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(54) Menetelmé valmistaa maksan hoitoon soveltuvaa silybiinin polymeeria -
Foérfarande for framstdllning av for leverns skdtsel lémplig silybin-
polymer

Menetelmd valmistaa maksan hoitoon soveltuvaa silybiinin polymeeria,
jonka polymeroitumisaste on 2-3 tai sen farmaseuttisesti hyvaksytta-
vad suolaa.

Silybiinilli tarkoitetaan 3,5,7-trihydroksi-2-[2- (4~hydroksi-3-
metoksifenyyli)—3—(hydroksimetyyli)—1,4-bentsodioksan-6—yyli]-4-
kromaronia tai 3,5,7-trihydroksi-2~[3-(4-hydroksi~3-metoksifenyyli)-
2-(hydroksimetyylﬂ-l,4—bentsodioksan-6—yyli]-4—kromanonia.

Silybiinilla (Silymarin I) tiedet#in olevan maksasairauksissa
parantava sekd maksaa suojaava vaikutus,

(MUNSTER, R., Dissertation Miinchen 1966)

PELTER A. ja Hédnsel, Tetrahedron Letter, 25, 2911 (1968))

(WAGNER H., HORHAMMER L., MUNSTER R., Arzneimittel-Forschung

18 688 (1968))

(DOS 1 923 082 Dr. Madaus & Co.),

(DOS 1 767 666 Dr. Madaus & Co.),

(HHN G. ja et al (Madaus) Arzneimittel-Forschung 18, 698 (1968)).
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Toisaalta on tunnettua, ettd esim. katekiini (polyhydroksiflavan-
3-0li) (FREUDENBERG K. ja ALONSO J.M., Liebig's Ann. Che, 612, 78
(1958) , HATHWAY D.R. ja SEAKING J.W.T., Biochemic. j. 67, 239 (1957),
FREUDENBERG K. et al. Che Ber. 90 957 (1957)), tai leukoantosyani-
diini (polyhydroksiflavan-3,4-dioni) (FREUDENBERG K., Experientia

16 101 (1960), FREUDENBERG K. ja WEIGNES K., Liebig's Ann. Chem.

590, 140 (1954)) voidaan polymeroida parkkiaineiksi,

Yllattden on keksitty menetelmd valmistaa silybiinipolymeereija,
joilla on monta kertaa voimakkaampi farmakologinen maksaa suojaava
vaikutus kuin tunnetuilla yhdisteilld (esim. silybiinilli).

Keksinndn mukaiselle menetelmdlle on tunnusomaista se, ettd silybiini,
eli 3,5,7-trihydroksi-2-{2-(4-hydroksi-3-metoksifenyyli)~3~ (hydroksi-
metyyli)-1,4-bentsodioksan-6-yyli}-4-kromanoni tai 3,5,7-trihydroksi-
2-{3- (4~-hydroksi-3-metoksifenyyli)-2- (hydroksimetyyl)-1,4-bentso-
dioksan-6-yyli}~4~kromanoni, jonka rakennekaava on:

kdsitellddn mineraalihapolla orgaanisessa liuottimessa, edullisesti
syklisessd eetterissd, dioksaanissa tai tetrahydrofuraanissa, johon
silybiini on myds mineraalihapon l&sndollessa niin hyvin liukeneva,
ettd reaktioajan kuluessa ei tapahdu mitd&n monomeerisen l&ht&tuot-
teen saostumista, ja haluttaessa saatu polymeeri muunnetaan N-metyyli-
glukamiinisuolaksi

Mineraalihappoina tulevat ensisijassa kysymykseen suolahappo tai
rikkihappo. Voidaan kdyttid myds muita mineraalihappoja, esimerkiksi
fosforihappoa.
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Parhaiten kdytetddn suolahappoa, koska haihtuvana happona t&ma on
helpoimmin uudelleen poistettavissa intermolekulaarisen kondensaa-
tiotuotteen jatkok&dsittelyn yhteydessi. Itsekondensaatio tapahtuu
tdlléin keksinndén mukaisesti sitd nopeammin mit& suurempi on hapon

konsentraatio reaktiomediumissa,

Erityisen hyviksi osoittautui liuotinjdrjestelmd dioksaani/vikeva
suolahappo. Osoittautui, ettd jo 24 - 48 tunnin pituisen reaktioajan
jdlkeen huoneen ldmpdtilassa silybiini oli polymeroitunut.

