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Flavano-lignanovy pfipravek, zpisob jeho vyroby a farmaceuticky prostredek tuto latku
obsahujici

Oblast techniky

Vynalez se tyka flavano-lignanovych pf¥ipravki, které maji ve srovnéni s Cistymi flavano-lignany
zlepSené uvoliiovani a resorbovatelnost, zpisobu jejich vyroby aléfiv obsahujicich tyto
ptipravky k pouziti pfi terapii a profylaxi jaternich onemocnéni.

Dosavadni stav techniky

Silymarin ziskany z marianského bodlaku (Silybum marianum, Compositae) je jiz dlouho znamy.
Zpusob ziskavani polyhydroxyfenylchromanont (Silymarin I - IV) a lékit obsahujicich je jako
smeés je popsan v DE-C3-19 23 082.

Z tohoto patentového spisu je také znamé, Ze silymarin obsahuje 80 az 85 molovych % uinné
latky jako trzni produkt. Silymarin je smés silibininu, isosilybinu, silydianinu a silychristinu,
pfiemz se jedna o smés molekularnich isomeri se stejnym sumarnim vzorcem (CisH»04).
Silibinin, isosilybin, silydianin a silychristin patfi ke skupiné flavano-lignanili, ve kterych se
spojuje taxifolin s koniferylalkoholem.

Z DE-C2-29 14 330 je znamy zplsob ziskavani Cistého silymarinu (Silymarin I - IV), timto
zpisobem ziskany silymarin (I - IV) snejméné 90 % CdCistotou ajeho pouziti k oSetfovani
jaternich onemocnéni.

Dale je zDE-C2-35 37 656 znamy zpusob ziskavani silibininu neobsahujiciho isosilybin
a rovnéz Ié¢iva obsahujici silibinin.

Je znamo, Ze flavano-lignany jsou zpravidla nerozpustné ve vod¢ nebo malo rozpustné. Na
zakladé tohoto chovani je schopnost uvoliiovani téchto sloudenin a tim také jejich biologicka
dostupnost a schopnost resorpce v téle jimi o3etfovanych lidi nebo savcl neuspokojiva.
V minulosti byly proto &inény pokusy provést u flavano-lignan zpracovanim ptipadné reakci
s vhodnymi chemickymi agenciemi molekularni zménu a ptevést je tak v derivaty se zlepSenou
rozpustnosti ve vodé a zvy$enou schopnosti uvoliiovani. K derivatim vytvofenych timto zpiso-
bem patii ptikladné adukty mezi jinym s cyklodextrinem, jako silibinin-B—-CD (CD = cyklo-
dextrin); komplexni slou€eniny, ptipadné s fosfatidylcholin nebo s urlitymi aminocukry; estery,
obzvlasté s dikarbovymi kyselinami a uzavirajicimi slou€eninami. Nevyhodné se u téchto
derivati projevuje skuteénost, Ze v jednotlivych pfipadech je flavano-lignan vazan na chemickou
slougeninu, ktera mize fyziologicky pisobit jako cizi latka a miize pfipadné vyvolat nezadouci
vedlej3i reakce nebo nepfiznivé ovlivnit u€innost flavano-lignani. Pti vyrobé adukti, komplext
nebo derivath se asto otevird gama-pyronovy kruh flavanového podilu, ptikladné v alkalickém
prostredi. V ptipadé uvedenych derivatd vznika kromé toho nebezpeci, ze se pfi podani derivati
flavano-lignanti modifikovanych zminénym zpisobem dosahne sice zlepSené resorpce, zplsobi
viak udinky, které se od Gi¢ink o&ekavanych a Zadoucich od flavano-lignanti vyrazné odliuji.

Ukolem vynalezu je vytvofit piipravky flavano-lignani, které nevykazuji zidné vazby flavano-
lignani na cizi slougeniny a maji dobrou a vysokou miru uvoliiovani, pomoci které je zaru¢ena
dostatena biologicka dostupnost a dobra resorpce v téle oSetfovaného individua po podani. Tyto
ptipravky flavano-lignand maji mit pozadované a ofekavané Glinky téchto flavano-lignang,
av zadném piipadé nemaji mit nezidouci vedlejdi udinky nebo vykazovat zmény jejich
specifické u&innosti nebo jejich spektra G¢innosti, které by vyplyvaly z vazby na cizi slou¢eniny,
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to znamena které by vyplyvaly zvy3e popsanych pouZivanych agenci k pfipravé derivati
flavano-lignant.

