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1894-91
Igsosilybinfrit silibinin med formlen
o _CHOH
OCH,
(o)
OH

opnds ved at stersteparten af den fede olie fjernes fra
terrede frugter af Silybum marianum L. Gaertn. ved
oplukning af cellerne i frugterne under anvendelse af
hejt mekanisk tryk, presseresten med et restolieindhold
p4 5-10% ekstraheres fuldstandigt med ethylacetat, ethyl-
acetatet afdampes, den t¢rre remanens oplgses 1 en

mengde pi 2 vagtprocent i den af methanol og vand
bestiende underfase af en ternzr ople¢sningsmiddelblanding

fortsattes



1894-31

af 95 vegtdele methanol, 5 vegtdele vand og 100 vegtdele
petroleumsether (kogeinterval 40-60°C), fnugagtige
partikler fjernes ved centrifugering, den tg¢rre remanens
underkastes multiplikativ, ensartede fordeling i modstrem
i dette opl¢sningsmiddelsystem, hvorved det totale strem-
ningsvolumenforhold mellem overfase og underfase er 1:1,
en 70-80%'s polyhydroxyphenylchromanonblanding (risily-
marin) isoleres som et brunligt pulver fra den bort-
strommende underfase ved inddampning i vakuum til

torhed, en vegtdel af det brunlige pulver suspenderes i
0,7-1,5 vagtdele vandmzttet ethylacetat, den dannede
suspension henstdr i 1-2 dage, bundfaldet frasuges,
bundfaldet vaskes med 0,07-0,15 vagtdele koldt vandmezttet
ethylacetat og terres ved 30-50°C i vakuum, det fremkomne
produkt oplgses i 30-50 vegtdele vandfrit ethylacetat
under opvarmning til kogning, der tilszttes 0,2-0,4

vagtdele aktivt kul under opvarmning til kogning med
tilbagesvaling i 2 timer, blandingen filtreres, og
filtratet inddampes ved 30-50°C i vakuum til 1/12 af
rumfanget af det til opl¢sningen anvendte ople¢sningsmid-
del, 0,5-0,8 vagtdele vandmzttet ethylacetat sattes til
koncentratet, og det udfzldede silibinin frafiltreres
efter 5-10 timer, hvorpa silibininet suspenderes en eller
to gange i 0,9-1,8 vagtdele teknisk ethylacetat pr. gang,
suspensionen filtreres, produktet forterres i vakuum ved
30-50°C, og det forte¢rrede produkt formales og terres pa
ny ved 30-50°C i vakuum, idet alle vagtdele er beregnet
pad vegten af det brunlige pulver.

Isosilybinfrit silibinin fis i hejt udbytte og med stor
renhed.
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Den foreliggende opfindelse angdr en sarlig fremgangsmade til

isolering af isosilybinfrit silibinin.

Silybum marianum (L.) Gaertn. (Carduus marianus L.) har
siden oldtiden varet en kendt lageplante. Af flavolig-
naner, som forekommer i frugterne af denne plante, har
R. Miinster isoleret en komponent, silybin, jfr. Disser-
tation R. Miinster, Miinchen, 1966, Denne forbindelses
kemiske struktur er bestemt af A. Pelter og R. Hénsel,
jfr. Tetrahedron Letters, London, bind 25, s. 2911-2916
(1968) .

Det er kendt, at silybin, der tidligere ogsa blev kaldt
silymarin I, er et vardifuldt leverterapeutikum, jfr.
DE-fremlaggelsesskrift nr. 1.767.666. En teknisk frem-
gangsmade til fremstilling af silybin (silymarin I) er ek~
sempelvis beskrevet i DE-fremlaggelsesskrift nr. 1.923.082.

Allerede i 1974 blev der fremsat formodninger om, at sily-
bin omfatter to stillingsisomerer, nemlig silybin og
isosilybin, jfr. H. Wagner, P. Diesel og M. Seitz, Arznei-
mittelforschung, bind 24 (4), s. 466-471, 1974. Denne
formodning er blevet praciseret og eksperimentelt bekraf-
tet af A. Arnone, L. Merlini og A. Zanarotti, Journal
Chemical Society Chem. comm., 1979, bind 16, s. 696-697.
Ifplge dette litteratursted bestdr det kendte silybin af
to forskellige forbindelser, nemlig forbindelserne med

de nedenfor anfgrte strukturformler A og B.

