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(54) Zplsob vyroby antilipemicky uéinného pfipravku

Vyndlez se tyké zpisobu vyroby sntilipemicky d&inného p¥ipravku.

P¥i poslednich fézich vyroby heparinu z hov&zich plic, nepi. podle &s. patentu ¥{slo

91 903, kdy jsou prakticky v3echny bilkovinné a ostatni balastni 1dtky odstrandny a kone&ny

produkt se &ist{i acetonovou frekcienaci, ziskd vedle vysoce aktivni heparinové frakce, pouZi-~
. telné k tepapeutickym dleldm (entikoagulae&ni aktivite 100 a% 130 m.j./mg), je3t¥ znadny po-

411 vedlejéi polysacharidové frekce, kterd se vyznaduje velmi nizkou antikoagula®ni a anti-

lipemickou ektivitou (15 a% 30 m.j./mg) & kterd aZ dosud nebyla prakticky zufitkovatelnd

a predstevovala odpad. Podle okolnosti &ini mnoZstvi této vedlejsi polysacheridové frekce

6-8ndsobek hmotnosti &istého heparinu.

P#i podrobn¥j3im studiu této polysacharidové fnekce bylo zji¥té&no chromatografickou
analysou jejiho hydrolyzdtu, Ze jde o cukerny polykondensdt, jeho¥ chemické sloZeni je
velmi podobné heparinu, a v ndm¥ byle dokdzéna uronovéd kyselina a glukosemin. Pozoruhodny
byl i nizky obssh siry (2,97 %) e vysoky obsah dusfku (7,03 %), a& bilkovinné sloZky
nebyly chromatograficky zgiétény (reaskce s ninhydrinem a bromfenolovou mod¥{i byla negativ-

nf). Optickd sktivita [@5° = +5 °.

Jorpes (Heperin in the Treatment of Thrombosis, Oxford Press, 1946) uvddi, Ze B&¥ny
heparin mi%e byt nehomogenni sm&sf mono- (6,36 % S), di- (10,58 % S), tri~ (13,58 % S) a¥
tetrasirovych esterd (15,81 % S, uvafuje-li se disacharidovéd jednotke jako zdklad heparino-
vé makromolekuly) a zéroven pfipoudt{ moinost existence samotného, siry prostého heparino-
vého polysacharidu v orgenismu.

JestliZe by v piipad® vyse popsané odpaﬁni pdlysacharidové frakce 3lo o ldtku, odpovi-

217193



217193 2

dajici obsshem siry uvedenym nejni%3im estertm, mdle by mit umsld sulfonace, tj. zvySeni
obsahu estersirovych skupin v molekule, za ndsledek nejen nejvy#3{ mo¥né zvydeni obsshu si-
ry, nybri i zvySeni biologické ektivity. Tento predpoklad byl pokusn¥ potvrzen. Sulfonac{
se zvy8il obsah siry z pivodnich 2,97 % na 14,50 % a sou¥asn¥ se zvy3ila antikoagula¥ni

a sntilipemickd aktivite ziskaného produktu na hodnotu, odpovidejici in vitro dZinnosti vy-
soce sktivniho heparinu, jek je petrno z tebulky:

1dtka S N Bﬂ%o antikosgul. entilipem.
aktivita ektivita

pivodni polysacha-
ridovd frakce 2,97% 7,03% +5° 15 8% 30 m.3./mg 10 %
po sulfonaci 14,50% 1,96% +1° 100 a% 120 mj./mg 50 %

Antilipemickd ektivita srovndvédna s heparinem Jako standardem = 100 %.

Pfedm&tem vyndlezu je zpisob vyroby entilipemicky W¥inného p¥ipravku sulfonaci
polysacharidu kyselinou chlorsulfonovou v prost¥edi pyridinu nebo Jiné heterocyklické ter-
cidrni bdze, p¥i zvySené teplot¥ 60 a% 105 °C, hydrolyzou vzniklého sulfona¥niho produktu
a Jeho izolac{ srdfenim methenolem nebo ethenolem s pPevedenim v sil alkelického kovu
nebo kovu alkalickych zemin, kterd se izoluje srdZenim methenolem nebo ethanolem, pFiZem%
podstata zplsobu podle vyndlezu zdlei{ v tom, Ze se jeko vychozi l4tky pouZije polysacheri-
dové frekce odpadejici pFi vyrobd a ¥i3t¥ni heparinu z hov&zich plic, charskterizované
obsahem siry 2,5 e% 3,5 %, obsshem dusiku 6,5 aZ 7,5 % a entikosguledni asktivitou in
vitro 15 a% 30 m.j./mg, pFi%em# se sulfonace vede a% k dosafeni obsshu siry 13 e 16 %,
vzteZeno na sulinu kone&ného produktu.