Mita kauemmin reaktioseos on huoneen ldmpdtilassa, sitd korkeampi
on polymeroitumisaste. Ensimmi3isissi t&t3d koskevissa kokeissa saatiin

seuraavat arvot:

1) Silybiini, liuotettu dioksaani/vAkevddn suolahappoon; reaktioaika
huoneen ladmpédtilassa 2 viikkoa: keskimddrZinen molekyvlipaino 820.

2, Kuten 1), mutta 4 viikon reaktioaika: keskimiirZinen molekyylia
paino 1608. (Molekyylipainon md3Arittidminen tapahtui osmometrisesti

asetonissa).

Tastd kdy ilmi, ettd silybiini voi polymeroitua tai kondensoitua
happamessa liuoksessa, jolloin polymeroitumisaste riippuu reaktio-
ajasta.

Kuten edelld on kuvattu, yhdiste voidaan polymeroida, jolloin on
erittdin vaikea suorittaa reaktio siten, etta saadaan maadriatty poly~
meroitumisaste ja ettd reaktiotuote saadaan puhtaana ja ilman 1ihtd-
aineita, muita polymeerej& tai hajoamistuotteita tai heterogeenisii
polymeerejd. Saatavien ominaisuuksien kannalta on tidrkei#id saada saatu
polymeeri stabiiliksi tietylld polymeroitumisasteella. Valmistusmene-
telmén toteuttamiseksi liuotetaan tietty md&rid yhdistettd orgaaniseen
liuottimeen, esimerkiksi dioksaaniin tai tetrahydrofuraaniin, noin
0,5 - 2 $. Tédhdn liuokseen lisadtd&dn vdkevAd - savuavaa suolahappoa
tai 12 n rikkihappoa. Reaktiotuotteen annetaan seistid 4 - 24 piivii
huoneen lampotilassa ja lisdtd&n sen jdlkeen vettd. Veden lisdyksen
jédlkeen saostunut sakka erotetaan suodattamalla ja pestiin hapottomak-

si vedelld ja kuivataan alipaineessa li&mpétilassa vilillid 40 - 50°C,
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Keksinnén avulla voidaan saada polymeereji, joiden polymeroitumisaste
on n = 2-3, Polymeroitumisaste nousee reaktioajasta ja hapon konsent-
raatiosta riippuen.

Polymeroitumisaste saadaan madrittimdll3d molekyylipaino osmometrises-
ti asetonissa. Teoreettiset ja saadut arvot tismiivit tavallisesti,
kun molekyylipainon teoreettisen arvon pohjana on kaksi tai useampia
kondensatio/oksidatiivisesti keskenddn sitoutunutta yhdistemolekyy-
lid. N&m3 polymeerit eivit yleensi ole kiteytyviid, mutta ne voidaan
puhdistaa saostamalla uudelleen asetoni/vedestid (mahdollisesti kisit-
telemdlld aktiivihiilellid) varittdmiksi, amorfiseksi tuotteeksi. Puh-
distaminen toi tapahtua myds piihappogeeli-G-kolonnissa kiyttamalli
eluointiaineena n-propanoli/vettid (7/3) (v/v).

Keksinndn mukaan valmistettujen polymeerien vesiliukoisten suolojen
muodostaminen voi tapahtua esimerkiksi N-metyyliglukamiini-suolana
kdyttamdlla ylimadrdd N-metyyliglukamiinia - mitd korkeampi on poly-
meroitumisaste, sitd suuremman on ylim3drin oltava - yhdisteen suh-
teen, joka on liuotettu limmitt&mdll3 metanoliin, Sen jdlkeen tisla-
taan liuotin kokonaan pois alipaineessa ja jdinnés kuivataan tyhjo-

kuivauskaapissa korkeintaan 45°C limpstilassa.