Podstata vynalezu

Tento kol se fesi vytvofenim flavano-lignanovych pfipravki jako koprecipitatu se zlepsenym
uvolfiovanim oproti ¢istym flavano-lignaniim, pro o$etfeni jaternich onemocnéni, vyrobitelnych
tak, Ze se

a) pripravi vodny alkoholicky roztok farmaceuticky pfijatelnych nosnych latek a smacedel,
v tomto roztoku se suspenduje flavano-lignan a ziskana smés se zahfeje aZ k teploté varu,
nebo se

b) flavano-lignan a smacedlo suspenduje v alkoholu, ziskana suspenze se za michani zahfiva
na teplotu vzniku &irého roztoku, tento roztok se zfedi vodnym roztokem farmaceuticky
pfijatelné nosné latky a ziskana smés se za michani zahfiva na teplotu v rozmezi 40 °C az
60 °C,

a ze se zplUsobem podle a) nebo b) ziskany &iry roztok koncentruje za vzniku koprecipitatu,
filtruje a vznikly koprecipitat se vysusi za vakua.

Zvlast vyhodny je flavano-lignanovy ptipravek, kde flavano-lignanem je silymarin nebo
silibinin, obzvlaste¢ praskovity koprecipitat silymarinu a/nebo praskovity koprecipitat silibininu.

S vyhodou pouzivané farmaceuticky pfijatelné nosné latky jsou ve vodé rozpustné derivaty dukri
jako mono- a disacharidy, polyglykdza, polymaltdza, cukerné alkoholy a/nebo celuldzy a jejich
smési. Jako mono- a disacharidy jsou obzvlast vyhodné:

dextréza, fruktéza, galaktéza, glukdza, laktéza, mandza, maltdza, sachardza, xyléza, mannitol,
sorbitol.

Z celuldéz jsou vyhodné: hydroxyethyl$krob, karboxymethylceluléza, natriumkarboxymethyl-
Skrob.

Vhodné podily téchto latkovych skupin jsou 2 - 80 %, s vyhodou 5 - 20 % (vztaZeno na pouzité
pevné latky v kone¢ném produktu véetné i¢inné latky). Vyhodné nosné latky se pouziji spoleéné
s farmaceutickymi zesit'ujicimi prostfedky a farmaceutickymi nosnymi latkami pro disperzni
systémy. :

Vyhodnymi farmaceutickymi zesitujicimi prostiedky jsou polyoxyethylenové derivaty esterii

sorbitanu jako polysorbaty 20, 40, 60 a 80 sriznym stupném polyoxyethylenace, obzvlasté
polysorbat 80 vzorce

HO(CH,CH,O)w (OCH,CH,), OH

l

(OCH,CHy)y OH

(OCH,CH,)—0 Ci7H33

ve kterém sumaw +x+y +z=20
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Vhodné jsou také sorbitanové estery mastnych kyselin jako sorbitanlaurat, oleat, palmitat
a sesquioleat. Vhodné podily téchto latek jsou 0,1 - 5 %, s vyhodou 0,5 - 2 %.

Vyhodnymi farmaceutickymi nosnymi latkami pro disperzni systémy jsou linearni polymery 1-
vinyl-2-pyrrolidonu, obzvlasté poly [(2—oxo—1—pyrrolidinyl) ethylen], nazyvany také polyvidon.
Vhodnymi podily téchto latek je 5 - 90 %, s vyhodou 20 - 50 %.

Pfi zpisobu vyroby a) se vudaném poméru rozpusti ve smési alkohol/voda farmaceuticky
piijatelné latky, farmaceuticka zesitujici Cinidla a farmaceutické nosné latky pro disperzni
syntézu a v tomto roztoku se suspenduje flavano lignan, pfiCemz se suspenze zahfiva az k teploté
varu a tvofi Ciry roztok. Odpovidajicim zplsobem - jak je vySe popsano - se provadi zpisob
vyroby b). Nakonec se provadi koncentruje za tvorby koprecipitatu, ktery se odfiltruje a vysusi
ve vakuu.

