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(57)Anotace:

Re3eni se tyka sloudeniny pro parentralni 1é¢eni anemie s
nedostatkem Zeleza, kteryZto sloudenina obsahuje
hydrogenovany dextran ve stalé asociaci s oxyhydroxidem
selezitym. hydrogenovany dextran ma hmotnostni stfedni
molekulovou hmotnost mezi 700 a 1 400 (0,7 a 1,4 kg.mol ™),
s vyhodnou 1 000 (1 kg.mol™) a &iselnou stfedni molekulovou
hmotnost od 400 do 1 400 (0,4 - 1,4 kg.mol'l), kde 90
hmotnostnich % dextranu ma molekulové hmotnosti men3i
nez 2 700 (2,7 kg.mol ") a hmotnostni stfedni molekulovou
hmotnost 10 hmotnostnich % podilu dextranu s nejvy3simi
molekulovymi hmotnostmi &inf méné nez 3 200 (3,2 kg.mol™),
piidemZ uvedeny hydrogenovany dextran byl podroben &iténi
membrénovymi postupy s vyluSovaci hranici 340 a 800 (0,3 a
0,8 kg.mol™). Slougenina se vyrabi za pouZiti membranovych
postupti k odstranéni dextranti o vy33i molekulové hmotnosti
nez piiblizng 2 700 (2,7 kg.mol') a membrénovych postupi k
odstranni cukrii o molekulové hmotnosti niZs nez piiblizng
340 (0,34 kg.mol ™) z hydrogenovaného dextranu pied
sré¥enim hydroxidu Zelezitého v p¥itomnosti uvedeného
dextranu s naslednym zahfatim a Cisténim.
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Sloudenina Zeleza a dextranu

Oblast techniky

Sloudenina ¥eleza a dextranu pro pouZiti jako sloZka
1é&ebného prost¥edku pro profylaxi nebo 1lé%eni nedostatku
Yeleza, zplusob vyroby uvedené sloudeniny Zeleza a dextranu a
pouZiti uvedené sloudeniny pro p¥ipravu léZebného

prost¥edku, ktery je moZno podéavat parenteralné.

Dosavadni stav techniky

Anemie s nedostatkem Zeleza byla popséna jako jeden z
nejobvyklejsich - a moZna nejobvyklejsi - pathologicky stav
dlov&ka z celosvdtového hlediska. Pokud nejsou prijata vhodna
profylaktickd opat¥eni, je anemie s nedostatkem Zeleza

problémem i v modernim chovu vep¥d a jinych domdcich zvirat.

A%koliv lze anemii s nedostatkem Zeleza predchazet nebo
j1 1é&&it orédlnim podénim p¥ipravki obsahujicich Zelezo, dava
se v rad® pripadd prednost pouZiti Yelezitych p¥ipravkl
podavanych parenterdln&, aby se pfedeslo pomé&nlivosti v
biologické dostupnosti p¥i oralnim podéni a aby bylo

zaji¥t&no G&inné podani.

7 t&chto duvodd byly parenterdlni p¥ipravky s obsahem
Yeleza, to znamend pro podkoZni, nitrosvalové a nitroZini
podani, jiZ po moho let k dispozici veterindrnim a humanim

praktickym lékaf¥um.

Adkoliv byly jako sloZky parenteralné podavanych 1léciv

proti anemii s nedostatkem Zeleza navrZeny nebo pouZity ruzné




sloudeniny, obsahujici Zelezo, jsou dnes nejobvyklejSimi
p¥ipravky ty, které obsahuji oxyhydroxid (nebo hydroxid)
Yelezity ve spojeni s dextranem. Dextran je polymerni cukr,

vytva¥eny mikroorganizmem Leuconostoc mesenteroides.

p¥ipravek se ¥elezem pro parenterdlni injekci musi
pochopiteln& vyhovovat fadé poZdavkl v&etné& dobré dostupnosti
Yeleza pro syntézu hemoglobinu, plisobeni bez mistnich a
v&eobecnych vedlejdich G&inkl a stdlosti p¥i uchovavani,
ktera umoZiiuje dostatenou skladovatelnost pIi teploté

mistnosti.

pripravky Zeleza s dextranem pro léceni anemie jsou na
trhu po desitky let; s cilem zlepSit stalost t&chto p¥ipravkl
a sni¥it rozsah vedlejdich G&inkd po jejich podani bylo
navr¥eno mnoho zmén ve zpusobu vyroby a ve vybéru vychozich

latek.

Jako ptiklady patentt, zabyvajicich se t&mito problémy,

je mo¥no uvést nédsledovné:

US 2 885 393 (1959) popisuje zdkladni postup pIipravy
komplexu Zeleza s dextranem, ve kterém je st¥edni molekulova
hmotnost dextranu 30 000 a% 80 000 Daltonli (30-80 kg.mol'H
nebo ni¥3i. 2z Gdajd v patentu nevyplyva, zda jsou tyto

komplexy vhodné pro lécbu 1idi.

US Re. 24 642 (1959) obsahuje v za¥Yazenych odkazech
podrobny rozbor pozadavk® na roztok obsahujici Zelezo, urleny
k nitrosvalové injekci. Patent pojednévad o vcelku neiontovém
komplexu hydroxidu Zelezitého s dextranem o pram&rné vnit¥ni

viskozit& p¥i 25°C od p¥ibliZné 0,025 do p¥ibliZné 0,25 a



dale o zplisobu p¥ipravy takového komplexu tim, Ze se popsany
dextran spoji s hydroxidem Zelezitym, vytvo¥enym in situ
reakci mezi Yelezitou soli a alkalickou zdsadou. Nejsou
uvedeny %&dné Udaje o poZadované molekulové hmotnosti
dextranu a krom& Castedné depolymerace neni naznacena ani

¥3dna chemickd zména dextranu.