Keksinnén mukaisesti on mahdollista suhteellisen yksinkertaisin kei-
noin polymeroida tai kondensoida silybiini niin, ettd saadaan uusia
polymeeriyhdisteitd., Tadm& merkitsee huomattavaa edistystid. Polymeeri-
silld yhdisteilld on nimittidin monomeeriin verrattuna huomattavasti
suurempi antiheptatotoksinen vaikutus. Tulokset, jotka on saatu las-
kimonsisdisesti kdytetylli synteettiselld polymeeri-yhdisteelli, esi-
merkiksi N-metyyliglukamiini-suolana, on yllattden, monomeeriseen
muotoon verrattuna monta kertaa vahvempi farmakologinen vaikutus.
Terapeuttinen pdivittdinen annos ihmisille on 50 - 150 mg/paiva riip-
puen sairauden vaikeusasteesta ja henkildkohtaisesta rakenteesta.

Seuraavassa on ilmoitettu toksisuus ja farmakologinen tehokkuus, jot-
ka ovat tArkeiti uusien reaktiotuotteiden lAZkeainekiytdn kannalta.

Silybiinin (Silymarin I) (lyhennys SIP) silybinomeerin, dimeerin ja
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trimeerin akuutit toksisuudet midsritettiin hiirillid sen jilkeen,
yhdisteet injektoitiin i.v. N-metyyliglukamiisuoloina.

Akuutin toksisuuden midrittiminen kidytetyt aineet ja liuokset:

1. - silybiinidimeeri N-metyyliglukamiinisuolana SIP (mp 16 -
(Silybiinidimeeri/N-metyyliglukamiini, moolisuhde 1:6)
220 mg SIP mp 16 = 100 mg silybiinidimeerii
Kantaliuos: 1,5 g SIP mp 16, 50 ml 0,9 % NaCl + 4 % PVP

Annostus:

0,60 g / 20 ml 0,9 ¢ NaCl + 4 & PVP / kg i.v.
0,50 g/ 20ml 0,9 $ NaCl + 4 % PVP / kg i.v.
0,42 g / 20 ml1 0,9 % NaCl + 4 § PVP / kg i.v.
0,36 g / 20 ml 0,9 % NaCl + 4 & PVP / kg i.v.

2. Silybiinitrimeeri N-metyyliglukamiinisuolana SIP mg 118 -
(Silybiinitrimeeri N-metyyliglukamiinisuolana, molekyylisuhde
1:18) 318 mg SIP mp 118 = 100 mg silybiinitrimeerii
Kantaliuos: 1,8 g SIP mp 118, 60 ml, 0,9 % NaCl + 4 & PVp
Annostus:

0,60 g / 20ml 0,9 % NaCl + 4 $ PVP / kg i.v.
0,50 g / 20ml 0,9 $ NaCl + 4 8 PVP / kg i.v.
0,42 g / 20 ml 0,9 % NaCl + 4 % PVP / kg i.v.
0,36 g / 20 ml 0,9 $ NaCl + 4 & PVP / kg i.v.
0,30 g / 20 ml 0,9 $ NaCl + 4 $ PVP / kg i.v.

3. - Polyvinyylipyrrolidoni (PVP) mp 10.000 -

Menetelmi:

kun

Koe-eldimet olivat naaras- ja koirashiirii, kanta NMRI, yhti& voss,

Tuttlingen, paino noin 20 - 25 g. Samoissa tiloissa saivat kaikki
eldimet "Ssniff"-standardirehua ja juomavetti ad libitum.

Tutkittavat aineet annettiin hiirille injektionopeudella noin

1 ml/1 min. i.v. tilavuuden ollessa 20 ml 0,9 % NaCl + 4 % PVP / kg.



6 62536

Tarkkailuaika oli 14 pdiv#i. Annosta kohti k&ytettiin 10 naaras- ja
10 koirasel&dinti.

Tulokset ja arviointi:

Hiirilla oli dimeerisen silybiinin N-metyyliglukamiinisuolan DLy~
arvo 450 * 22 mg/kg SIP mp 16 i.v. = 204,5 mg/kg silybiinidimeerii
naaraseldimille ja 520 * 9 mg/kg SIP mp 16 i.v. = 263,3 mg/kg sily-
biinidimeerid koiraseldimille.

