevn4 latka pro p¥ipra-
vu injekéniho materidlu k 1é&b& raznych
typl anemif, zejména tdch, které jsou
spojeny s porfyrif, spolivajici v tom,

?e se krystalicky hemin uvede v reakci

s bazickou aminokyselinou, s vyhodou L-
-argininem nebo L-lysinem p¥i molérnim
pom&ru heminu a L-argininu 1:1 aZ 1:3

a heminu a L-lysinu 1:1 aZ 1:3, ve smé&si
organického rozpoudtédla a vody, s vyho-
dou acetonu a vody v objemovém poméru
300:10 aZ 300:25, s vyhodou 300:20 p¥i
teplot& mistnosti za energickéhe michéni
na dobu 10 a% 15 hodin.

Prodikt je vhodny ve form& tablet,
kapsl{ nebo présku pro vyrobu injekci
k 1lé&eni anemif, 2zv14%t& t&ch, které
jsou spojeny s porfyrii.
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Vyndlez se tykd zplisobu vyroby nového heminového komplexu, fyziologicky G&inného a
rozpustného ve vodé. Jde o argindt nebo lysindt heminu, ktery je mo¥no uZit ve formé kapsli
nebo tablet nebo ve formé& pevné ldtky, urCené pro injekdni pod&ni po rekonstituci nap¥iklad
sterilnim fyziologickym roztokem chloridu sodného.

Hemin se vyskytuje v organismu jako prostetickd skupina hemoglobinu ve v&tZin& cyto-
chlomi a v nékterych enzymech. Hemoglobin se tvofi v kostnim morku. V p¥ipadd, %e se bilkoviny
s obsahem heminu rozklddajif, uvolifiuje se hemin, avSak pouze mald &4st této latky je pak

za normdlnich fyzilogickych podminek uZita k produkci novych bilkovin s obsahem heminu.

Hemin se 5t&pi plsobenim oxygendzy heminu na biliverdin, ktery se d4dle redukuje na
na bilirubin. Nativni neporuSeny hemoglobin neni substrdtem pro plisobeni oxygendzy heminu.

Defekty v syntéze hemoglobinu mohou byt zplsobeny porufenim syntézy heminového nebo
globinového Fet&zce. Syntéza heminu mi¥e byt porudena z toho dlvodu, Ze a) chyb{i nékterd
ze sloZek, nutnych pro jeho tvorbu nebo b) existuje dysfunkce enzymu, ktery katalyzuje
tvorbu této ldtky.

a) Nedostatek Zeleza je limitujicim faktorem pro syntézu heminu. Organismus dostédva
nutnou denni d&vku Zeleza 1 aZz 2 mg v potravé&, Nedostatek Zeleza miZe vzniknout potravou,
chudou na Zelezo nebo tak, Ze v potravé se vyskytuji létky, vdZfci Zelezo. Nedostatky
vstfeb&vén! %eleza mohou také vést k nedostatku Zeleza v organismu, pfestoZe p¥ivod potravou
je dostate&ny. Bez ohledu na p¥iéinu vede nedostatek Zeleza d¥ive nebo pozd&ji k chudokrev-

nosti.

P¥i avitaminose Beo kter&d je pomérné vzacnd, je vst¥ebdvdni Zeleza normdlni, aviak
Zelezo neni vyuZivdno bufikami. V disledku toho se vyviji urdity typ sideroblastické anemie.
Anemie z nedostatku Zeleza se 1é&i bud pod&vdnim petrordlnich prepar&td s obsahem Zeleza,
obvykle ve form& siranu nebo glukondtu nebo injekénim poddnim sorbitolu %eleza. V pfipadé,
?e vézne vstFfebdvdni Zeleza, nemd smysl poddvat perordlni p¥ipravky. Zelezo se nedostane

ani do bunék sliznice sttevni.

Na rozdil od anorganického Zeleza je Zelezo v heminu, kde je na hemin p¥imo vézéno
vst¥ebdvéno bunkami i v p¥ipadé poruSendho vst¥ebdvani Zeleza tam, kde neni mo¥no uZit

b&Znou perordlni lécbu.

