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Menetelmi 7—isopropoksi—isoflavonin ja syklodekstriinin
inkluusiokompleksin valmistamiseksi

Keksint® koskee menetelmss 7—isopropoksi—isoflavo—
nin ja syklodekstriinin inkluusiokompleksin valmistami-
seksi.

Suun kautta annosteltavasta farmaseuttisesta koos-
tumuksesta, joka sis&ltss keksinnén mukaisesti valmistet-
tua inkluusiokompleksia, ipriflavoni (7-isopropoksi-iso-
flavoni) resorboituu farmakologisesti aktiivisessa pi-
toisuudessa ollen metaboloimattomassa muodossa ja se voi-
daan havaita veressi.

Ipriflavonin valmistus on kuvattu GB-patenttijul-
kaisussa 1 360 461 ja yhdisteen ominaispiirteet ovat
Seuraavat: molekyylipaino 280, 3; Sulamispiste 112-118°C;
liukoisuus veteen 25°C:ssa 1-2 pg/ml. Se on heikosti
liukoinen asetoniin mutta liukenee hyvin kloroformiin
ja dimetyyliformamidiin.

Tunnettua tablettia Yambolap, joka sissltas 200 mg
ipriflavonia aktiivisena aineosana, on kaytetty osteo-
proosin ja Oosteomalacian hoitoon. Kuitenkin, johtuen sen
huonosta liukoisuudesta ja resorptiosta sen terapeutti-
nen teho ei ole riittava.

Annosteltaessa radiocaktiivisesti merkittyd ipri-
flavonia beagle-koiriin ja todettaessa poistuneen radio-
aktiivisen materiaalin maara, on havaittu, etti vain 12 %
annostellusta radioaktiivisesta materiaalista on poistu-~
nut virtsan mukana. Veren HPLC-analyysi Oosoitti, ettd sen
aineenvaihduntatuotteita (7-hydroksi-isoflavon pd&daineen-
vaihduntatuotteena) ilmenee veressi.

Erilaisia Yrityksid on suoritettu ipriflavonin Jja
sen paéaineenvaihduntatuotteen (7—hydroksi-isoflavoni)
resorption kasvattamiseksi . EP-patenttijulkaisussa
0 129 893 on esitetty, ett4 huonon liukoisuuden omaavien
farmaseuttisten koostumusten resorptio ja liukoisuus kas-
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vaa, jos ne on jauhettu inertin kantaja-aineen kanssa yh-
dessi. Esimerkiksi 2 g ipriflavonia jauhettiin 10-60 mi-
nuutin ajan yhdessa 2 g:n Kanssa aerosilii tai 2 g:n
kanssa aktiivihiiltd tai 2 g:n kanssa aktivoitua savea
tai 2 g:n kanssa aktivoitua alumiinia vibraatiomyllyssd
kayttden terdspalloja. Saadun tuotteen liukoisuus esim.
aerosililla oli 20,4 pg/ml 50 %:ssa vesi-metanolissa 30
minuutin jalkeen 37°C:ssa, kun taas jauhamattoman seoksen
liukoisuus oli vain 15,0 pg/ml, minka mukaisesti saavu-
tettiin 1, 36-kertainen kasvu in vitro liuotuksessa. Ana-
lysoitaessa veren tasoja koirilla suun kautta annostelun
jalkeen, ipriflavonia ei voida havaita veressa. Aerosilin
kanssa jauhaminen kasvattaa pasaineenvaihduntatuotteen
resorptiota 0,152 pg/ml:sta 0,485 pgh/ ml:aan, mika vas-
taa 3,19-kertaista kasvua.

On hyvin tunnettua, etta erilaisten farmaseuttis-
ten koostumusten ja pestisidien erilaiset epidstabiilit ja
haihtuvat aktiiviset aineosat tulevat stabiileiksi ja ki-
teisiksi, kun muodostetaan "molekyylikapseleita” syklo-
dekstriinin kanssa. Farmaseuttiselta nidkskannalta tédrkein
vaikutus on siina, ettd veteen huonosti liukenevien eri-
laisten aktiivisten aineosien inkluusiokompleksit tulevat
kostutettaviksi vedella, ettd ne voidaan helposti disper-
goida ja niin ne liukenevat veteen helposti. Niiden liu-
koisuus ja resorptio on tavallisesti 1,3-3 kertaa suurem-
pi kuin vapaiden, ei-kompleksoitujen aktiivisten aine-
osien liukoisuus ja resorptio (W.F. Smolen ja L.A. Ball:
Controlled drug bioavailability, vol. 3., sivu 365, John
Wiley, New York, 1985).