Silybiinitrimeerin N-metyyliglukamiinisuolan vastaavat arvot ovat:
300 * 10 mg/kg SIP mp 118 i.v. = 94,34 mg/kg silybiinitrimeerii
naarashiirille ja 330 ¥ 10 mg SIP mp 118 i.v. = 103,77 mg/kg sily-
biinitrimeerii koirashiirille,

Keksinndn mukaisten polymeerien farmakologisen tehokkuuden osoittami-
nen suoritettiin falloidiini-maksanvaurioitumismallin mukaisesti.
Farmakologisesti tehokkuuden osoittamiseksi miiritet#in niiden ainei-
den anti-falloidiini-vaikutus N-metyyliglukamiinisuolana i.v.

Silybiinidimeeri- ja -trimeeri-vaikutus

Vertailuaineena oli: a) Silybiini N-metyyliglukamiinisuolana
b) Metyyliglukamiini

Silybiinidimeeri ja -trimeeri annetaan kokeessa N-metyyliglukamiini-
suolana.

Aineet ja liuokset:

1. - Silybiinidimeeri -
11,0 mg/kg SIP mp 16 i.v. = 5 mg/kg silyhiinidimeerii
22,0 mg/kg SIP mp 16 i.v. A 10 mg/kg silybiinidimeerii

2. - Silybiinitrimeeri -
15,9 mg/kg SIP mp 118 i.v. = 5 mg/kg silybiinitrimeerii
31,8 mg/kg SIP mp 118 i.v. = 10 mg/kg silybiinitrimeerii
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3. - Silybiini =~
140,5 mg/kg SIMG 11 i.v. = 100 mg/kg silybiinia

4, - N-metyyliglukamiini mp - 21,8 mg/kg i.v.
5, - Polyvinyylipyrrolidoni PVP - mp 10.000

6. - Falloidiini -
3 mg falloidiini, esiliuotettu 3 ml:aan metanolia ad 20 ml
0,9 % NaCl/kg i.p.

liuotettiin 20 ml:aan 0,9 % NaCl + 4 & PVP,
Menetelmi:

Koe-eldimet olivat SPF-naarashiirid, kanta NMRI, Fa. Voss, Tuttlingen,
paino noin 25 g. Kaikki eldimet saivat samoissa tiloissa "Ssniff"
standardirehua ja juomavettd ad libitum. Koeaineet injektoitiin i.v.

1 tuntiennen falloidiini-myrkytysta (3 mg/kg i.p.). VertailuelAimet
saivat vastaavan m3drdn N-metyyliglukamiinia i.v. Rekisteréitiin kuol-
leiden elidinten m3&rd ja eloonjdidntiaika maksan falloidiinilla tapah-
tuneen vaurioittamisen jdlkeen. Tarkkailuaika oli 7 pdivada. Ryhmaa
kohti kaytettiin 20 eldinta.

Tulokset ja arviointi:

Tulokset on annettu seuraavassa taulukossa.

Kuten tuloksista k&y ilmi, kuoli niistd hiiristid 85 %, jotka oli
kdsitelty N-metyyliglukamiinilla (vertailu) ja jotka oli 1 tunti
myohemmin myrkytetty 3 mg/kg falloidiinilla i.p. Samanlaisessa ko-
keessa laski silybiini-kdsittely annoksella 100 mg/kg i.v. (annettu
N-metyyliglukamiinisuolana) kuolemien ma&rA3 30 %. Silybiinidimeeri
ja ~trimeeri estivit annoksella 10 mg/kg i.v. (injektoitu myd&s
N-metyyliglukamiinisuolana) eldinten kuolemisen kokonaan. Annoksella
5 mg/kg i.v. kuoli vain 10 - 5 % eldimistd. Silybiini (Silymarin TI)
parantaa ratkaisevasti polymeerimuodossaan suojavaikutustaan, joka
sill3d on tappavaa hiirten falloidiini-myrkytystid vastaan.
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Esimerkki 1 (Silybiinidimeerin valmistaminen)