Pti vyrob¢ kapsli z hotového produktu se pfida kluzny prostiedek, pfipadné magnesiumstearat,
vhodny podil je 0,3 - 2 %, s vyhodou 0,4 - 0,8 % hotového produktu.

Popsanym zpisobem ziskané piipravky ve formé koprecipitatu se vyznacuji oproti pfipravkim
z ¢isté ucinné latky vyrazné vy$§im podilem uvoliiovani a tim podstatné zlepSenou biologickou
dostupnosti. Piipravky se v téle jimi oSetfenych individui vyborné resorbuji a vyvolavaji pozado-
vané a od flavano-lignani o¢ekavané fyziologické ucinky. Proto nachazeji pouziti jako léCiva pro
oSetfovani jaternich nemoci a k profylaxi jaternich poskozeni.

Piiklady provedeni vvnilezu

Vyroba koprecipitatu silymarinu
A) Ziskavani silymarinu (silymarin I-IV)

Ziskavani silymarinu se provadi zpisobem popsanym v DE-C3-19 23 082, na ktery se timto
odkazuje. Takto ziskany produkt se zpracuje zplisobem podle DE-C2-29 14 330, na ktery se
timto odkazuje, a ziska se silymarin (silymarin I-IV) s €istotou nejméné 90 %.

B) Vyroba zakladniho roztoku

2,63 kg mannitol
1,06 kg natriumkarboxymethylSkrob
0,415 kg polysorbat 80
12,895 kg polyvidon
6261 ethanol (0,8)

Mannitol, natriumkarboxymethylikrob, polysorbit 80 a polyvidon se za michani a zahtivéani
rozpusti v ethanolu. Uprava ethanolu na uvedenou hustotu se provadi Cistou vodou.

C) Vyroba a uprava zasobniho roztoku

1. Pfiprava roztoku

Do zikladniho roztoku vyrobeného podle B) se nadavkuje 18 kg silymarinu vyrobeného
postupem popsanym v A) (poéitano na suchou latku). Ziskana smés se zahfiva az k teploté varu,
kdy vznika &iry roztok. Ciry roztok se filtruje pies filtradni vrstvu K 100 a v predloze se pfipravi
ke koncentraci. Zasobni roztok se uchovava pfi teploté > 45 °C.
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2. Koncentrace

Zasobni roztok se ve vakuu béhem 50 minut pti teploté nejvyse 60 °C zahusti v odpafovacim
zafizeni na 1/10 objemu.

3. Suseni

Koncentrovany material se vysusi ve vakuové suSici skiini pfi teploté€ 70 °C a tlaku 0,1 kPa aZ do
zbytkové vlhkosti < 7 %.

4. Mleti

Vysuseny material se jemné semele (poZaduje se zbytek na sité¢ > 40 um < 1 %).

5. Dosuseni

Dosuseni se provadi ve vakuové susarné pfi tlaku 0,1 kPa a teploté 70 °C dokud se nepodkroéi
limitovany podil rozpoustédla.

Takto pfipraveny koprecipitait se zkouma zhlediska stanoveni miry uvolfiovani in vitro
a stanoveni biologické dostupnosti in vivo, jak se popisuje déle.

Vyroba koprecipitatu silibininu

A) Ziskavani silibininu neobsahujiciho isosilybin

Ziskavani silibininu  neobsahujiciho isosilybin se provadi zpisobem popsanym
v DE-C2-35 37 656, na ktery se timto odkazuje. Takto ziskany produkt obsahuje 97 az 98,5 %
silibininu.

B) Vyroba zakladnich roztoki I a II

Zakladni roztok I:

23,10 kg polyvidon a
2316 kg laktézy

se suspenduje v 375 | Cisté vody, nacez se suspenze za michani a zahfivani prevede v Ciry roztok.

