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Hyperforinové derivaty, jejich vyuZiti a pfipravky je obsahujici

Oblast techniky

Vynilez se tyka novych hyperforinovych derivétii, jejich vyuZiti pro lé€eni depresi a

tizkostnich stavi, stejné jako p¥ipravkd, které je obsahuji.

Dosavadni stav techniky

Kvetouci vrcholky Hypericum perforatum obsahuji mnoho t¥id strukturn€ odliSnych latek
plisobicich pfimo nebo nepiimo na centralni nervovy systém.

Konkrétnd zmin&né sloudeniny zahrnuji hypericin, pyherforin a dimerni flavony, které
vykazuji antidepresivni a anxiolytické plisobeni na zvifata a lidi.

Mechanismy pisobeni t&chto sloudenin jsou rizné: anti-MAO pisobeni, piisobeni na
uvoliiovani serotoninu a aktivita podobna plisobeni benzodiazepinu.

Hyperforin, ktery je jednou zhlavnich slozek lipofilni frakce kvetoucich vrcholki
Hypericum perforatum, byl v nedavné dob& pfedmétem Cetnych studii, které potvrdily jeho
dilezitou roli jako antidepresiva, studie provad&né autory tohoto vynalezu prokézaly, Ze tato
molekula m4 aktivitu podobnou serotoninu.

Hyperforin neni ptili§ stabilni za normélnich okolnosti extrakce a konservace, podle WO
97/13489 (Schwabe), obsah hyperforinu ve vodn& alkoholickém extraktu Hypericum perforatum
jiz po n&kolika tydnech klesd téméf na nulu. ,

Podle WO 97/13489 aby se ziskal stabilni extrakt s konstantnich obsahem hyperforinu,
méla by byt extrakce, &isténi a konservace provadéna v piitomnosti antioxidantii jako jsou
vitamin C a jeho estery, sulfitované aminokyseliny a pod.

Vysoké nestabilita hyperforinu &ini tedy pfipravu piipravkd ponékud obtiZznou.

Podstata vynalezu

Nyni byly nalezeny hyperforinové derivaty, které jsou stabilni a aktivnéjsi jako
antidepresiva v urditych farmakologickych testech. Derivity podle tohoto vynalezu maji

nasledujici obecny vzorec I:
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kde R je:
- nasycen4 nebo nenasycend, rovn nebo rozvétvena C; az Cy, acylové skupina, pfipadné majici
jeden nebo vice substituentd, které mohou byt stejné nebo rozdilné, vybrané ze skupiny
obsahujici atomy halogend, nitro, amino, C; aZ Cg alkylamino, di-C; az Cs alkylamino, C; az Cg
acylaminoskupiny,
- cykloalifaticky nebo aromaticky acylovy zbytek, ve kterém ma aromatickd skupina piipadné
jeden nebo vice substituenti, které mohou byt stejné nebo rozdilné, vybrané ze skupiny
obsahujici atomy halogenu, hydroxy, methoxy, aminoskupiny,
- zbytky glycidi, ve kterych jsou jedna nebo vice hydroxylbvy"ch skupin piipadné alkylovany
nebo acylovany.

Aromaticky acylovy zbytek“ s vyhodou oznaSuje benzoylovy nebo cinnamoylovy
zbytek, majici jeden nebo vice amino nebo alkoxyskupin.

Zbytek glycidu® oznaCuje zbytek jednoho cukru, vazany etherovou vazbou
k hydroxylové skupiné v poloze 1 pyranosylového nebo furanosylového kruhu, pfiemZ ostatni
hydroxylové skupiny cukru jsou p¥ipadn& methylovany nebo acetylovany.

Preferované R skupiny jsou acetyl, monochloracetyl, butyryl, y-aminobutyryl, p-
aminobenzyl, trimethoxybenzyl, trimethoxycinnamyl, B-glukosyl a B-galaktosyl.