Nyt on yll&attden havaittu, ettd annosteltaessa
keksinndén mukaisesti valmistettua inkluusiokompleksia
ipriflavonin in vitro liukoisuus on 10 kertaa ja padai-
neenvaihduntatuotteen veritaso 15-20 kertaa suurempi ver-
rattuna ipriflavonin annosteluun per se. Ipriflavonin re-
sorptio muuttumattomassa muodossa ja farmaseuttisesti te-

hokkaassa pitoisuudessa voidaan todeta samoin.
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Keksint® koksee menetelmas 7-isopropoksi-isoflavo-
nin ja syklodekstriinin inkluusiokompleksin valmistami-
seksi. Menetelmidlle on tunnusomaista, etta 7-isopropoksi-
isoflavoni saatetaan reagoimaan q«, 8, jtsyklodekstriinin,
heptakis—z,6—O-dimetyyli— tai 2-heptakis-2,3,6-tri-O-me-
tyyli-B-syklodekstriinin kanssa tai syklodekstriinipoly-
meerin kanssa, jonka molekyylipaino on noin 4000, vesipi-
toisessa tai vesi-orgaanisessa vdliaineessa, jolloin 7-
isopropoksi-isoflavonin ja syklodekstriinikomponentin v&-
linen moolisuhde on 1:2 - 3,5, minkd jalkeen muodostunut
tuote eristetdsn ja kuivataan.

Syklodekstriinit valmistetaan tarkkelyksistda kayt-
téden syklodekstriini—glukosiili—transferaasi—entsyymié.
On olemassa kolme erilaista syklodekstriinid, ts. a-,

B- ja fisyklodekstriini, jotka koostuvat a-1,4 glukosidi-
sidoksilla yhdistetyists 6, 7 tai 8 glukopyranoosiyksi-
kOstd. Mainitut kolme syklodekstriinisd eroavat toisistaan
molekyylipainoltaan, vesiliukoisuudeltaan ja ontelohal-
kaisijaltaan, minka mukaisesti ne kykenevat muodostamaan
inkluusiokomplekseja mitd erilaisimpien yhdisteiden kans-
$a, mutta saman yhdisteen erilaisten syklodekstriinien
kanssa muodostetulla inkluusiokompleksilla on hyvin eri-
laiset ominaisuudet. On mahdollista suorittaa lis8muun-
nelmia syklodekstriinimolekyylissa sopivilla substituu-
tioilla. Esimerkiksi dimetyyli-B-syklodekstriinin (DIMEB)
tapauksessa jokaisen glukoosiyksikén kaksi hydroksyyli-
ryhmdd on metyloitu, kun taas trimetyyli-syklodekstriinin
(TRIMEB) tapauksessa kaikki hydroksyyliryhmdt on substi-
tuoitu metoksilla. Ndiden yhdisteiden liukoisuus on jopa
parempi ja niin niiden kompleksinmuodostuskyky eroaa
substituoimattomasta syklodekstriinistsi.

Syklodekstriinille on tavallisesti luonteenomais-
ta, ettd molekyylin ulompi pinta on hydrofiilinen mutta
sisempi pinta on apolaarinen ja johtuen ulompien tilojen
koosta se pystyy sisadltamssn - ottamaan sis&8n - sopivan

"vierasmolekyylin". Niin kutsuttua "molekyylists kapse-
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lointia" voidaan kuvata tdlld tavoin.