10 g silybiinid (Silymarin I) (DOS 1 923 082) liuotetaan 2 litraan
dioksaania ja liuokseen lisdtdidn 1 1 37 %:sta (savuavaa) suolahappoa.
Reaktioseoksen annetaan seistid 4 pdividi huoneen limpdtilassa ja lisi-
tdédn sen jdlkeen 7 1 vettd. TAlldin saostunut beigenvirinen sakka
voidaan helposti suodattaa. Se pestdin vedellid hapottomaksi ja kui-
vataan alipaineessa 40°C:ssa. Saanto on 8,2 g. Ruotteen molekyyli-
paino on 943 (saatu osmometrisesti asetonissa). Teoreettinen arvo,
joka on saatu laskemalla kahden oksidatiivisesti keskeniin sitoutu-
neen silybiinin-molekyylin molekyylipaino, on 963, Silybiinidimeerii
ei voida kiteytt&d3d, mutta se voidaan puhdistaa saostamalla uudelleen
asetoni/vedestd (mahdollisesti ki#sittelemidlli aktiivihiilelli) varit-
tomaksi, amorfiseksi tuotteeksi. Puhdistaminen voi tapahtua myés pii-
happogeeli-kolonnissa kdytt&milli eluointiaineena n-propanoli/vetti
(7/3) (v/v). Aineen kromatograafinen puhtaus tutkitaan samalla juok-
suttimella piihappogeeli-G-levyilli (silybiinitrimeerin RF-arvo 0,89).
Havaitseminen tapahtuu 2,4-dinitrofenyylihydratsiinilla. Yhdisteen
sulamispistealue on 227-235°C,

Tdmdn dimeerisen yhdisteen UV- ja IR-spektrit on esitetty kuvissa
1l ja 2.

Esimerkki 2: (Silybiinidimeerin valmistaminen)

10 g silybiinis liuotetaan 500 ml:aan tetrahydrofuraania ja lisit#in
900 ml 12 n rikkihappoa. Reaktioseoksen annetaan seisti 14 paivAaa
huoneen limpétilassa ja lis&td&n sen jilkeen S5 1 vetti. Saostunut
tuote voidaan helposti suodattaa. Se pest3in vedelli hapottomaksi ja
kuivataan alipaineessa 40°C:ssa. Puhdistamisen jédlkeen (kuten esimer-
kissd& 1) molekyylipainoksi saadaan osmometrisesti asetonissa 986.

Esimerkki 3: (Silybiinitrimeerin valmistaminen)

10 g silybiinid liuotetaan 500 ml:aan dioksaania, lisitiin 700 ml
32 $:sta suolahappoa ja annetaan seisti 24 piivii huoneen lampétilas-
sa. Lisdtd&n 3 1 vettid, erotetaan saostunut sakka suodattamalla, pes-

td&n vedelld hapottomaksi ja kuivataan alipaineessa 40 - 50°C:ssa.
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Puhdistaminen tapahtuu joko saostamalla uudelleen asetoni/vedest: tai
pylviskromatograafisesti piihappogeeli-G-kolonnissa kayttiAmi#lli elu-
ointiaineena n-propanoni/vett3d (7/3) (v/v). Asetonissa tapahtuneen
osmometrisen mittauksen perusteella molekyylipaino on 1507 (silybiini-
trimeerin teoreettinen arvo on 1443,5). Ohutlevykromatograafinen ki-
sittely tapahtuu samalla tavoin kuin esimerkissid 1 silybiinidimeeril-
14. silybiinitrimeerin RF-arvo on 0,82. Sp.-alue on 247 - 235%°%.

Tamédn trimeerisen yhdisteen UV- ja IR-spektrit on esitetty kuviossa
3 ja 4.

Esimerkki 4: (Silybiinidimeerin N-metyyliglukamiinisuolan valmista-
minen)

Silybiinidimeerin veteenliukeneva N-metyyliglukamiinisuola saadaan
kayttdmdlld 6-~kertainen moolim3drd N-metyyliglukamiinia 1 silybiini-
dimeerimoolia kohti., T&t& varten liuotetaan 1,5 litraan metanolia
lammitt&mdlld 9,63 g silybiinidimeerii ja 11,7 g Nemetyyliglukamiinia.
Sen jadlkeen liuotin tislataan kokonaan pois alipaineessa ja ja&nnss
kuivataan tyhjdkuivauskaapissa korkeintaan 45°C:ssa. Tuote liukenee
veteen, jonka pH-arvo on 10,0 - 11,0, fysiologiseen keittosuolaliuok-
seen kuitenkin vain kun mukana on 4 % polyvinyylipyrrolidonia (PVP)

K 15 (laskettuna keittosuolaliuoksesta). Tdllainen fysiologinen liuos
on arvoon 7,5 - 8,0 sdddetyssid pH-arvossa stabiili pitkdn aikaa, kun
mukana on 4 % polyvinyylipyrrolidonia.