US 3 093 545 (1963). Tento patent uvadi nékteré
podrobnosti, jako je teplota a hodnoty pH, p¥i zdokonalené
vyrob& latky, zfejm& velmi podobné té, kterd byla p¥ipravena

podle pfedchoziho patentu.

GB 1 200 902 (1970) uvadi, Ze na rozdil od vyroby
hydroxidu Zelezitého in situ je vyhodné p¥edem vytvorit
hydroxid Zelezity za kontrolovanych podminek, nebot takovy
hydroxid Zelezity vytva¥i ochotné komplexy s dextranem. Dale
se uvadi, %e jako teoretické moZnosti pfichazeji v dvahu
nejenom Gastedné depolymerované dextrany se stf¥edni
molekulovou hmotnosti v rozsahu nap¥. 500 - 50 000 Daltonu
(0,5-50 kg.mold), s vyhodou v rozsahu 1 000 - 10 000 Daltont
{1-10 kg.mold), ale také pozm&n&né formy nebo derivaty
dextranu, jako jsou hydrogenované dextrany nebo oxidované
dextrany nebo dextrany, na které bylo pusobeno zasadami.
Jediné dextrany, které jsou jmenovité uvedeny, jsou oxidované
dextrany se st¥edni molekulovou hmotnosti 3 000, resp. 5 000
Daltonti (3-5 kg.mol™™). Hydroxid Zelezity se pTipravuje pfed
stykem s dextranem. To znamend, ze vyslednd latka sestava z
oxyhydroxidu Zelezitého, na kterém dextran vytvari povlak na
rozdil od homogen&jsich vyrobkd, vytvofenych sraZenim

hydroxidu Zelezitého in situ, t.zn. Vv p¥itomnosti dextranu.



DK 117 730 (1970) se zabyva postupem, ve kterém reaguje
hydrogenovany dextran o molekulové hmotnosti mezi 2 000 a
10 000 Daltony (2-10 kg.mold) s hydroxidem Zelezitym ve
vodném prost¥edi. Primérnd molekulovad hmotnost dextranu,
pou¥itého v p¥ikladech provedeni vynalezu, neni uvedena. Jako
vnit¥ni viskozita se vSak uvadi hodnota 0,05, coZz by
odpovidalo st¥edni molekulové hmotnosti p¥ibliZné& 5 000

Daltonti (5 kg.mol™™).

DK 122 398 (1972) rovn&Z popisuje pouziti
hydrogenovaného dextranu pro pfipravu komplexnich sloucenin s
hydroxidem Zelezitym a uvadi, Ze se dosahuje podstatné nizsi
toxicity, neZ p¥i pouZiti nehydrogenovaného dextranu.
PYedmé&tem patentu je zplsob vyroby, pri kterém se vlhky
hydroxid Zelezity smisi se suchym hydrogenovanym dextranem a
po pYipadném p¥idéni kyseliny citronové nebo citrdtu se smés

zahfeje a &isti.

US 3 697 502 (1972) uvadi zpusob vyroby p¥ipravku Zeleza
s dextranem, ve kterém se k dextranu p¥ida kyselina citronova
a soufasné i roztok hydroxidu alkalického kovu a roztok
chloridu Selezitého. St¥edni molekulovad hmotnost dextranu je
mezi 3 000 a 20 000 Daltonl 3-20 kg.mol ") . Dextran, pouZity
v prikladech provedeni vynalezu, m& molekulovou hmotnost

7 000 a 10 000 Daltonl (7 a 10 kg.mol™").

DK 129 353 (1974) Jje zam&¥en na podobny zpusob vyroby
derivatu hydroxidu Zelezitého s dextranem s prumérnou
molekulovou hmotnosti dextranu nejvySe 50 000 Daltont (50
kg.molq), p¥igem? koncové skupiny jeho polymerniho Yetézce
byly pozm&n&ny tak, Ze koncové jednotky anhydroglukosy

redukdni povahy byly pfeménény na prisludné karboxylové



kyseliny. Alkoliv rozsah molekulovych hmotnosti, uvedeny pro
dextran, je velmi Ziroky - od 500 do 50 000 Daltond (0,5-50
kg.mold), s vyhodou od 1 000 do 10 000 Daltond (1-10
kg.mold) - mé& jediny dextran, uvedeny Vv pfikladu, st¥edni

molekulovou hmotnost 5 000 Daltond (5 kg.mol'?).

DK 129 942 (1974) se podobad pF¥edchozimu danskému patentu
a pojednavé o pripravé komplexd hydroxidu Zelezitého s
dextranheptonovou kyselinou nebo dextrinheptonovou kyselinou.
Heptonové kyseliny se pripravuji hydrolyzou p¥islusnych

kyanhydrint.

US 4 827 945 (1989) a 5 102 652 (1992) se oba zabyvaji
superparamagnetickymi kovovymi oxidy, potaZenymi polymernimi
ldtkami jako je dextran, nebo s nimi asociovanymi. Polymer
gse uvede do styku se sm&si kovovych oxidi ve dvou raznych
oxida&nich stupnich k vytvo¥eni kombinované
superparamagnetické latky, ktera se dodate&né oxiduje tak,
aby se vegkery kovovy oxid preménil na nejvy83i oxidadni
stupefi. Vznikla latka je zvlaste uzite&néd v lékarské
diagnostice jako kontrastni latka pfi zobrazovani magnetickou
rezonanci. Zmin&na je v8ak také moZnost jejich vyuZiti v
168b& anemie s nedostatkem Zeleza. Molekulova hmotnost
polymert, v&etn& cukrl jako je dextran, je s vyhodou od 5 000

do 250 000 Daltonl (5-250 kg.mold).