Znamend to, Ze Zelezo, vézané na hemin je jedinym zndmym prost¥edkem pro perordlni
1é¢bu pfipadll, které jsou jinak proti 1é¢h& odolné. Zelezo, vdzané na hemin se vst¥ebdva
4-5kr&t lépe ne? anorganické Zelezo i u zdravych 1idf, jak bylo popsdno v publikaci Seppénen
H o Takkunen H: Suomen Ladkarilehti 36: 2 071-2 072, 1981.

b) Syntéza heminu je regulovdna enzymaticky. Porufend funkce enzymt, katalyzujici
syntézu heminli miZe byt bud vrozend nebo zplsobend zevnimi p¥i¢inami. V obou p¥ipadech
viak dochdzi ke snifené tvorb& heminu, coZ se projevi vznikem porfyria nebo nékterych druht

sideroblastické anemie nebo jinym onemocnénim.

Porfyria je nejd@ilezit&j&i skupinou onemocnéni z poruSené funkce enzyml. U nemocnych
dochdzi k nahromadéni porfyrinl, meziproduktl syntézy heminl a ke zvySendmu vyméSovani

téchto ldtek v modi a ve stolici.

vétiina druhl tohoto onemocnéni se projevi akutnim zachvatem, ktery je velmi t&Zké
zvladnout. :

V nékterych pripadech se misto porfyria vytvo¥i sideroblastickd& anemie r@zného typu
jako ddsledek nesprdvné funkce enzymi, které se U¢astni syntézy heminu. Tyto sideroblastické

anemie mohou také byt vrozené nebo ziskané.
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Lé&ba porfyria byla aZ dosud zaloZena prevdZné na vynechdni nékterych ldtek a na podé-
védni velkého mnoZstvi uhlovodiki v prib&hu akutniho zdchvatu, vysledky vSak nebyly p¥ilis§
dobré. 0d té doby, co vznik porfyria byl vyjasnén, doS$le k podadvani heminovych sloudenin,

nap¥iklad hematinu nitroZilné&.

Hematin je velmi G&inny pti 1é&beé zdchvatd, av8ak u vice neZ 50 % nemocnych zpisobuje
24néty 2il s trombdzami. Mimoto je p¥ili¥ nestdly a proto neni vhodny k vyrob& v primyslovém
m&¥itku. Je tedy z¥ejmé, Ze a% dosud jsou k disposici pro 1é&bu nemocnych a porfyrii jen

nékteré nedostatedné prostfedky.

Vyndlez si klade za kol navrhnout vyrobu ve vodé rozpustné ldtky s obsahem heminu
a Zeleza pro lé&bu né&kterych druhl anemie, pridemZ Zelezo je v tomto p¥ipadé k disposici

p¥imo v molekule heminu.

Tato l&tka by m&la byt predev8im urcena k 1éEb& porfyrie, u niZ normdlni produkce
hemoglobinu je z néjakého duvodu porudena. ProtoZe sloufenina mi& byt urdena pro perordlni

poddni{ ve form& tablet nebo kapsli, a také pro injek&ni poddni, musi byt roipustné ve vodé.

Hemin, ktery je nedostatedné rozpustny ve vodé, miZe byt ziskdn v Cisté formé z krve
extrakci kyselinou solnou nebo octovou z vodného roztoku rozru$enych Cervenych krvinek.
Dal8i zplsob je zaloZen na extrakci heminu acetonem za p¥itomnosti napfiklad histidylhisti-
dinu, pilokarpinu nebo imidazolu p¥i pH 7,0 podle publikace Wakid N. W. g Helou K. Y.:

Int. J. Biochem. 4, 259 aZ 267, 1973,

PCT patentovd p¥ihldska ¢. 813 749 (PCT/F181/00026) popisuje zpusob vyroby ve vodé
rozpustného koncentratu heminu, v némZz p¥ibliZné& 40 % hmotnostnich je hemin a zbytek je
"krevni substance" nezndmé povahy. Produkt je uréen pro pouZiti v lyofilizované form& jako

doplnék potravy s obsahem Zeleza nebo jako 1lé¢ivo proti chudokrevnosti. ’

Nevyhodou je, Ze vyslednym produktem je smé&s heminu a "krevni substance". Protoie

druh4 sloZka neni jednotnd, je sm&s nevhodnd pro injek&ni podani.

Porfyria byla léena a? dosud v nemocnici pfipravovanou smé&si, ziskanou tak, Ze hemin
byl rozpustén ve sterilnim roztoku uhliditanu sodného (hematin). ProtoZe tento roztok je

nestdly, nemiZfe byt pruimyslové vyrabdn ve velkém mé¥itku.