Esimerkki 5: (Silybiinitrimeerin N-metyyliglukamiinisuolan valmista-

minen)

Veteenliukenevan N-metyyliglukamiinisuolan valmistamiseksi k&ytetiin
yhta silybiinitrimeerimoolia kohti 18 moolia N-metyyliglukamiinia.

1,5 litraan metanolia liuotetaan 14,43 g silybiinitrimeerii ja 25,1 g
N-metyyliglukamiinia, Jatkokdsittely tapahtuu samoin kuin edelli on
kuvattu silybiinidimeerin N-metyyliglukamiinisuolan valmistuksen yh-
teydessa. Tuote liukenee veteen, jonka pH-arvo on 10,0 - 11,0, ja on
pitkdn aikaa stabiili fysiologisessa keittosuolaliuoksessa, kun mukana
on 4 % polvvinyylipyrrolidonia ja pH on sdadetty arvoon 7,5 - R,0,

ilman ettd tapahtuu samentumista.
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Patenttivaatimus

Menetelmd valmistaa maksan hoitoon soveltuvaa silybiinin polymeeria,
jonka polymeroitumisaste on 2-3 tai sen farmaseuttisesti hyviksytti~
vdd suolaa, tunnet¢tu siitd, ettd silybiini, eli 3,5,7-tri-
hydroksi-z-tz-(4-hydroksi-3-metoksifenyyli)-3-(hydroksimetyyli)-l,d-
bentsodioksan-6-yylijJ-4-kromanoni tai 3,5,7-trihydroksi-2-3~ (4-
hydroksi-3—metoksifenyyli)-2-(hydroksimetyylﬂ—l,4-bentsodioksan-6-
yyli)-4-kromanoni, jonka rakennekaava on:

_ .CH,0H OH
o .
OCH, :l: :I; OCH4
tai 0 CH,,OH
OH

kdsitellidan mineraalihapolla orgaanisessa livottimessa, edullisesti
syklisessji eetterissd, dioksaanissa tai tetrahydrofuraanissa, johon
silybiini on my&s mineraalihapon 14isniollessa niin hyvin liukeneva,
ettd reaktioajan kuluessa ei tapahdu mit4&n monomeerisen 1ihtStuot-

teen saostumista, ja haluttaessa saatu polymeeri muunnetaan N-metvyli-
glukamiinisuolaksi



12
62536

Patentkrav

Forfarande for framstdllning av f8r leverns skdtsel 1limplig silybin-
polymer med en polymerisationsgrad av 2-3 eller dess farmaceutiskt
acceptabla salt, k@& nnetecknat dirav, att silybin, d.v.s.
3,5,7-trihydroxi-2-f2-(4~-hydroxi-3-metoxifenyl)-3-(hydroximetyl)-1,4-
bensodioxan-6-yl]-4-kromanon eller 3,5,7-trihydroxi-2-f3-(4-hydroxi-
3-metoxifenyl)-2-(hydroximetyl-1,4-bensodioxan-6-yl]-4-kromanon, med
formeln

o ',CH OH OH

HO 2

o

‘ 0 OCH, I I’ OCH,
“OH
tai 0 CH20H
OH

behandlas med mineralsyra i ett organiskt ldésnigsmedel, féretridesvis
en cyklisk eter, dioxan eller tetrahydrofuran, i vilket silybin Ar
s4 bra l&sligt ocksd i nirvaro av mineralsyra, ett under reaktios-
tiden n&gon utf&llning av den monomera utgidngsprodukten inte sker,

och den erhdllna polymeren eventuellt omvandlas till sitt N-metyl-
glukaminsalt,
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