GB 1 076 219 popisuje vyrobu latky, obsahujici Zelezo,
ve které je hydroxid Zelezity véz&n na komplexotvornou
slo¥ku, sestédvajici ze sorbitu, glukonové kyseliny a
oligosacharidu ve stanovenych pomé&rech, kde p¥evlada sorbit.
V jednom z p¥ikladl provedeni vyndlezu je jako oligosacharid

pouZit hydrogenovany dextran se stredni molekulovou hmotnosti
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p¥ibliZn& 1 000 Daltonu (1 kg.mold). Z postupu, popsaného
pro vyrobu tohoto dextranu, lze odvodit, Ze musi mit vysoky
podil slo¥ek o velmi nizké molekulové hmotnosti. Ve
spojitosti s pfedloZenym vynédlezem je velmi dilezité
vysvétleni, Ze v okamZiku tvorby komplexu je p¥itomno velké

mno¥stvi hydrogenovaného monomeru dextranu, tj. sorbitu.

Jak vyplyva ze svrchu uvedenych patentt, maji p¥ipravky
vyrobené podle soulasného stavu techniky - vzdor ¥ad& pokust
zlep3it p¥ipravky Zeleza s dextranem pro 1é&bu anemie - stéale

jest& nékteré nedostatky.

Je to zplUsobeno tim, Ze u n&kterych pacientl mohou
p¥ipravky vyvolat pozdni p¥ecitlivélost, nebo tézké
anafylaktické vedlejdi Gdinky, projevujici se napt¥. jako
dyspnea (duBnost), nizky krevni tlak, ok a smrt. Je moZno

pozorovat i jiné toxické reakce.

Vedle toho nevyhovuji nékteré p¥ipravky, vyrobené podle
dosavadniho stavu techniky, soulasnym poZadavkim na stalost.
Nedostatek stalosti se miZ¥e projevit jako rosolovaténi
kapaliny nebo tvorba sraZeniny hydroxidu nebo oxyhydroxidu

Zelezitého.

Podstata vynalezu

Na zaklad& vyzkumu, pokusl a praktickych zkuSenosti bylo
zjisté&no, Ze svrchu uvedené nedostatky jsou spojeny s
pfitomnosti nedostatelné hydrolyzovaného dextranu o relativné
vysoké molekulové hmotnosti, p¥itomného - i kdyZ v nepatrnych

mno¥stvich - v dextranu, pouZitém jako vychozi latka, jakoZ i




s p¥itomnosti v n&m obsaZenych cukrd s nizkou molekulovou

hmotnosti.

Vieobecné se uzndva, Ze dextrany s vysokou molekulovou
hmotnosti predstavuji s ohledem na anafylaktické reakce vétsi
riziko, ne? dextrany s nizkou molekulovou hmotnosti. Je
skute&n& bé&Znou praxi sniZovat p¥i infuzi klinického dextranu
riziko anafylaktickych reakci tim, Ze se pacientovi predem
injikuje deXtran o nizké molekulové hmotnosti, jako Je
dextran s prum&rnou molekulovou hmotnosti Mw pribliZné 1 000

Daltont (1 kg.mol™).

Vyroba dextranu obvykle zahrnuje kyselou hydrolyzu
dextrant s vy83i molekulovou hmotnosti, nasledovanou
izolaénimi a Sisticimi postupy vetn& sradZeni dextranu napt.
z vodného roztoku p¥idédnim nap¥. alkoholu.

g

PY¥i tomto sraZeni se srazi nejen pozadovany podil
dextranu, ale srazi se také vedkery dextran o vyS8si
molekulové hmotnosti, takZe ziskany dextranovy podil Casto
obsahuje dextrany o vysoké molekulové hmotnosti, které nebyly

rozgt&peny predchézejici kyselou hydrolyzou.

vzhledem k tomu, Ze i velmi nizké koncentrace dextrand o
vysoké molekulové hmotnosti jsou schopny vyvolat
nepredvidatelné a fasto velmi z&vazZné anafylaktické reakce,
je vyznadnym rysem pY¥edloZeného vynadlezu, Ze p¥itomnost
takovychtd dextran musi byt vyloulena ndhradou nebo
dopln&nim b&Znych sraZecich postupl membranovymi postupy,
schopnymi vylou&it velmi G&inné dextrany o vysoké molekulové
hmotnosti, a to pred tim, neZ se poZadovand dextranovd frakce

dostane do styku se sloudeninami Zeleza.



Bylo v8ak zji¥t&no, Z¥e odstranéni dextranl o vysoké
molekulové hmotnosti z poZadovaného podilu s molekulovou
hmotnosti nap¥. 10 000 Daltont (10 kg.mol™') nezajidtuje, aby
vysledna latka s Zelezem a dextranem byla netoxicka a stala.
Bylo také zji¥t&no, Z¥e obtiZ¥e zpuisobuje i pritomnost cukrd o
nizké molekulové hmotnosti, jako jsou monosacharidy,

pochédzejici z hydrolytického postupu.

Pritomnosti takovychto cukrd byl dosud pripisovan jen
maly vyznam. KdyZ v&ak dextran, obsahujici tyto cukry,
reaguje se Zelezem, pak hydroxid Zelezity, ktery se srédzi v

z N

jejich p¥itomnosti, vytva¥i nejen asociadni komplexy dextran

P

ale se felezem se spojuji i cukry a vytvareji

Zelezo,
komplexni nebo asociacni slouleniny.
Tyto sloueniny Zeleza s cukry jsou vS8ak daleko méné
stalé ne¥ sloufeniny Zeleza s dextranem a ve vodném roztoku z
nich vznika ur&iti koncentrace Zelezitych iontd a cukru o
nizké molekulové hmotnosti, jako je glukosa.