P#i farmakologickém prizkumu antilipemicky W&inného p#ipravku vyrobeného vySe uvede-
nym zpdsobem, byla stenovena toxicita intravenosn& na my3ich hodnotou LD50 = 450 a%
650 mg/kg (toxicitm heparinu stenovend tym¥. zplsobem mé hodnotu LDg, = 300 a¥ 1 200 mg/kg).
Perordlni toxicitu pfipravku se nepodatilo stenovit; eni p¥i poddni ddvky 10 000 mg/kg
u my3i nebyly pozorovény toxické p¥iznsky.

Ve srovnédni s heparinem md piipravek podle'vynélezu 80 % jeho antikoaguladni sktivi-
ty.

Zpisobem podle vyndlezu je moZno zpracovat a vyuZii polysacheridovou frekci odpedeji-
ci p#i vyrob& heparinu v mnoZstvi, které hmotnostnd pFedstavuje nékolikendsobek vyt&Zku
%istého heparinu & ziskat tek levnou, netoxickou a W¥innou klinickou néhreZku heperinu.

P#iklad provedeni

t kg polysacheridové frakce, odpadajfci p¥i vyrob& heparinu, se sulfonuje ve sm&si
1 litru chlorsulfonové kyseliny ‘a 4 litrd bezvodého pyridinu p#i 100 °¢ do rozpudténi
(asi 30 minut). Reekdni sm&s se potom hydrolyzuje 5 litry studené vody a vaznikly Ziry
roztok se srd¥f trojndsobnym objemem (30 litry) methanolu nebo ethenolu. P#i tom se
vyloudi pyridinovd sl polysirového esteru polysacharidu, kterd se izoluje a promyvd
t¥ikrédt po 10 litrech horkého methanolu nebo ethenolu ze d¥elem odstrandni zbytkd sulfoned-
niho média. Surovy produkt se potom rozpust{ v 10 litrech vody a slkalizuje koncentrovanym
vodnym roztokem hydroxidu sodného ne pH 8,0 a% 8,5. Tim se p¥evede pyridinové sil polysi-
rového esteru polysacharidu v sil sodnou, kterd se z roztoku srdif opst trojndsobnym obje-
mem methanolu nebo ethanolu s izoluje. VytdZek je 1,0 a% 1,2 kg suché substence s obsahem
siry 14,5 %, dusiku 1,96 %, ﬁﬂ%o = + 1 % @ entikosgulednf aktivitou nejmén¥ 100 m.J./mg
(stanoveno thrombinovym testem podle Studera-Wintersteina).



3 217193

Za dfelem ziskdn{ zcela bilého produktu je moZno pouZit nékterého ze znémych zplsobl
_odbervovéni heparinu, nap¥. pomoci peroxidd nebo mangenistanu draselného.

PREDMET VYNALEZU

Zpisob vyroby entilipemicky uddinného pFipravku sulfonaci polysacheridu kyselinou
chlorsulfonovou v prost¥edi pyridinu nebo Jiné heterocyklické tercidrni béze, pfi zvySené
teplotd 60 a%. 105 OC, hydrolyzou vzniklého sulfone&niho produktu a jeho izolac{ srdfenim
methenolem nebo ethanolem e p¥evedenim v sil alkalického kova nebo kovu elkalickych zemin,
kterd se izoluje srdfenim methanolem nebo ethenolem, vyznafujici se tim, %e se Jjako vycho-
z{ 14tky pouZije polysacharidové frakce odpadejici p¥i vyrob& a &iSt¥ni heparinu z hov&zich
plic, cherskterizované obsahem siry 2,5 af 3,5 %, obseshem dusiku 6,5 a% 7,5 % a antikoa-
guledni sktivitou in vitro 15 a¥ 3¢ m.j./mg, p¥ilem¥ se sulfonace vede af k dosafeni
obsahu siry 13 e% 16 %, vzta%eno na sudinu koneZného produktu.
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