CH,0H

0
@ ' OCH;,
0] :
OH

OH

HO
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(A) Silibinin
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(B) Isosilybin
Det fremgér af disse strukturformler, at disse forbindelser
er stillingsisomerer. Forbindelsen med formlen (&) har i
dag INN-betegnelsen silibinin. Denne betegnelse anvendes ogsa

5 1 den foreliggende beskrivelse for forbindelsen med formlen (a).

De to ovenfor anferte forbindelser A og B er hidtil kun
adskilt og fremstillet i analytiske mazngder, og der fore-
ligger modstridende oplysninger om de enkelte isomerers
farmakologiske virkninger, jf. V. Quercia, N. Pierini,

10 V. Valcavi, R. Caponi, S. Innocenti og S. Tedeschi, Anal.
Chem. Symp. Ser. 13, side 1-13 (1983). Forst betegnes
adskillelsen af de to stoffer som tvivlisom, og derpa til-
skrives de adskilte stoffer samme farmakologiske virk-
ning i phallodinin-toxikationsmodellen. Dette resultat

15 kan ikke reproduceres med de virkeligt rene stoffer.

Det er formdlet med opfindelsen at tilvejebringe en frem-

gangsméde til isolering af isosilibinfrit silibinin.

Ved fremgangsmaden ifplge opfindelsen til isolering af

isosilybinfrit silibinin med formlen

CH,0H
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fjerner man hovedparten af den fede olie fra torrede
frugter af Silybum marianum L. Gaertn. ved oplukning af
cellerne i frugterne under anvendelse af hpjt mekanisk
tryk, hvorpd presseresten med et restolieindhold p& 5-10%
ekstraheres fuldstendigt med ethylacetat, ethylacetatet
afdampes, den fremkomne torre remanens oplegses i en
mangde pa 2 vagtprocent i den af methanol og wvand
bestdende underfase af en ternar oplegsningsmiddelblanding
af 95 vagtdele methanol, 5 vagtdele vand og 100 vagtdele
petroleumsether (kogeinterval 40-60°), hvorpa fnugagtige
partikler af fast stof fjernes ved klarcentrifugering,

og den terre remanens underkastes den multiplikative,
ensartede fordeling i modstrom i dette oplesningsmiddel-
system, hvorved det totale stromningsvolumenforhold
mellem overfase og underfase er 1l:1, hvorpd en 70-80%'s
polvhydroxyphenylchromanonblanding (rasilymarin) isoleres
som et brunligt pulver fra den bortstrommende underfase

ved inddampning i wvakuum til t¢rhed.

Fremgangsmaden ifgplge opfindelsen er ejendommelig wved, at

a) en vagtdel af det dannede brunlige pulver sus-
penderes i 0,7-1,5 vagtdele vandmzttet ethylacetat,
den dannede suspension henstdr i 1-2 dage, hvorpa
bundfaldet frasuges,
b) det dannede bundfald vaskes med 0,07-0,15 vegt-
dele koldt vandmattet ethylacetat og torres ved
30-50°C i vakuunm,
c) det fremkomne produkt opleses i 30-50 vagtdele
vandfrit ethylacetat under opvarmning til kogning,
hvorpa der behandles med 0,2-0,4 vagtdele aktivt kul
under opvarmning til kogning med tilbagesvaling i

© 2 timer, blandingen filtreres, og filtratet inddampes
ved 30-50°C i vakuum til 1/12 af rumfanget af det til
oplgsningen anvendte oplgsningsmiddel,
d) 0,5-0,8 vagtdele vandmattet ethylacetat sattes
til koncentratet, og det udfzldede silibinin frafil-

treres efter 5-10 timer, hvorpa
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e) silibininet suspenderes en eller to gange i

0,9-1,8 vagtdele teknisk ethylacetat pr. gang, og sus-
pensionen filtreres, produktet fortgrres i vakuum ved
30-50°C, det fortgrrede produkt formales og tgrres pa

ny ved 30-50°C i vakuum,

idet alle vagtdele er beregnet pd vagten af det brunlige

pulver.