Jak je dob¥e znadmo, maji Zelezité ionty, pritomné v
p¥ipravcich pro parenterdlni podavani, toxické G&inky. Kromé
toho se ukézalo, ¥e nestdlost vodného roztoku dextranu se
Yelezem nezplusobuji jen Zelezité ionty, ale i cukry s nizkou
molekulovou hmotnosti, a to pro sréZeci a /nebo Zelatinujici
pochody, které mohou v prub&hu dni nebo mé&sicl zplisobit Uplné
ztuhnuti roztoku. Zda se dile, Ze pY¥itomnost cukrt o nizké
molekulové hmotnosti zvySuje parenterdlni toxicitu roztoku
Yeleza s dextranem, zFejm& proto, Z%e cukry jsou na prekazku

vazb& sloulenin Zeleza na dextran a tim vytvafeji volné nebo

slab& vazané ionty Zeleza.
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A%koliv vazba mezi cukry s nizkou molekulovou hmotnosti
a sloudeninami Zeleza je - jak vyplyvd ze shora uvedenych
skutednosti - pom&rn& slabd, postaluje k tomu, aby brénila
G&innému odstran&ni cukrli a volnych slouenin Zeleza
dialysou, které se roztok %eleza s dextranem b&Zné& podrobuje

jako zavé&relnému kroku.

Dalfim dileZitym rysem p¥edloZeného vyndlezu je proto
nutnost distit dextranovou frakci membranovymi postupy, které
odstrafiuji cukry o nizké molekulové hmotnosti, a to d¥ive,
nef se pouije v reakci, p¥i které se vytvari komplex,

2 ~

obsahujici Zelezo nebo asocialni slouleniny.

p¥edlofeny vyndlez se tedy zabyva slouceninami Zeleza s
dextranem, které maji mimotradné nizky vyskyt nesadoucich
postrannich G&inkl a jsou dostatelné& stalé i v prubéhu
sterilizace a uchovavani v podobé& vodnych roztoka. Tuto
sloudeninu Zeleza s dextranem lze pouZit jako sloZku
lé%ebnych prost¥edkd pro profylaxi nebo 1léleni nedostatku
Yeleza parenteradlnim podanim u zvifat i 1idi; sloucenina
¥Yeleza s dextranem se p¥i tom vyznaduje tim, Ze obsahuje
hydrogenovany dextran s hmotnostni st¥edni molekulovou
hmotnosti (Mw) mezi 700 a 1 400 Daltony (0,7-1,4 kg.mol™), s
vyhodou p¥ibli%n& 1 000 Daltonu (1 kg.mol™) a s &iselnou
st¥edni molekulovou hmotnosti (Mn) od 400 do 1 400 Daltonu
(0,4-1,4 kg.mold), ve kterém md 90 hmotnostnich % dextranu
molekulovou hmotnost menSi neZ 2 700 Daltonu (2,7 kg.mold)
a hmotnostni st¥edni molekulovd hmotnost 10 hmotnostnich %
dextranového podilu s nejvy38imi molekulovymi hmotnostmi je
men$i ne% 3 200 Daltonu (3,2 kg.mold). Uvedeny dextran byl

p¥itom ve stabilni asociaci s oxyhydroxidem Zelezitym




podroben &i¥t&ni membranovymi postupy, které maji vyludovaci

hranici mezi 340 a 800 Daltony (0,3 a 0.8 kg.mold).

V predloZeném vyndlezu znamenaji vyrazy "hmotnostni
st¥edni molekulovad hmotnost™ a "&iselnd st¥edni molekulova
hmotnost" p¥isludné st¥edni molekulové hmotnosti v okamZiku,
kdy dochéazi ke tvorbé komplexu, a to na zdkladé vsech

dextranovych molekul od monomeru vySe.

predpokladi se, Ze p¥ifina, prol dextrany o svrchu
uvedenm rozd&leni molekulovych hmotnosti nenalezly obchodni
vyu¥iti ve vyrob& sloucenin Zeleza s dextranem, je
skutednost, e nebyla vé&novana dostatelnd pozornost
p¥itomnosti cukrd s nizkou molekulovou hmotnosti, které
zplisobovaly toxicitu a malou stalost a Ze nebyla vénovana
pozornost tomu, Ze dextrany o hmotnostni st¥edni molekulové
hmotnosti kolem 1 000 Daltond (1 kg.mol™") jsou lidskym i
zvi¥ecim organismem lépe snaSeny nez dextrany O vyS81

molekulové hmotnosti, b&¥n& pouZivané u p¥ipravkl s Zelezem.

P¥i pou¥iti pro parenterdlni podani se p¥isludné
sloudenina rozpusti nebo rozptyli ve vodné kapaliné a miZe se
uvést na trh jako takovd, nejlépe s obsahem Zeleza od 5 do
20 % (hmotnostnich vztaZenych na objem). Sloufenina je vsak
dostatedn& stala, aby mohla byt vysuSena v b&Zném suSicim
postupu, jako je suSeni rozpraSovanim; sloudenina miZe byt
proto uvedena na trh i jakoZto takova nebo jako dil&i slozka
suchého pradku. Obsah Zeleza je p¥i tom obvykle 15 az 45 %
(hmotn./hmotnost) .