Mimoto zplsobuje hematin, jak bylo svrchu uvedeno, zénéty zil s trombdzou v misté
injekce u pfibliZné& 50 % pfipadu, patrné v dusledku vysokého pH roztoku. Znamend to véZnou

nevyhodu, kterd snifuje podstatné pouZitelnost uvedené létky.

Pfedmétem vyndlezu je zplsob vyroby nového heminového komplexu, ve vodé& rozpustného,
s fyziologickym Géinkem pro pouziti v tabletdch nebo kapslich nebo jako pevnid ldtka pro
piipravu injek&niho materidlu k 1é&b& rliznych typl anemii, zejména té&ch, které jsou spojeny
s porfyrif, vyznatujici se tim, Ze se krystalicky hemin uvede v reakci s bazickou aminokyse-
linou, a to L-argininem nebo L-lysinem p¥i molédrnim poméru heminu k L-argininu 1:1 aZ 1:4
a heminu k L~lysinu 1:1 aZ 1:4, ve smési organického rozpousté&dla a vody, s vyhodou acetonu
a vody Vv objemovém poméru 300:10 az 300:25, s vyhodou 200:20 pfi teploté mistnosti za ener-
gického michdni na dobu 10 aZ 15 hodin.

SloZeni rozpou$tédla, zejména podil organického rozpoustédla k vodé je velmi dldlezity

pro pouziti v?sledného produktu, cof je pfekvapujici. Obsah vody ve smési rozpoustédel

je tak nizky, p¥ibliZné& 7 %, Ze se v ném nerozpou$ti ani hemin ani lépc rozpustny L-arqginin,
Reakce probihd za Yizeni pH reakéniho roztoku. Vznikly roztok se odd™li o susi.
Slougenina s obsahem heminu se ziskd v suché form¢ a je rozpustnd v wodd, co? jo

podstatné z léka¥ského hlediska a také z farmaceutického hlediska.
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Molekula heminu obsahuje dvé karboxylové skupiny, které reaguji s bazickymi aminoskupi-

nami L-lysinu nebo L-argininu.

Heminargindt a heminlysindt, pfipravené zplhsobem podle vyndlezu, byly rozpust&ny ve
vodé a bylo mé¥eno pH té&chto roztokl a srovndvédno v ruznych Sasovych intervalech a pH mecha-

nické smési heminu a L-argininu, rozpu$téného ve vod&. Vysledky jsou uvedeny v tabulce 1.

Tabulka 1

pH
0 min 60 min 24 h
Heminargindt 0,02937 g/25 ml 8,22 8,22 8,22
Heminlysindt 0,02760 g/25 ml 8,10 7,97 8,13
Hemin + 0,01630 g/25 ml 10,13 9,81 9,33

L-arginin 0,01307 g/25 ml

Vysledky mé¥eni pH ukazuji, Ze pH heminargindtu a heminlysindtu je stdlé, tj. p¥ibliZné
8 celych 24 hodin. Na druhé strané pH mechanické smé&si pomalu klesd, patrn& v disledku

pomalé reakce mezi karboxylovymi skupinami heminu a aminoskupinou L-aminokyseliny.

7 tohoto ddvodu neni moZno pouhym smisenim ziskat produkt, vhodny pro 1é%bu. Heminargi-
ndt a heminlysindt, p¥ipravené zplUsobem podle vyndlezu jsou komplexni sloudeniny, v nichZ

L-aminokyselina reagovala s karboxylovymi skupinami heminu.

Aby bylo moZno zjistit optimdlni molérni vztah mezi obéma sloZkami a nejvyhodn&jsi

sloZeni rozpoustédla, byly provddény s heminem a argininem nédsledujici pokusy:

Do reakce byly uvedeny krystalicky hemin a L-arginin v moldrnich pomérech 1:2 a 1:3
za energického michéni v rozpoudtddle, které sestdvalo z organického rozpoudtéddla a vody
v rliznych pomé&rech. Vytvofené sraZeniny byly odfiltrovdny, promyty a usuSeny.

Rozpustnost ve vodé byla stanovena rozpu$ténim a miIché&nim po 1 hodinu celkem 1,0 g

heminargindtu, ziskaného v kaZdém pokusu v 50 ml destilované vody.