Hyperforinové derivaty podle tohoto vynalezu mohou byt pfipraveny pomoci
konvené&nich zplisob acylaci nebo glykosylaci hydroxyloV}’/ch skupin.

Naptiklad, prakticky Cisty hyperforin nebo extrakt obohaceny hyperforinem mize byt
podroben reakci s chloridy kyselin nebo anhydridy kyselin RCOOH (R je definovéano vyse) ve
vhodnych rozpoust&dlech jako je tfeba pyridin.
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Na drubé strang, glykosilace miZe byt provedena s vyuzitim vhodné chranénych
reaktivnich derivati pozadovaného cukru (ROH), napf. a-D-glukopyranosylbroid tetraacetat.

Podle obzvlasté vyhodného aspektu tohoto vynalezu se slouceniny I pfipravuji extrakci
kvé&tnich vrcholki Hypericum perforatum s oxidem uhbliitym za superkritickych podminek,
naslednym rozdélenim mezi rozpoustédla a derivatizaci hyperforinu ve vzniklém extraktu.

Listy a kvétni {zrcholky Hypericum perforatum, jednotlivé nebo ve smési, obvykle jako
pfirodni smé&s, jsou extrahovéany s oxidem uhli¢itym za superkritickych podminek pod tlakem
180 aZ 260 bart, s vyhodou 240 bari a pfi teplotach v rozmezi od 35 do 50 °C, s vyhodou 49 °C.
Ziskava se lipofilni extrakt obsahujici asi 50 % hyperforinu. Extrakt obsahuje znalné mnoZstvi
xanthont, voskii, mastnych kyselin a triglyceridi. Obsah hypeforinu se nasledné zvy3uje podle
dalgiho aspektu tohoto vynélezu, rozpousténim vzniklého extraktu v methanolu nebo ve vodném
acetonitrilu a poté extrahovanim roztoku sn-hexanem nebo alifatickymi uhlovodiky.
Uhlovodikova faze obsahuje nezddouci latky, které se odstrariuji, hydrofilni fize se nafedi asi
stejnym mnoZstvim vody a alifatickymi uhlovodiky. Extrakt Hypericum perforatum ziskany
zakoncentrovanim lipofilni fize, miize byt pouZit pro pfipravu derivati podle vyse uvedeného
popisu. '

Derivaty podle tohoto vynalezu nevykazuji Zddnou aktivitu na receptory in vitro, zatimco
jsou obzvl4asté aktivni in vivo, kde vykazuji silnou antidepresivni aktivitu zdvislou na davkovani.

V in vivo testech na my3ich a krysach vykazaly slou€eniny podle tohoto vynélezu vyssi
aktivitu neZ hyperforin a ethanolicky nebo methanolicky extrakt z Hypericum.

Jako in vivo testy k ovéfeni antidepresivniho pusobeni byl vybran test rozvoje inikového
deficitu a inhibice spotieby ethanolu v krysach sardinskych krysach preferujicich alkohol podle
modeld znamych v literatufe.

V testu rozvoje unikového deficitu vykazuji sloueniny podle tohoto vyndlezu vyssi
aktivitu neZ zndmé extrakty a aktivitu srovnatelnou s aktivitou zndmych medikamenti jako je
imipramin. V tomto testu jsou krysy upoutiny a podrobeny jemnym, kratkym, nevyhnutelnym
elektrickym Sokiim po dobu 50 min (pfedb&Zny test). Po dvaceti Ctyi hodindch jsou zvifata.
testovana na jejich schopnost vyhybat se stimulim na jejich ocasu za situace, kdy je.unik
nemo¥ny. Krysa v priméru u&ini 26 tnikd ze 30 stimuldi (kontrolni vzorek), zatimco zvifata
podrobena predb&znému testu udini pouze 1 az 3 thybnych uniki (ED vzorek). Hyporeaktivita
indukovana predb&znym testem neni Vyvoléna'u krys, kterym byly pfedem 1 aZ 3 tydny podévany

antidepresiva jako je imipramin nebo fluoxetin. Slouceniny podle tohoto vyndlezu podévané
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krys4m jednu hodinu pted vystavenim nevyhnutelnym strestim, zpusobuji zvyseni reaktivity pii
unikovych testech, ktera je vy38i v piipad€, Ze byly slouCeniny podavéany 1 aZ 2 tydny.
Napriklad, podava-li se krysam sloudenina I, kde R je acetyl, vede to k vysledkiim

popsanym v nasledujici tabulce:

Tabulka: Antidepresivni plisobeni Hyperforin acetatu na krysy v Gnikovém testu s pfedchozim

dvoutydennim podavanim.

Sloucenina ' Davka (mg/kg) Pocet Gnikii
Hyperforin acetat 6,25 12,6 + 2,8
Hyperforin acetat ' 12,5 17,3+1,9
Hyperforin acetat 25,0 21,2+1,3
Hyperiko alkoholicky extrakt 1000 15,6 +2,4
Hyperiko hexanovy extrakt 600 ' | 169+1,2
ED vzorek 2,6 +0,7
Kontrolni vzorek 23,6 +1,2

Statistick4 analyza: Kruskal-Wallis bez parametra
ANOVA KW = 13,462 p = 0,0012
Hypericum alkoholicky extrakt a

hexanovy extrakt versus kontrolni vzorek p<0,01
Hyperforin acetat 25 mg versus kontrolni vzorek n.s.
Kontrolni vzorek versus AND p <0,01

V testu redukce spotieby alkoholu u sardinské krysy (coz je index deprese a uzkosti)
podle zplisobii znAmych z literatury, indukuji slouceniny podle tohoto vynalezu po dvoudennim
podéavani 60 az 75 % sniZeni spotieby alkoholu na tikor vody ve srovnéni s kontrolnim vzorkem.

Sloudeniny obecného vzorce I mohou byt formulovany do mé&kkych Zelatinovych kaspli,
tuhych Zelatinovych kapsli, tablet, &ipkt, s vyhodou jsou slouceniny podle tohoto vynalezu
formulovany do mékkych Zelatinovych kapsli nebo do piipravki s fizenym uvoltiovanim. Davky
sloudenin v pfipravcich se pohybuji od 5 do 50 mg na davku v obvyklych piipravcich a aZ do 200.

mg v piipravcich s fizenym uvoltiovanim, v tomto pfipadé je preferovana davka 200 mg denné.




Pfiklady provedeni vynalezu

Priklady dale uvedené ilustruji detailngji tento vynalez.

Piiklad 1: P¥iprava Hyperforinem obohaceného extraktu

10 kg biomasy Hypericum perforatum bylo extrahovéano podle niZe popsané procedury, v
25 1 extrak&ni nddobé€ pro superkritické plyny, vybavené dvéma separatory.

10 kg kvétnich vrcholkd Hypericum perforatum, mechanicky suenych po sebrani pfi
teplotach nepfevysujicich 60 °C jsou vytlateny do tvaru kostek aby doslo k rozbiti bunék a byly'
extrahovany s CO; za superkritickych podminek za nasledujicich experimentélnich podminek:

- teplota: 45 °C v extraktoru, 30 °C v prvnim separatoru a 20 °C ve druhém separatoru,

- tlak: 240 bard v extraktoru, 100 bard v prvnim separitoru a 50 bard ve druhém
separatoru.

Tok CO, byl 10 1 za minutu po dobu 45 minut. Extrakt byl zakoncentrovan ve druhém
separatoru, zatimco vét§ina vody pfitomna v rostlinné hmoté byla zkoncentrovana v prvnim
separatoru. Extrakt pfitomny v druhém separatoru se rozpusti v 3,2 1 methanolu a tento roztok se
extrahuje s 3 x 1,5 1 n-hexanu.