V1iv koncovych skupin (Z&ste&né& hydrogenovanych

aldehydovych skupin) polymerniho fet&zce je u dextranl s
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pom&rné& nizkou molekulovou hmotnosti, jako jsou ty, které
p¥ichézeji v Gvahu podle predloZeného vynalezu, podstatné
vyrazn&jsi, neZ u dextrant s vy$3i molekulovou hmotnosti, a
to proto, %e polet funkénich koncovych skupin je na
hmotnostnim zaklad& vyssi. Tyto funk&ni koncové skupiny
p¥ispivaji k rlstu nestdlosti v disledku reakci trojmocnych
iontd Zeleza a cukri s nizkou molekulovou hmotnosti.
Nep¥itomnost iontd trojmocného Zeleza je proto jesté
dtle¥it&j81i ne¥ v pt¥ipadé& pritomnosti dextranl s vyS8i

molekulovou hmotnosti.

Predlofeny vyndlez také zahrnuje zplisob vyroby vyge
popsané sloufeniny Zeleza s dextranem; pOstup se zaklada na

nasledujicich krocich

Molekulovd hmotnost dextranu se zmen3i hydrolyzou a
dextran se hydrogenuje tak, aby se funk&ni aldehydové koncové
skupiny p¥evedly na skupiny alkoholové; hydrogenovany dextran
ve form& vodného roztoku se spoji s nejmén& jednou rozpustnou
yelezitou soli. K vyslednému roztoku se p¥idad zasada, aby se
vytvo¥il hydroxid Yelezity a vyslednd sm&s se zah¥eje k
p¥em&né hydroxydu Zelezitého na oxyhydroxid Zelezity jako
asocia®ni sloueninu s dextranem. Tento zpusob se vyznaduje
tim, ¥e po hydrolyze, ale pfed spojenim s vodorozpustnou
Yelezitou soli, se dextran &isti jednim nebo n&kolika
membranovymi postupy za pouZiti membrany s takovou vyludovaci
hranici, kterad zadr#i dextran s molekulovou hmotnosti vy8si
ne¥ 2 700 Daltonu (2,7 kg.mold), nasledovanymi p¥ipadné
dalgi hydrolyzou a jednim nebo né&kolika membranovymi postupy

s vyludovaci hranici mezi 340 a 800 Daltony (0,34 a 0,8

kg.mold).
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Nejvyhodn&jgi zté&lesnéni zpUsobu vyroby zahrnuje

niasledujici Udkony

p¥ipravu vodného roztoku, zahrnujiciho vydistény
hydrogenovany dextran a nejméné jednu vodorozpustnou

Yelezitou sil;

Upravu pH uvedeného vodného roztoku p¥idanim zé&sady na

hodnotu vy&8i nez 10;

zah?ati smési na teplotu nad 100°C, aZ se zmé&ni na Cerny
nebo tmavohnd&dy koloidni roztok, ktery lze zfiltrovat pres

filtr 0,45pum; a

daldi &i%t&ni a stabilizaci za pouziti filtrace,
zah¥ivani a membranovych postupl a p¥idédni jednoho nebo
nékolika stabilizatort a dale p¥ipadné vysuSeni roztoku k
ziskani poZadované slouleniny Zeleza s dextranem Vv podobé
stidlého pradku. Injekdni roztoky se mohou pripravovat zpétnym
rozpudt&nim tohoto préasku, UGpravou pH, sterilizaci pomoci
filtrace a pln&nim do ampuli nebo lahviclek. Sterilizace se
mi¥e rovn&f provad&t autoklavovanim naplnénych ampuli nebo

lahvidek.

Jinou mo¥nosti je vynechéni su8iciho postupu a priprava
injek&niho roztoku z vy&isté&ného roztoku bez jeho p¥edchoziho

vysuSeni.

V daldim vyhodném zt&lesn&ni se hydrogenace dextranu

provaddi ve vodném roztoku borohydridem sodnym.




Stabilizace se s vyhodou provadi p¥idénim soli organické

hydroxykyseliny, nejlépe citratu.

P¥edlo¥eny vynidlez rovn&Z zahrnuje pouZiti slouleniny,
sestavajici z hydrogenovaného dextranu, nebo jej obsahujici,
o hmotnostni stfedni molekulové hmotnosti 700 - 1 400 Daltond
(0,7-1,4 kg.mol™), s vyhodou p¥ibli#n& 1 000 Daltonl (1
kg.mold) a s &iselnou molekulovou hmotnosti od 400 do 1 400
Daltont (0,4-1,4 kg.mold), ve kterém mad 90 hmotnostnich %
dextranu molekulové hmotnosti mens$i neZ 2 700 Daltonu (2,7
kg.mold) a hmotnostni st¥edni molekulovd hmotnost 10
hmotnostnich & dextranového podilu s nejvy33imi molekulovymi
hmotnostmi je meni neZ 3 200 Daltond, a to ve stdlé asociaci
s oxyhydroxidem Zelezitym, p¥icemZz byl tento hydrogenovany
dextran predb&Zné& podroben vylisténi membranovymi postupy s
vyluovaci hranici mezi 340 a 800 Daltony (0,3 a 0,8
kg.mold); a to pro ptipravu lé&ebného pripravku pro
parenterdlni podani, urceného k lé%eni nebo profylaxi anemie

s nedostatkem ¥eleza u zvi¥at nebo 1lidi.

predlofeny vyndlez je dale oz¥ejmen nasledujicimi

p¥iklady, na n&Z se neomezuje.

pP¥iklady provedeni vynidlezu

Priklad 1

1. Hydrolyza a hydrogenace dextranu

2,522 kg hydrolyzovaného dextranu, ktery byl zachycen

jako podil, proZly membrdnou s vyluovaci hranici men$i neZ




5000 Daltont (5 kg.mold), byl hydrolyzovén p¥i pH 1,5 a pIri
teploté& 95°C.

Hydrolyza byla sledovéna chromatograficky za pouziti
gelové permealni chromatografie (GPC) a byla zakonCena

ochlazenim, kdy? molekulové hmotnost hydrolyzované latky

dosadhla po¥adované hodnoty, tj. hmotnostni stfedni molekulové

hmotnosti 700 - 1 400 Daltond (0,7-1,4 kg.mol ).