Det i trin a) som udgangsmateriale anvendte brunlige pul-
ver eller rdsilymarin er en blanding af silymarinerne I-IV.
Ved behandlingen af rédsilymarinet med vandmazttet ethyl-
acetat opnés i det vasentlige fraskillelsen af hoved-
mengderne af silymarin II-IV (silibinin er silymarin I)

og 20-30% af ledesagestofferne i rdsilymarin samt en del
isosilybin. P& denne md&de f&r man i trin b) rédsilibinin med
et udbytte pa 80-85% (beregnet pd silibininindholdet i
résilymarin) og en renhed pd 80-84%, afhangigt af kvali-
teten af rasilymarinet.

Rasilibininet er ifglge den kendte teknik en blanding af iso-

silybin og silibinin i forholdet ca. 1l:4.

I trinene c) til e) sker fraskillelsen af hovedande-
lene af isosilybin fra silibinin samt rester af andre oven-
for omtalte bestanddele.

En sarlig fordel ved denne adskillelsesmetode er anven-
delsen af kun et enkelt oplgsningsmiddel, nemlig ethyl-
acetat, dog med forskelligt vandindhold. Det er vigtigt,
at der i trin c) anvendes vandfrit ethylacetat og i trin
d) anvendes vandmzttet ethylacetat. Ved anvendelse af
fremgangsméden ifglge opfindelsen opnas silibinin i et
udbytte pd 79-85% (beregnet pa silibinin i ré&silibinin)

og med et silibininindhold p& 96-98%.

En sarlig foretrukken udfgrelsesform for fremgangsméden

ifglge opfindelsen bestar i, at
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a) en vagtdel af det brunlige pulver suspenderes i
0,9 vagtdele vandmattet ethylacetat, suspensionen
henstar i 48 timer ved stuetemperatur, og det dannede
bundfald frasuges,

b) bundfaldet vaskes med 0,09 vagtdele koldt vandmettet
ethylacetat og torres i 48 timer ved 40°C i wvakuum,

c) det dannede produkt opleses i 36 vagtdele vandfrit
ethylacetat under opvarmning til kogning, der tilsat-
tes 0,36 vagtdele aktivt kul og opvarmes i 2 timer til kogning med
tilbagesvaling, blandingen filtreres, og filtrﬁtet
inddampes ved 50°C i vakuum til 1/12 af rumfanget af
det til oplesningen anvendte ople¢sningsmiddel,

d) til koncentratet settes wved stuetemperatur
0,6 vagtdele vandmezttet ethylacetat, blandingen hen-
stdr i 10 timer ved stuetemperatur, og det udfel-
dede produkt frafiltreres, hvorpa

e) produktet suspenderes to gange i 1,8 wvagtdele
teknisk ethylacetat pr. gang og filtreres, produktet
fortorres i 24 timer ved 40°C i vakuum, hvorpad det

formales og eftertorres i 48 timer ved 40°C i vakuum.

Det har vist sig, at isosilybinfrit silibinin er serdeles
velegnet til farmaceutiske formdl. Det har overraskende
vist sig, at det har vasentlige fordele i forhold til de
andre kendte bestanddele i silybum-marianum-ekstrakter.
Det er isar velegnet til behandling af leverzirrhose

og toksisk-metaboliske leverbeskadigelser. Det kan ogsa
anvendes til praventiv behandling, sdledes at de beskrev-

ne beskadigelser slet ikke optrader.

Isosilybinfrit silibinin kan formuleres i form af farmaceuti-
ske praparater, som eventuelt indeholder et farmaceutisk
bezrestof og/eller et hjelpestof. Det anvendes for det meste systemisk,
f.eks. i form af piller, kapsler og ople¢sninger, i gangse
bazrestoffer og eventuelt sammen med almindelige hjzlpe-
stoffer. Dagsdosis for et voksent menneske udgor ca.

50-500 mg, afhangigt af patientens tilstand og sygdoms-

symptomernes svarhedsgrad.