Hexanova fézelbyla protiproudné promyta s 98 % methanolem s vyuzitim hyperforinu
jako znacky, ktera byl méla zistdvat v methanolové fazi. Hexanova fize byla odstranéna,
zatimco methanolové faze byly spojeny a nafedény s 0,6 1 vody a znovu extrahovany s 2 x 0,6 1
n-hexanu.

Spojené hexanové faze byly odbarveny s 0,3% aktivniho uhli, suSeny nad Na,SOj, poté
zkoncentrovany za vakua pfi teplotach nikoliv nad 40 °C za vzniku oleje. Bylo ziskano 0,22 kg

voskového extraktu, majiciho obsah hyperforinu kolem 70 %.

Piiklad 2: Syntéza hyperforin acetatu

K roztoku 12 g rostlinného extraktu ziskaného v Pikladu 1ve 48 ml pyridinu byl pfidan
acetanhydrid (9,8 ml) a roztok byl michan pfi laboratorni teploté. Reakce byla sledovana pomoci
TLC (hexan: EtOAc 95:5, Ry hyperforinu: 0,24, Ry acetatu: 0,49). Po 24 h byla reakéni Ssmés
nafedéna vodou a extrahovéna se smési hexan-ether (3:1). Organicka faze byla promyta fedénou
kyselinou chlorovodikovou, nasycenym roztokem NaHCOj; a roztokem chloridu sodného. Po

suSeni nad Na,SO4 a odpafeni byl zbytek ¢iStén chromatografii na sloupci silikagelu (30 g),




eluovany nejdiive petroletherem aby byly odstranény tuky a poté s vyuZitim smési hexan-AcOEt
95:5jakmile se zadne eluovat titulni sloudenina, bylo ziskéno 3,34 g (0,28 %) hyperforin acetitu
ve formé& bezbarvé pasty.

C37H540s, molekulova hmotnost: 578

CI-MS: 579 (M+H)"

IR (kapalny film): 1779, 1732, 1660, 1634, 1447, 1377, 1339, 1146 cm™

'H NMR (200 MHz, CDCls): 5,03 (brs, 2H), 5,00 (brs, 2H), 3,05 (dd, J = 15, 7 Hz, 1H), 2,87
(dd, J =15, 7 Hz, 1H), 2,22 (s, OAc), 1,66-1,53 (brs, 8 x 3H), 1,08 (d, J = 6,5 Hz, 3H), 0,98 (s,
3H), 0,85 (d, J = 6,5 Hz, 3H).

Ptiklad 3. Syntéza hyperforin 3,4,5-trimethoxybenzoatu

Do roztoku rostlinného extraktu z Prikladu 1 (1,0 g) ve 4 ml pyridinu bylo pfidano 323
mg 3,4,5-trimethoxybenzoylchloridu a roztok byl michan 24 h pfi laboratorni teploté. Reakce
nemuize byt kontrolovana pomoci TLC protoze vychozi mateﬁél a produkt maji velmi blizké Ry
hodnoty v riiznych rozpoustédlech. Reakéni smés byla nafedéna s vodou a extrahovana se smési
ether-hexan (3:1). Organickd fize byla promyta fedénou HCI, nasycenym roztokem NaHCOs
(promyti roztokem chloridu sodného zpusobuje tvorbu emulze). Po suSeni nad Na,SO,; a
odpareni byl zbytek &iStén chromatografii na sloupci silikagelu (ca 5 g), eluovaném nejdiive
petroletherem za ticelem odstranéni tukl, poté se smési hexan-AcOEt 95:5 za vzniku hyperforin
trimethoxybenzoatu (317 mg) ve formé bezbarvého oleje.
C45HgOg, molekulova hmotnost: 730
CI-MS: 731 (M+H)"
IR (kapalny film): 1732, 1660, 1634, 1589, 1465, 1331, 1153, 1130, 914 cm™.
'N'NMR (200 MHz, CDCL): 7,27 (s, 2H), 5,04 (brs, 2H), 5,02 (brs, 2H), 3,86 (s, OMe), 3,82 (s,
2 x OMe), 3,10 (dd, J = 15, 7 Hz, 1H), 2,92 (dd, J = 15, 7 Hz, 1H), 1,66 - 1,53 (br s, 8 x 3H),
1,13 (d, J = 6,5 Hz, 3H), 1,04 (s, 3H), 0,99 (d, J = 6,5 Hz, 3H).