Hydrolyzou vznikd dextran o nizké molekulové hmotnosti,
ale také glukosa. Po ochlazeni a neutralisaci bylo mnozstvi
glukosy a oligomeru o velmi nizké molekulové hmotnosti
sni%eno membranovymi postupy, které mély vyluovaci hranici
340-800 Daltont (0,34-0,8 kg.mol™). Po tomto postupu byl
obsah dextranu stanoven optickou rotaci (o,*° p¥ibliZné& 200)
na 1,976 kg a obsah redukujiciho cukru byl stanoven pomoci

2]

Somogyiho ¢inidla na 36,8 %.

Reduk&ni schopnost byla sniZena plsobenim borohydridu
sodného. Na 1,976 kg dextranu bylo p¥idano 57 kg borohydridu

sodného p¥i zasaditém pH.

Po plsobeni borohydridu sodného byla zjiSténa reduk&ni

schopnost 1,5%.

Poté byl roztok neutralizovén na pH mens3i nez 7,0 a
néslednd deionizovan. St¥edni molekulové hmotnosti a
distribuce molekulovychch hmotnosti byly stanoveny

chromatograficky.

Chromatografie také potvrdila, Ze byly splnény vysSe

uvedené podminky, tj. Ze 90 hmotnostnich % dextranu ma
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molekulové hmotnosti ni¥$i neZ 2 700 Daltonu (2,7 kg.molﬂ) a
Ye hmotnostni st¥edni molekulovd hmotnost 10 hmotnostnich %
dextranového podilu s nejvy33imi molekulovymi hmotnostmi je

ni¥gi neZ 3 200 Daltonu (3,2 kg.mold).

Bylo zji¥t&no, Ze hmotnostni stfedni molekulova hmotnost

je 1 217 Daltont a &iselnd st¥edni molekulovad hmotnost 845

Daltonti (0,845 kg.mold). Vysledné mnoZstvi dextranu po

deionizaci, stanovené optickou rotaci, bylo 1,320 kg.
2. Syntéza Zeleza s dextranem

120 kg dextranu, ziskaného vySe uvedenym postupem, bylo

jako 18% roztok smiseno se 150 kg FeCl,.6H,0.

Ke sm&si bylo za michdni p¥idano 93 kg Na,CO, v
nasyceném vodném roztoku a poté bylo pH zvydeno na hodnotu
10,5 p¥idanim 24 litrd koncentrovaného vodného NaOH (27%

hmotn./objem) .

Takto ziskanid smé&s byla zah¥ivana na vice neZ 100°C,
dokud se neprem&nila na &erny, temné hnéd& koloidni roztok,
ktery bylo moZno zfiltrovat p¥es filtr 0,45 pm a nasledné
byla ochlazena. Po ochlazeni byl roztok neutralizovan za

pouZiti 12 1 koncentrované kyseliny chlorovodikové na pH 5,8

a &i%t&n membrinovymi postupy, pokud obsah chloridu v roztoku

nedosahl hodnoty niZ¥$i neZ 0,68 %, vypoltené pro roztok,

%

obsahujici 5 (hmotn./objem) Zeleza.
pokud byl obsah chloridu v roztoku mensi neZ ten, ktery
byl po¥adovan k ziskani izotonického roztoku, byl pfidan

chlorid sodny a pH bylo nédsledné& upraveno na 5,6; roztok byl




potom zfiltrovédn p¥es membranovy filtr 0,45 um (nebo pripadné

p¥es filtr 0,2 pm).

Roztok byl vysuden rozprasSovanim a préSek Zeleza s
dextranem byl p¥ipraven k uvedeni na trh nebo pro dalsi

zpracovani.

Jinou mo¥nosti vedle suSeni rozpraSovanim bylo pouZiti
roztoku pro bezprost¥edni vyrobu injekénich roztokl s obsahem

¥Yeleza napY¥. 5%, jak je uvedeno vySe.

Pokud byl prafek Zeleza s dextranem pouZit pro p¥ipravu
injek&nich nebo infuznich roztokl, byl zp&tné rozpusStén ve
vodném prost¥edi, bylo zjiSté&no pH, a pokud bylo t¥eba, bylo
i upraveno a roztok byl po sterilizaci a filtraci plnén do
ampuli nebo lahvicdek. Alternativné byla sterilizace provéadéna

autoklavovanim po napln&ni do ampuli nebo lahvicek.

P¥iklad 2

1. Hydrolyza a hydrogenace dextranu

Tato Sast syntézy byla provedena tak, jak je popséno ve
vysde uvedeném bodu 1 p¥ikladu 1, s tim rozdilem, Ze bylo
pou¥ito 54 kg borohydridu sodného a reduk&ni schopnost se tim
snizila na 3%.

2. Syntéza Zeleza s dextranem

120 kg vyde uvedeného dextranu bylo jako 18% roztok
smiseno s 300 kg FeCl,.6H,0.

LA R X ]




K roztoku bylo za miché&ni p¥idano 180 kg Na,CO, jako
nasyceny vodny roztok a poté bylo pH smé€si zvySeno na hodnotu
11,5 za pouZiti 38 litrd koncentrovaného vodného NaOH (27%

hmotn./objem) .