Fremgangsmaden ifglge opfindelsen illustreres n&armere i det

efterfplgende eksempel.
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Eksempel

Fremstilling af isosilybinfrit silibinin.

1 kg polyhydroxyphenylchromanonblanding (silymarin I-IV =
silymarin I-IV-gruppe, renhed ca. 70%) i form af et brun-
ligt pulver, der her ogs3 betegnes rdsilymarin, og som

er fremstillet under anvendelse af fremgangsm@den beskre-
vet i1 DE-fremlzggelsesskrift nr. 1.923.082, spalte 8,
linie 14-19, suspenderes i 1 liter vandmzttet ethylacetat
i 30 minutter ved hjzlp af et Turrax-apparat. Efter 48 ti-
mers henstand ved stuetemperatur frasuges bundfaldet, som
vaskes med 100 ml kold vandmzttet ethylacetat og tgrres i
48 timer i vakuum ved 40°c. Udbyttet af dette mellempro-
dukt, rédsilibinin, er 80-85%, beregnet p& silibininindhol-
det i r&silymarin, med en renhed p& 80-84%, afhangigt af
kvaliteten af det anvendte rasilymarin.

Ridsilibinet oplgses i 40 liter tgr ethylacetat under op-
varmning til kogning, hvorpd der koges med 360 g aktivt

kul i 2 timer med tilbagesvaling, blandingen filtreres, og
filtratet inddampes i vakuum ved 50°C til et samlet rumfang
P& 3330 ml. Til denne oplgsning sattes under intensiv omrg-
ring ved stuetemperatur 667 ml vandmattet ethylacetat. Efter

1-3 timers forlgb indtrader krystallisationen af silibininet.

Efter henstand natten over isoleres det udfzldede silibinin
ved filtrering, suspenderes to gange med 1200 ml teknisk
ethylacetat i 5-10 minutter pr. gang, hvorpd der pd ny
foretages filtrering, hvorefter produktet fortgrres i

24 timer i vakuum ved 40°C. Efter formaling foretages
eftertgrring i vakuum i 48 timer ved 40°cC. Silibininudbyt-
tet er 79-85%, beregnet pd silibininindholdet i rasilibinin,
med en renhed pd 96-98,5%, afhangigt af kvaliteten af ri-
silibininet.
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Silibininet fremstillet ifglge ovenstiende eksempel har fgl-

gende fysisk-kemiske data:

lH—NMR[pyridin—dq; 100 MHz ]

5[ ppm ]
3,79 s 3H OCHj
3,8-4,2 m 1H CH,-OH
4,25-4,40 m 1H 2'H
5,05 d(J = 11 Hz) 1H 3H
5,39 d(J = 8 Hz) 1H 3'H
5,48 d(J = 11 Hz) 1H 2H
6,41 d(J = 2 Hz) 1H 6H
6,51 d(J = 2 Hz) 1H 8H
7,1-7,6 6H arom. H
13C-NMR[ pyridin-ds; 25,18 MHz ]
C-Atom 6[ ppm ]
4 198,43
7 168,85
5 165,06
9 163,75
16 149,89
17 148,82
4! 145,05
3’ 144,71
1 131,33
14 128,45
6' 123,83
19 121,83
2 117,50
5’ 117,15
18 116,62
15 112,11
10 101,61
6 97,56
8 96,27
2 84,31
12 79,97
13 77,13
3 73,36
11 61,48
20 55,99
Smp.: 165-168°C i 180°C (sonderdeling)
UV: Mpax = 288 nm; log ¢ = 4,34
1510 cm~1.

IR (KBr): 3450 cm~1(0H), 1635 cm~1l(c=0),
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Kliniske forsdg med silibinin.

Toksiske leverskader har i de sidste Artier taget et over-
ordentligt stort omfang. De hyopigste arsager til disse
skader er nu som f@¢r alkohol.

Ved kontrollerede undersggelser har man pavist silibinins
overlegne virkning i forhold til placebobehandling eller
behandling med sammenligningsforbindelser. Ved dobbeltfor-
s$g med 66 patienter med alkoholtoksiske leverskader fore-
tages randomiseret afprgvning af silibinin (n = 31) mod
placeboprazparat (n = 35).