Zakladni roztok II:
3,75 kg silibinin (po¢itano na 100 % silibinin) a
0,75 kg polysorbatu 80

se suspenduje v 375 | ethanolu, nadeZ se suspenze za michani a zahtivani pfevede v &iry roztok.
C) Vyroba a Gprava zasobniho roztoku

1. Ptiprava roztoku

Zakladni roztoky I a Il vyrobené podle B) se spolu smisi, pfi¢emZ se zakladni roztok I za michani
vmisi do zakladniho roztoku II. Pfitom se dbé, aby vznikl &iry roztok, ktery se filtruje pies
filtraéni vrstvu K 100 a v ptedloze se pripravi ke koncentraci. Zasobni roztok se uchovéava pfi
teploté > 45 °C.
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2. Koncentrace

Zasobni roztok se zahusti ve vakuu b&hem 50 minut pfi teploté nejvyse 60 °C v odpafovacim
zafizeni na 1/20 objemu.

3. Suseni

Koncentrovany material se vysusi ve vakuové susici skfini pii teploté 70 °C a tlaku 0,1 kPa az do
zbytkové vihkosti < 7 %.

4. Mleti

VysuSeny material se jemné semele (poZaduje se zbytek na sit€ > 40 um < 1 %).

5. Dosuseni

Dosuseni se provadi ve vakuové susarné pfi tlaku 0,1 kPa a teploté 70 °C dokud se nepodkro¢i
limitovany podil rozpoustédla.

Takto pfipraveny koprecipitat se vy3etfuje z hlediska stanoveni miry uvoliiovani in vitro
a stanoveni biologické dostupnosti in vivo, jak se popisuje dale.

Stanoveni miry uvolfiovani a biologické dostupnosti silymarinu, koprecipitatu silymarinu,
silibininu a koprecipitatu silibininu.

Stanoveni miry uvolfiovani se provadi in vitro pomoci upravené metody HPLC; biologicka
dostupnost se zjidtuje in vivo pomoci klinickych pokusii u zdravych pokusnych osob.

Vysledky pokust jsou uvedeny na obrazcich 1 a 2, které zobrazuji:

Obrazek 1 srovnani uvolfiovani silymarinu s uvolfiovanim koprecipittu silymarinu v zavis-
losti na dobé (minuty) znazornéné formou diagramu;

Obrazek 2 srovnani uvolfiovani silibininu s uvolfiovanim koprecipitatu silibininu v zavis-
losti na dobé& (minuty) znazornéné formou diagramu;

Stanoveni miry uvolfiovani silymarinu, koprecipitatu silymarinu, silibininu a koprecipitatu silibi-
ninu in vitro.

Ke stanoveni stupné uvolfiovani koprecipitatu silymarinu v procentech ve srovnani s Eistym
silymarinem se obé latky michaji v aparatufe opatfené listovym michadlem v roztoku pufru
(pH 7,5) pti teploté 37 °C po dobu 60 minut a pak se centrifuguji. Stanoveni stupné uvoliiovani
v procentech se provadi chromatograficky nové vyvinutou metodou HPLC.

Z obrazku 3 zfetelné vyplyva, Ze mira uvoliiovani v procentech koprecipitatu silymarinu je
podstatné vy3$i nez mira uvoliiovani silymarinu ve formé Cisté ucinné latky. Cini v pripadé
silymarinu ve formé ¢&isté a¢inné latky ve 140 mg kapslich ptiblizn€ 30 % v oblasti rozptylu
reprezentované tmavym Srafovanim < 10 %, oproti tomu &ini mira uvolilovani v procentech
koprecipitatu silymarinu pfiblizné 95 % pii rozptylu asi 10 %. Tyto vysledky potvrzuji také
profily uvolfiovani silymarinu a koprecipitatu silymarinu v zavislosti na ¢ase na obrazku 1.

Obrazek zobrazuje profily uvolfiovani silibininu a koprecipitatu silibininu v zavislosti na &ase.
Pfitom je na abscise uveden &as v minutach a na ordinité uvoliiovani v procentech. Provedeni
pokusu odpovidd provedeni popsanému v souvislosti se stanovenim procentniho uvolfiovani
silymarinu a koprecipitatu silymarinu. Z tohoto obrazku vyplyva, ze procentni uvolfiovani
koprecipitatu silibininu n&kolikanasobné pievySuje procentni uvoliiovani Cisté ulinné latky

-5
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silibininu. Kfivka (A), ziskand ze tfech méfeni, kterd zndzoriuje uvolfiovani koprecipitatu
silibininu, se nachazi po prudkém vzestupu v prvnich péti minutach nad hodnotou 90 %. Oproti
tomu kfivka (B), ziskana rovnéz ze tfech méfeni pro uvolfiovani &isté uginné latky silibinin, lezi
pod hodnotou 10 %, pfi¢emZ mira uvolfiovani silibininu po 30 minutach lezi pod 5 %.