Ziskanid sm&s byla zah¥ivana na teplotu vy38i neZ 100°C,
dokud se nezmé&nila na &erny, temné hnédé koloidni roztok a
mohla byt zfiltrovana p¥es filtr 0,45 pm a nésledné
zchlazena. Ochlazeny roztok byl neutralizovan na pH 5,6 za
pou¥iti 25 litrd koncentrované kyseliny chlorovodikové a
$ist&n membranovymi postupy, aZ se obsah chloridu sniZil na
méné& ne¥ 1,1 % (po&itdno na zdkladé roztoku, obsahujiciho 10

% %eleza (hmotn./cbjem).

Pak byla pt¥idana hydroxykyselina v podobé& 6 kg kyseliny
citronové, pH bylo upraveno na hodnotu v&tsSi nez 8,0 za
pouZiti NaOH a roztok byl stabilizovan zvySenim teploty nad

100°C po dobu 60 minut.

Nisledn& bylo pH upraveno na 5,6 pomoci koncentrované
kyseliny chlorovodikové. V p¥ipadé€, Ze obsah chloridu v

roztoku byl niZ$i neZ o&ekévany, byl upraven p¥idanim NaCl.

Roztok byl nato zfiltrovan ptes membrénovy filtr 0,45 pm

(nebo 0,2 um) .

Roztok byl vysufen rozpraSovanim a p¥iprava prasku

Yeleza s dextranem tak byla dokoncena.

Tento prafek se hodi pro vyrobu kapalného p¥ipravku

Yeleza s dextranem, obsahujiciho p¥ibliZné& 10 % Zeleza

(hmotn./objem) .

ss0e
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P¥iklad 3

1. Hydrolyza a hydrogenace dextranu

Tato 3ast syntézy byla provedena stejné& jako ve vyse
uvedeném prikladu 2.

2. Syntéza Zeleza s dextranem

80 kg vyde uvedeného dextranu bylo v podob& 10% vodného

roztoku smiseno s 400 kg FeCl,.6H,0.

K roztoku bylo za miché&ni p¥idano 232 kg Na,CO, v
nasyceném vodném roztoku a poté byla hodnota pH zvySena na
11,5 za pou¥iti 60 litrd koncentrovaného vodného NaOH (27%,

hmotn./objem) .

vyge uvedend smé&s byla zahfivana na vice neZ 100°C,

dokud se nezm&nila na derny, tmavé hnédé koloidni roztok,

ktery bylo moZno zfiltrovat p¥es filtr 0,45 um, nacez byl
ochlazen. Chladny roztok byl neutralizovan 15 litry
5,6

koncentrované kyseliny chlorovodikové na

pH
membranovymi postupy, aZ vykazoval obsah chloridu mengi nez

°
%

1,8 Zeleza

)
)

, po&itdno na zédklad€ roztoku, obsahujiciho 20

(hmotn./objem) .

Potom byla p¥idana hydroxykyselina v podobé 8 kg
kyseliny citronové a pH bylo upraveno pomoci NaOH na hodnotu
vy881i ne? 8,0; roztok byl pak stabilizovan zah¥atim na

teplotu nad 100°C po dobu 60 minut.




Nato byla hodnota pH upravena koncentrovanou kyselinou
chlorovodikovou na 5,6. V pripadé, Ze obsah chloridu byl
men&i ne¥ olekavany, byl upraven pfridédnim NaCl. Roztok byl

pak zfiltrovan p¥es membrdnovy filtr 0,45 um (nebo 0,2 pm).

Roztok byl vysuden rozpraSovanim a tim byl dokonlen
pradek ¥eleza s dextranem. Tento praSek je vhodny pro
pfipravu kapalného p¥ipravku s 20% (hmotn./objem) obsahem

Zeleza.

Ve vEech t¥ech prikladech je vytéZek présku Zeleza s
5

o\

dextranem vy35i ne¥ 95%, politdno vzhledem k Zelezu,

pouzitému v postupu.

Zastupuje
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PATENTOVE NAROKY

1. Sloufenina Zeleza s dextranem pro pouZiti jako
slo¥ka v lé&ebném prost¥edku pro profylaxi nebo léleni
nedostatku ¥eleza u zvi¥at nebo 1idi parenterdlnim podanim,
obsahujici ve stalé asociaci s oxyhydroxidem Zelezitym
hydrogenovany dextran, vy znac¢ujici se ¢t im,
Ye ma& hmotnostni st¥edni molekulovou hmotnost mezi 700 a 1
400 Daltony (0,7 a 1,4 kg.mold), s vyhodou 1 000 Daltont (1
kg.mold) a Siselnou st¥edni molekulovou hmotnost od 400 do
1400 Daltonu (0,4-1,4 kg.molﬁ), kde 90 hmotnostnich %
dextranu m& molekulové hmotnosti men®i neZ 2 700 Daltond (2,7
kg.mol ) a hmotnostni st¥edni molekulova hmotnost 10

hmotnostnich % podilu dextranu s nejvy%3imi molekulovymi

hmotnostmi &ini mén& neZ 3 200 Daltonua (3,2 kg.mold),

X

pridemZ uvedeny hydrogenovany dextran byl podroben igténi
0

0

o
w

membranovymi postupy s vylulovaci hranici mezi 340

Daltony (0,3 a 0,8 kg.mol™") .

2. Sloufenina Zeleza a dextranu podle né&roku 1, vy -
znadujici se tim, Ze je jedinou nebo Aailéi

sloZkou suchého préasku.