Ved statistisk behandling af forsggsresultaterne viser det
sig, at silibinin har en signifikant bedre virkning i for-
hold til placebopraparatet. Isar skal fremhaves den vasent-
lige kortere helbredelsestid i forhold til helbredelsesti-
den opnéet med placeboprazparatet. Ved et andet dobbeltblind-
forsgg med 76 patienter, hvoraf 39 behandles med silibinin
©g 37 med et kontrolpraparat, er resultaterne opndet med
silibinin signifikant bedre end resultaterne opnaet med
kontrolpreparaterne.

Ved de levertoksiske indvirkninger af narkose i forbindelse
med operationer af maveorganerne er det pavist, at den pra-
operative indgivelse af silibinin signifikant sznker den
postoperative forggelse af leverenzymerne i blodet. Ogsa de
i dag stadig oftere af visse lzgemidler inducerede lever-
skader forhindres effektivt ved hjalp af silibinin. Dette

kan pévises ved hjzlp af en phenylhydantoin-induceret
hepatose, hvor der til trods for den fortsatte ordinering

af det ubetinget ngdvendige, krampeforhindrende medikament
ved samtidig indgift af silibinin opnis normalisering af

samtlige laboratorieverdier i lgbet af kort tid.
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Andre undersggelser af patienter med skizofreni og sveare
leverskader som fplge af ordinering af chlorpromazin viser
ligeledes den positive virkning af silibinin. Andre forsgg
omhandler forebyggelsenaf leverbeskadigelser fremkaldt af
f.eks. chloroquin eller asparaaginase. Ved erhvervsbetinge~-
de leverskader har man hos alle patienterne kunnet forbed-
re de patologisk forggede laboratorieresultater uvafhangigt

af den pagzldende drsag eller af eventuelle sygdomme .

Desuden er der tilstrakkelig indikation af, at silibinin
ogsd ved kronisk-inflamatoriske leversygdomme og lever-
zirrhose fremkalder vaesentlige forbedringer. Man har ek-
sempelvis behandlet patienter med leverzirrhose ved et
langtidsforsgg med et randomidiseret dobbeltblindforsdgg,
ved hvilket silibinin afprgves mod et placebopraparat.
Kriteriet for bedgmmelsen af det terapeutiske resultat

‘var fgrst og fremmest overlevelsestiden. Her viste sili-

binin en tydeliqg overlegenhed i forhold til behandlingen

med placebopraparatet.

Virkningssammenligning mellem silibinin og isosilybin og
silybin (silibinin/isosilybinblanding) ved forsgget med
phalloidin- og praseodymintoksikation hos mus efter intra-

vengs indgift.

Den antihepatotoksiske virkning af silibinin, isosilybin
09 silybin som N-methylglucaminsalte undersgges i doser
pa 50 og 100 mg/kg, beregnet pd sibininin, ved forspgs-
modellen med phalloidin- 0g praseodymforgiftning af mus
efter intravengs indgift. Indgivelsen af fofs¢gsforbin—
delsen foretages 1 time inden indgivelsen af phalloidin

eller 1 time fgr og 6 timer, 24 timer og 48 timer efter
indgivelsen af praseodym. Ved phalloidinforgiftningen be-

dgmmes overlevelsesraten, 09 ved praseodymforgiftningen
bedgmmes forskellige serum- 0g leverparametre 72 timer

efter intoksikationen.
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Ved phalloidin~intoksikationen udggr overlevelsesraten
efter silibinin i begge doser 100%, med de gvrige stoffer
opnds der ikke en overlevelsesrate pa over 40% i forhold til

de ubehandlede, beskadigede kontroldyr.