Roztoky byly odst¥edény p¥i p¥ibliZné 3 500 ot&&k&ch za minutu, 2bytek byl promyt
10 ml destilované vody a 10 ml acetonu a pak byl usuden a zvdZen. Nerozpustny zbytek sestéval
p¥evdiné z nezreagovaného heminu. Vysledky té&chto pokusl jsou uvedeny v ndsledujici tabulce 2.

Tabulka 2

Hemin : L-argininu
o

Hmotnost Moldrni Rozpoustédlo ml . Teplota C Zbytek
(9) podil

6,52:3,48 1:2 methanol 300 20 dehet
6,52:3,48 1:2 ‘ ethanol 300 20 2£100%
6,52:5,22 1:3 ethanol 300 40 20,2%
6,52:3,48 1:2 isopropanol 300 20 22100%
6,52:3,48 1:2 isopropanol/voda 300:20 20 21,2%
6,52:5,22 1:3 isopropanocl/voda 300:20 20 9,7%
6,52:3,48 1:3 aceton/voda 300/15 20 16,8%
6,52:3,48 1:2 aceton/voda 300/20 20 12,4%
6,52:15,22 1:3 ~aceton/voda 300:10 20 > 100%
6,52:5,22 1:3 aceton/voda 300:10 40 11,4%
6,52:5,22 1:3 aceton/voda . 300:15 20 8,3%
6,52:5,22 1:3 aceton/voda 300:20 20 0,3%
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pokradovdni tabulky 2

Hemin : L-argininu

Hmotnost Mold&rni Rozpousté&dlo ml Teplota °c Zbytek
(9) podil

6,52:5,22 1:3 aceton/voda 300:30 20 dehet

6,52:5,22 1:3 aceton/voda 150:10 20 4,2%

6,52:5,22 1:3 aceton/voda 150:12,5 20 dehet

Dehtovit4 lAtka, kterd se tvo¥ila v nékterych pokusech, nemohla byt pfevedena na prasko-
vitou formu.

Prakticky nejpouZitelnéjsi molarni podil heminu k argininu je patrné 1:3 a nejvyhodnéjsi
sm&s{ rozpoudtédel je 300 ml acetonu a 20 ml vody, protoZe hemin pot¥ebuje maly pfebytek

L-argininu, aby reakce spradvné probéhla.

Mistni d¢&inek nitroZilné podanych heminovych sloufenin na okolni tkdné byl sledovéan
tak, Ze 5 ml/kg bylo poddno do usni Zily krdlikQ (California White). Jako referen&ni roztok

byl uZit bé&Zn¢ roztok heminkarbondtu {hematin).

Po infuzi heminargindtu ztstala okolni tkdn normdlni, to znamen&, Ze nedo3lo ke steril-

nimu zé&n&tu (tromboflebitidé).

Podobné vysledky bylo moZno pozorovat po infuzi odpovidajiciho roztoku heminlysindtu.

Je tedy moZno uzaviit, Ze tyto latky p¥i nitroZilnim podéni nezpisobuji tromboflebitidu.

V p¥ipadé, Ze byl poddn stejnym zplsobem heminkarbondt, zéervenala kdZe v okoli zily
a byla podraZdénd, doS$lo ke sterilnfmu zé&nétu (trombiflebitid&). T¥i dny po vstiiknuti

roztoku heminkarbondtu tento stav je$té setrvaval.

Fyziologické vlastnosti rdznych ve vodé rozpustnych heminovych slouenin byly sledovany
zkoumdnim schopnosti heminoxygendzy 5tépit tyto latky. Fyziologickym substratem pro uvedeny
enzym je methemalbumin, ktery se $tdpi na biliverdin, ktery je ddle redukovédn na bilirubin

biliverdinreduktézou.

To znamend, Ze p¥ebyteény hemin, ktery organismus nemiZe vyuZit se rozklada pfedevéim
heminoxygendzou aZ na bilirubin a dal#i p¥ibuzné ldtky, které se pak normdlnim zpisobem

vymésuji., Limitujicim enzymem je tedy heminoxygenaza.

P¥i naSich enzymatickych analyzdch byla G¢innost methemalbuminu vyjddfend jako 100,
aby bylo moZno zjistit schopnost heminargindtu a heminlysindtu slouZit jako substraty
pro heminoxygendt. Odpovidajici hodnota pro heminargindt a heminlysiné&t bylo 106. O&innosti
ostatnich heminovych aminovych derivaty, v'nichi aminovou sloikou byl diethanclamin, ethylamin,

cyklohexylamin nebo piperidin, bylo 13, 21, 31 a 78.