Stanoveni biologické dostupnosti silibininu a koprecipitatu silibininu in vivo.

trpicich onemocnénim jater, pfikladné cholecystektomovanymi pacienty se Zluéovym T-drenem
nebo u pacientl s nehepatitickym onemocnénim, se provadély na nahodné vybranych zdravych
dobrovolnicich jako pokusnych osobéch.

U déle popsanych vysetfovani bylo vybrano Sest zdravych muzskych pokusnych osob. Tém byly
za stavu na lacno podéany jednotlivé davky 102, 153, 203 a 254 mg silibininu. Pokusné osoby
byly hospitalizovany, a sice od vecera pfed medikaci az do 50 hodin po podani. Pokusné osoby
béhem vysetiovani obdrzely standardni jidlo a napoje. Kromé toho byly vedeny k tomu, aby se
béhem vysetfovani véetné 24 hodin pfed medikaci vystiihaly nadmérné télesné namahy a jinych
aktivit v pfirod€ a rovnéz tak se ziekly koufeni a konzumace napoji obsahujicich xantin, jako je
kava, ¢aj a ¢okolada.

Charakteristika pokusnych osob a schema podédvani je uvedeno v nasledujici Tabulce 1.

Tabulka 1

Charakteristika pokusnych osob a schéma podavani pfipravku

Pokusna Vék Vyska Hmotnost Postup podavani
osoba ) (cm) (kg) Pocet kapsli
1 29 172 68 2 3 4 5
2 22 178 69 3 4 5 2
3 26 185 76 4 5 2 3
4 24 182 66 5 2 3 4
5 29 175 75 2 5 4 3
6 29 190 71 4 2 5 3

Stanoveni koncentrace G¢inné latky v plasmé a vylouené mnozstvi v moci pokusnych osob se
provadi specifickou metodou HPLC. Jak jiz bylo zminéno, vyznacuje se tato metoda oproti
dosud znAmym metodam podstatné niz3i hranici prikaznosti. Tato hranice ¢ini u znAmych metod
pfiblizné¢ 50 ng/ml v plasmé, zatimco mezni citlivost u nové metody lezi v hodnotach nizSich
o faktor 10.

Shrnuti vysledki pokusi.

Provadéni klinickych pokusii a stanoveni koncentraci se provadélo vySe popsanym zpisobem
a diskuze probéhla podle Tabulky 2. Vysledky jsou uvedeny v Tabulce 2, pticemz jsou v této
tabulce proti sobé& srovnany relativni biologicka dostupnost silibininu a koprecipitatu silibininu.
Relativni biologicka dostupnost je uvadéna v [ng*h/ml].
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Tabulka 2

AUC [ng*h/ml] pro koprecipitat silibininu a silibinin po 4 oralnich davkach zdravym pokusnym
osobam

Pokusna osoba Koprecipitat silibininu Silibinin
i 1364 421,6
2 1589 617,6
3 2637 697,4
4 3004 710,6
5 2448 629,3
6 5355 1292,0
7 2254 642,5
8 1531 615,5
MW 2523 703,3

AUC relativni biologickd dostupnost (obvykla zkratka pouzivana ve farmacii pro: area under
curve, odpovida integralu kfivkou ohranicené oblasti)

MW  stfedni hodnota

Nebyly pozorovany $kodlivé GCinky, z &ehoz vyplyva, Ze koprecipitat silibininu stejné jako
silibinin a silymarin se snaseji i ve vysokych davkach.