Isosilybin viste sig i sammenhazng med praseodym-intoksika-
tionen som uforenelig, s&ledes at dosen pé& 100 mg/kg

mitte opdeles i to deldoser.
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PATENTIE KRAUV

1. Fremgangsmade til isolering af isosilybinfrit

silibinin med formlen

0 CH,0H

HO o © OCH,
@ O

OH O

OH OH

fra den rasilymarin, der opnds ved at storsteparten af den fede olie
fjernes fra tgrrede frugter af Silybum marianum L. Gaertn. ved opluk-
ning af cellerne i frugterne under anvendelse af hojt
mekanisk tryk, hvorpad presseresten med et restolieindhold
pa 5-10% ekstraheres fuldstendigt med ethylacetat, ethyl-
acetatet afdampes, den fremkomne t¢rre remanens oploses

i en mengde pd 2 vagtprocent i den af methanol og vand
bestaende underfase af en ternar oplgsningsmiddelblanding
af 95 vagtdele methanol, 5 vegtdele vand og 100 vagtdele
petroleumsether (kogeinterval 40-60°), hvorpa fnugagtige
partikler af fast stof fjernes ved kKlarcentrifugering og
den te¢rre remanens underkastes den multiplikative,
ensartede fordeling i modstreom i dette oplegsningsmiddel-
system, hvorved det totale strgmningsvolumenforhold
mellem overfase og underfase er 1:1, hvorpa en 70-80%'s
polyhydroxyphenylchromanonblanding (rdsilymarin) isoleres
som et brunligt pulver fra den bortstrommende underfase
ved inddampning i vakuum til te¢rhed, kendetegnet ved, at

a) en vagtdel af det dannede brunlige pulver sus-
penderes i 0,7-1,5 vagtdele vandmattet ethylacetat,
den dannede suspension henstar i 1-2 dage, hvorpa
bundfaldet frasuges,

b) det dannede bundfald vaskes med 0,07-0,15 vagt-
dele koldt vandmettet ethylacetat og torres ved
30-50°C i wvakuum,
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c) det fremkomne produkt oplgses i 30-50 vaegtdele
vandfrit ethylacetat under opvarmning til kogning,
hvorpa der behandles med 0,2-0,4 vegtdele aktivt kul
under opvarmning til kogning med tilbagesvaling i

2 timer, blandingen filtreres, og filtratet inddampes
ved 30-50°C i vakuum til 1/12 af rumfanget af det til
ople¢sningen anvendte oplesningsmiddel,

d) 0,5-0,8 vagtdele vandmattet ethylacetat szttes
til koncentratet, og det udfzldede silibinin frafil-
treres efter 5-10. timer, hvorpa

e) silibininet suséenderes en eller to gange i

0,9-1,8 vagtdele teknisk ethylacetat Pr. gang, og sus-
pensionen filtreres, produktet fortgrres i vakuum ved
30-50°C, det fortgrrede produkt formales og tgrres pa
ny ved 30-50°C i vakuum,

idet alle vagtdele er beregnet p& vagten af det brunlige
pulver.

Fremgangsmade ifglge krav 1, kendetegnet ved, at
a) en vagtdel af det brunlige pulver suspenderes
i 0,9 vazgtdele vandmattet ethylacetat, suspensionen

henstar i 48 timer ved stuetemperatur, og det dannede
bundfald frasuges, '

b) bundfaldet vaskes med 0,09 vagtdele koldt vandmettet
ethylacetat og te¢rres i 48 timer ved 40°C, i, vakuum,

c) det dannede produkt dpl¢ses i 36 vagtdele vandfrit
ethylacetat under opvarmning til kogning, der tilsat-
tes 0,36 vagtdele aktivt kul Og opvarmes i 2 timer til kogning
med tilbagesvaling, blandingen filtreres, og filtra-
tet inddampes ved 50°C i vakuum +il 1/12 af rumfan-

get af det ti1 oplgsningen anvendte oplgsningsmiddel,
d) til koncentratet szttes ved stuetemperatur

0,6 vagtdele vandmazttet ethylacetat, blandingen hen-
star i 10 timer ved stuetemperatur, og det udfzldede
produkt frafiltreres, hvorpa

e) produktet suspenderes to gange i 1,8 vagtdele
teknisk ethylacetat pr. gang og filtreres, produktet
forterres i 24 timer ved 40°C i vakuum, hvorpa det

formales og efterterres i 48 timer ved 40°C i wvakuum.
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