Je tedy z¥eimé, Ze obé svrchu uvedené latky, t3j. heminargindt a heminlysindt se chovaj{

v organismu vzhledem k heminoxygendze jako normdlni fyziologické slouceniny.

Vyndlez bude objasnén ndsledujicimi p¥iklady.

p¥iklad 1

6,52 g (0,01 ml) krystalického heminu a 3,48 g (0,02 moly) krystalického L-argininu
se energicky michd 10 aZ 15 hodin v kddince, opatfené mechanickym michadlem a obsahujici

300 ml acetonu a 20 ml vody. Vznikly produkt se odfilrruie, promyie acetonem a susi.
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Timto zpisobem se ve vytéZku 95 % ziskd 9,5 g heminargindtu jako pevnd l&tka. Neroz-
pustny podil, stanoveny svrchu uvedenym zplsobem je 0,13 g (14 %).

P¥iklad 2

6,52 g (0,01 mol) krystalického heminu a 4,35 g (0,025 mol) krystalického L-argininu

se zpracovAva zpUsobem podle p¥ikladu 1.

" Timto zplisobem se ve vytéZku p¥ibliZn& 100 % ziskd 11,1 g heminargindtu. Nerozpustny
podil je 0,042 g (4,2 %). \

P¥{iklad 3

6,52 g (0,01 mol) krystalického heminu a 5,23 g (0,03 mol) krystalického L-argininu
se zpracovAv& zplUsobem, ktery byl popsédn v p¥ikladu 1.

Timto zpisobem se ve vytéZiku p¥ibliZné 102 % zisk& 12,0 g heminargin&tu. Nerozpustny

podil je 0,001 g (0,1 %).
P¥Ifklad 4

6,52 g (0,01 mol) krystalického heminu a 6,10 g (0,035 mol) krystalického L-argininu

se zpracovavd zplusobem, ktery byl svrchu popsédn v p¥ikladu 1.

. Timto zplUsobem se ve vyté&Zku 95 % ziskd celkem 12,0 g vysledného heminargindtu. Mimoto
se zisk4d 0,0005 g (1,05 %) vysledného nerozpustného podilu.

pP¥i{iklad 5

6,52 g (0,01 mol) krystalického heminu a 4,39 g (0,03 mol) krystalického L-lysinu
se zpracovAvé zplsobem podle p¥ikladu 1.

Timto zplUsobem se ve vyt&Zku 99 % ziskd 10,8 g heminu lysin&tu. Nerozpustny podil
je 0,020 g (2,8 %).

Je zfejmé, Ze optimdlni moldrni podil heminu k argindtu je 1:3 jako v p¥ikladu 3, proto¥e
v tomto pfipadé se zisk& nejvy$si vyt&Zek heminargindtu a nejniZ%{ mnoZstvi nerozpustného

podilu.

PREDMET VYNALEZU

1. zZpusob vyroby nového heminového komplexu, ve vodé& rozpustného, s fyziologickym
Géinkem pro pouziti v tabletéch nebo kapslich nebo jako pevnd ldtka pro pEipravu injek&éniho
materidlu k 1é&bé& ruznych typu anemii, zejména té&ch, které jsou spojeny s porfyrii, vyznalujici
se tim, Ze se krystalicky hemin uvede v reakci s bazickou aminokyselinou, a to L-argininem
nebo L-lysinem p¥i moldrnim pom&ru heminu k L-argininu 1:1 a% 1:4 a heminu k L-lysinu 1:1
az 1:4, ve smési organického rozpoudtédla a vody, s vyhodou acetonu a vody v objemovém
pomé&ru 300:10 az 300:25, s vyhodou 300:20 p¥i teploté& mistnosti za energického miché&ni
na dobu 10 aZ 15 hodin.

2. zZplsob podle bodu 1, vyznadujici se tim, Ze moldrni podil heminu k L-argininu se

pohybuje v rozmezi 1:2 aZ 1:4, s vyhodou je 1:3.

3. zplisob podle bodu 1, vyznalujici se tim, %e moldrni podil heminu k L-lysinu je

1:3 a% 1:4, s vyhodou je 4:3,
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