Pfiklad 4 - PotaZené tablety obsahujici produkt z Pfikladu 2
Hyperforin acetat : 100 mg

polysacharidy 18,25 mg

zesitovana natrium




SR R A R R
karboxymethylcelulosa 13,50 mg
silikat | 6,50 mg
polyvinylpyrrolidon 5,00 mg
stearat hofe¢naty 0,50 mg
Potéhnuti:

Hydroxypropylmethylcelulosa 3,75 mg
Talek 2,75 mg
Oxid titaniCity 1,25 mg
Triacetin 0,75 mg
Polysorbat 80 | 0,25 mg
Cerveny oxid Zeleza 1,00 mg

Primyslova vyuZitelnost

Nové hyperforinové derivaty maji vysokou stabilitu a vyhodné farmakologické
charakteristiky a jsou vyuZitelné pro pfipravu farmaceutickych piipravki pro pouziti jako

antidepresiva.

-8




A Lot —4sp,

LA LA e

PATENTOVE NAROKY

1. Sloucenina obecného vzorce I,

kde R je: '
- nasycena nebo nenasycena, rbvné nebo rozvétvena C, az Cy, acylova skupina, pfipadné majici
jeden nebo vice substituentii, které mohou byt stejné nebo rozdilné, vybrané ze skupiny
obsahujici atomy halogend, nitro, amino, C; az Cg alkylamino, di-C; aZ Cg alkylamino, C; az Cs
acylaminoskupiny;

- cykloalifaticky nebo aromaticky acylovy zbytek, ve kterém ma aromaticka skupina piipadné
jeden nebo vice substituentli, které mohou byt stejné nebo rozdilné, vybrané ze skupiny
obsahujici atomy halogenu, hydroxy, methoxy, aminoskupiny;

- zbytky glycidd, ve kterych jsou jedna nebo vice hydroxylovych skupin pfipadn€ alkylovany

nebo acylovany.

2. Sloudenina obecného vzorce I podle néroku 1, kde R je vybran)" ze skupiny obsahujici acetyl,
monochloracetyl, butyryl, y-aminobutyryl, p-aminobenzyl, trimethoxybenzyl,
trimethoxycinnamyl, B-glukosid a B-galaktosyl.

3. Extrakt z Hypericum perforatum, vyznadujici se tim, Ze obsahuje slouceninu podle

naroku 1 nebo 2.
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4. Extrakt z Hypericum perforatum podle ndroku 3, vyznacujici se tim, Ze jej Ize ziskat
zpusobem zahrnujicim:

a) extrahovani kvétnich vrcholkit Hypericum perforatum pomoci superkritického CO»;

b) rozpusténi lipofilniho extraktu z kroku a) ve vodném methanolu nebo acetonitrilu a
jeho extrahovani s alifatickymi uhlovodiky;

¢) nafedéni hydrofilni faze s vodou a jeji protiproudou extrakei s alifatickymi uhlovodiky;

d) zakoncentrovani lipofilni féze;

e) reakci koncentratu z kroku b) s reaktivnim intermedidtem kyseliny RCOOH nebo

cukru ROH, kde R je definovan v naroku 1.
5. Farmaceuticky piipravek, vyznadujici se tim, Ze obsahuje jako aktivni slozku
slougeninu podle narok 1 nebo 2 nebo extrakt podle narokt 3 nebo 4 ve smési s vhodnym

nosicem.

6. Sloudeniny obecného vzorce I jako antidepresiva.

PATENTSERVI
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