PATENTOVE NAROKY

1. Flavano-lignanovy ptipravek jako koprecipitat se zlepSenym uvolitovanim oproti Cistym
flavano-lignaniim, pro o3etfeni jaternich onemocnéni, vyrobitelny tak, Ze se

a) pripravi vodny alkoholicky roztok farmaceuticky pfijatelnych nosnych latek a sméacedel,
v tomto roztoku se suspenduje flavano-lignan a ziskana smés se zahfeje az k teploté varu,
nebo se

b) flavano-lignan a smagedlo suspenduje v alkoholu, ziskana suspenze se za michani zahfiva
na teplotu vzniku &irého roztoku, tento roztok se zfedi vodnym roztokem farmaceuticky
ptijatelné nosné latky a ziskand smés se za michani zahfiva na teplotu v rozmezi 40 °C az
60 °C,

a e se zplsobem podle a) nebo b) ziskany &iry roztok koncentruje za vzniku koprecipitatu,
filtruje a vznikly koprecipitat se vysusi za vakua.

2. Flavano-lignanovy pripravek podle naroku 1, vyzmadujici se tim, Zeje
tvofen praskovitym koprecipitatem silymarinu.

3. Flavano-lignanovy pripravek podle naroku 1, vyznadujici se tim, Zeje
tvofen praskovitym koprecipitatem silibininu.
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4. Flavano-lignanovy pfipravek podle nékterého znarokli 1 az3, vyznadujici se
tim, Ze se jako farmaceuticky pfijatelné nosné latky pouziji ve vodé rozpustné derivaty cukri
Jako mono— a disacharidy a/nebo derivaty celulézy a jako farmaceuticky pfijatelné nosné latky
pro disperzni systémy linearni polymery 1—vinyl-2—pyrrolidonu.

S. Flavano-lignanovy ptipravek podle nékterého znirokidl 1 az4, vyzmacdujici se
tim, Ze sejako smacedlo pouziji polysorbaty nebo sorbitanové estery mastnych kyselin.

6. Flavano-lignanovy pfipravek podle naroku 4, vyznacujici se tim, Zese
jako cukr pouZije mannitol nebo laktdza.

7. Flavano-lignanovy piipravek podle naroku 4, vyzmnadujici se tim, Zese
jako derivaty celulozy pouziji natriumkarboxymethyl$krob, hydroxyethylskrob nebo karboxy-
methylceluléza.

8. Flavano-lignanovy ptipravek podle naroku 4, vyznacujici se tim, Zese
pouzije linedrni polymer 1-vinyl-2—pyrrolidonu polyvidon.

9. Flavano-lignanovy pfipravek podle naroku 5, vyznaéujici se tim, Zese
pouzije polysorbat 80.

10. Zpisob vyroby flavano-lignanového ptipravku podle ndrokti 1 az9, vyznadujici
se tim, Ze se

a) pripravi vodny alkoholicky roztok farmaceuticky pfijatelnych nosnych latek a smacedel,
v tomto roztoku se suspenduje flavano-lignan a ziskana smés se zahfeje az k teploté varu,
nebo se

b) flavano-lignan a smacedlo suspenduje v alkoholu, ziskana suspenze se za michani zahfiva
na teplotu vzniku &irého roztoku, tento roztok se zfedi vodnym roztokem farmaceuticky
pfijatelné nosné latky a ziskana smés se za michani zahtiva na teplotu v rozmezi 40 °C aZ
60 °C,

a Zze se zpusobem podle a) nebo b) ziskany &iry roztok koncentruje za vzniku koprecipitatu,
filtruje a vznikly koprecipitat se vysusi za vakua.

11. Farmaceuticky prostfedek, vyzmacdujici se tim, Ze obsahuje flavano-
lignanovy pfipravek ve formé koprecipitatu podle naroku 1.

12. Farmaceuticky prostfedek, vyzmnacdujici se tim, Ze obsahuje flavano-
lignanovy piipravek ve formé koprecipitatu podle naroku 2.

13. Farmaceuticky prostfedek, vyzmnacujici se tim, Ze obsahuje flavano-
lignanovy pfipravek ve formé koprecipitatu podle naroku 3.
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Obrazek 1

Uvolfiovani silymarinu in-vitro
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Obrazek 2

Uvoliiovani silibininu in-vitro
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QObrazek 3

Uvolfiovani silymarinu kapsle 70 mg a silymarinu : kapsle 140 mg

Uvolnéni (1 hod.)
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Silymarin kapsle 140 mg |
Silymarin koprecipitét

Silymarin kapsle 70 mg
Silymarin koprecipitat
kapsle 140 mg

kapsle 70 mg

Konec dokumentu
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