3. Sloudenina ¥eleza a dextranu podle nadroku 2, VvV Yy -
znadujici se tim, %e Ze prédek, jehoZ je
sloudenina jedinou nebo dil&i sloZkou, mé& obsah Zeleza 15 -

45 % hmotnostnich vid¢i hmotnosti.

4, Sloudenina Zeleza a dextranu podle néroku 1, Vv y -

znadujici s e t im, Ze se rozpouSti nebo

rozptyluje ve vodné kapaliné.




5. Sloudenina ¥eleza a dextranu podle naroku 4, VvV Yy -

znadujici se tim Ze se rozpousti nebo

rozptyluje ve vodné kapalin& v takovém mnoZstvi, Ze obsah

o\°

Yeleza ve vysledném roztoku nebo disperzi &ini 5 - 20

hmotnostnich vidi objemu.

6. Zplsob vyroby sloufeniny Zeleza s dextranem podle
nadroku 1, p¥i kterém se molekulovd hmotnost dextranu zmensi
hydrolyzou a dextran se hydrogenuje k prem&né& funkénich
aldehydovych koncovych skupin na skupiny alkoholové; I
hydrogenovany dextran ve form& vodného roztoku se spoji s
nejmén& jednou rozpustnou Zelezitou soli a k vyslednému

roztoku se prida zésada, aby se vytvoril hydroxid Zelezity a

vyslednad sm&s se zah¥eje k p¥emé&né hydroxydu Yelezitého na
oxyhydroxid Zelezity Jjako asocialni slouceninu s dextranem,
vyznad¢ujici se tim Ze po hydrolyze, ale pred
spojenim s vodorozpustnou Zelezitou soli, se dextran Cisti
jednim nebo n&kolika membrénovymi postupy za pouZiti membrany
s takovou vylufovaci hranici, kterad zadr?i dextran s
molekulovou hmotnosti vy38i neZ 2 700 Daltonu (2,7 kg.mol ™)

a p¥ipadn& nasleduje dalsi hydrolyza a jeden nebo nékolik
membranovych postupll s vyluovaci hranici mezi 340 a 800

Daltony (0,34 a 0,8 kg.mol™) .

7. Zptusob podle ndrocku 6, vyznac¢ujici s e

ti, Ze zahrnuje nasledujici kroky

p¥ipravu vodného roztoku, obshujiciho vysledny
hydrogenovany dextran a alespon jednu vodorozpustnou

Yelezitou sul;

Gpravu pH uvedeného roztoku na hodnotu vy8gi neZ 10

pridanim zasady;
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zahtivani sm&si na teplotu vy$8i neZ 100°C, dokud se

nezm&ni na derny, temné hn&dé& koloidni roztok, ktery lze
zfiltrovat p¥es filtr 0,45 um; a

&i%t&ni a stabilizaci roztoku za pouziti filtrace,
zah?ati a membranovych postupl a p¥idani jednoho nebo vice

stabilizatort a pripadné& vysuSeni roztoku k ziska&ni

po¥adované sloudeniny Zeleza s dextranem v podobé& stalého

prasku.

8. zptsob podle nédroku 6, vyznacujici se
t £ m , ¥e hydrogenace dextranu se providdi borohydridem
sodnym ve vodném roztoku.

9. Zplusob podle ndroku 7, vy znadcdujici se
t £ m , %e stabilizace zahrnuje p¥idani alespoil jedné soli

organické hydroxykyseliny, s vyhodou vybrané mezi citronany.

10. PouZiti slouleniny, obsahujici, ve stalé asociaci s

oxyhydroxidem Zelezitym, hydrogenovany dextran s hmotnostni

sttedni molekulovou hmotnosti mezi 700 a 1 400 Daltony (0,7 a
1,4 kg.mol™), s vyhodou 1 000 Daltond (1 kg.mol™™) a &iselnou
st¥edni molekulovou hmotnosti od 400 do 1400 Daltont (0,4-1,4

o
)

kg.mol™'), kde 90 hmotnostnich % dextranu mi molekulové

hmotnosti mensi neZ 2 700 Daltont (2,7 kg.mol‘l) a hmotnostni

°
%

st¥edni molekulovd hmotnost 10 hmotnostnich podilu dextranu

s nejvys&imi molekulovymi hmotnostmi ¢ini méné& nez 3 200
Daltonu (3,2 kg.mold), prigemZ byl tento hydrogenovany
dextran podroben &ijt&ni membrédnovymi postupy s vylulovaci
hranici mezi 349 a 800 Daltony (0,349 a 0,8 kg.mol™'), pro

p¥ipravu lé¥ebného prost¥edku, ktery lze podat parenteralné,

*9 e
s
908

.8




pro profylaxi a lé%eni anemie s nedostatkem Zeleza u zvirat

nebo lidi.

11. Zptsob vyroby injek&niho roztoku, obsahujiciho
sloudeninu podle ndroku 1, vy znacdujici se ¢t im,
Ye sloudenina se rozpusti jako préafek ve vodném prost¥edi,
pokud je t¥eba, upravi se pH, podle volby se prida
stabilizator a roztok se sterilizuje filtraci p¥ed naplnénim
do ampuli nebo lahvi&ek, nebo autokldvovadnim po naplnéni do

takovych ampuli nebo lahvidek.

12. Zptsob vyroby injek&niho roztoku, obsahujiciho
sloudeninu podle ndroku 1, vy znadujici se tinmnm,
Ye roztok, pripraveny podle ndroku 6, se vylisti, upravi
pokud jde o obsah Zeleza a hodnotu pH, stabilizuje a
sterilizuje filtraci p¥ed naplnénim do ampuli nebo lahvicek,

nebo autoklévovanim po napln&ni do ampuli nebo lahvilek.

Zastupuje
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