Yksi todisteista inkluusiokompleksin muodostumi-
sesta iproflavonin ja syklodekstriinin vdlilld on se,
ettd syklodekstriini kasvattaa ipriflavonin liukoisuut-
ta vesiliuoksissa. Tdmdn ominaisuuden mddrittdmiseksi
10 mg ipriflavonia, eri mddria syklodekstriinid ja 5 ml
tislattua vettd laitettiin 10 ml koeputkiin. Putkien sul-
kemisen jadlkeen niitd sekoitettiin 4 pdivén ajan 25°C:
ssa 325 rpm:n nopeudella, minkd jdlkeen ndy tteet suoda-
tettiin G4 lasisuodattimella ja suodokset analysoitiin
fotometrisesti 50 % vesi-etanoliliuoksessa. Tulokset on
esitetty taulukossa I.

Taulukko I

Ipriflavonin liukoisuus /ug/ml:na mddritettynd

25°C:ssa eri syklodekstriiniliuoksissa, joilla on

eri pitoisuudet

Syklo- - £ - )72 DIMEB TRIMEB
dekstriini SD SD SD

1 2,52

3 7,03 22,0

5 11, 44 40,6

7 15,93 59,1

9 19,51 77,5

11 4,12 15,22 2,02 96,2 8,23
13 4,68 15,48 2,05 114,8 9,88
15 5,08 15,75 2,16 191,3 11,32
20 6,10 13,46 2,38 284,4 14,71
30 8,19 7.59 2,74 416,8 26, 82
40 9,63 6,20 3,26 588,2 43,91
50 10,61 5.44 3,04 761,0 61,3
70 14,77 6,08 3,64 1118 96,2
90 18,24 6,93 4,51 1142 127,5
100 21,63 6.64 4,76 1654 179,0
110 19,02 5,98 5,12 1824 218,8
120 23,65 5.66 5,48 2012 269,3
150 2024 435,6

Ipriflavonin liukoisuus tislatussa vedessd on
1-2/ug/ml 25°% :ssa. Kuten on ilmeistd taulukon I tiedois-
ta, voi ipriflavonin liukoisuus kasvaa /%—syklodekstrii—

niliuoksessa - riippuen f)—syklodekstriininin pitoisuu-
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desta - aina 15-kertaiseksi tislatussa vedessi mitattuun
liukoisuuteen nihden. Kasvatettaessa B-syklodekstriinin
pitoisuutta 1 $%:iin kasvaa ipriflavonin liukoisuus noin
16-20 Hg/ml:aan, mutta kasvatettaessa edelleen syklo-
dekstriinin pitoisuutta Pysyy liukoisuusarvo ensin vakio-
na, sitten se alkaa vdhentyi, kun syklodekstriinin pitoi-
suus ylitta4 arvon 1,8 %. Liukoisuus saavuttaa vakioarvon
6 pg/ml, kun syklodekstriinin Pitoisuus ylittss 4 $ sus-
pensiossa. T&m&n arvon voidaan katsoa olevan liukoisuus-
rajan kiinteille inkluusiokompleksille, joka on muodos-
tettu ylimisrsn ipriflavonia ldsndollessa.

y>syklodekstriiniliuoksessa liukoisuus ei kasva
merkittédvisti, vain 3-kertainen nousu voidaan saavuttas.

a-syklodekstriinin tapauksessa ipriflavonin liu-
koisuus kasvaa arvoon 20-22 pg/ml 12 ¢ liuoksessa ja yl-
ldttden ipriflavonin UV-spektri muuttuu mydskin sellai-
sessa liuoksessa.

Kaytettidesss TRIMEB:i& tai DIMEB:ij voidaan havai-
ta viels Suurempi liukoisuuden kasvu. Kasvatettaessa syk-
lodekstriinijohdannaisten pPitoisuutta on ipriflavonin
liukoisuuden kasvu ldhes lineaarinen. TRIMEB:n 15 %
liuoksessa 440 Hg/ml liukoisuus ja DIMEB:n 15 % liuokses-
sa 1700-2000 pg/ml liukoisuus voidaan Saavuttaa, miksa
vastaa 300- ja 1770-kertaisia kasvuja liukoisuudessa,
vastaavasti.

Yhteenvetona edelld mainituista tuloksista, kek-
sinnén mukaisesti valmistetun ipriflavonin inkluusiokom-
Pleksin liukoisuus on 4 kertaa Suurempi aktiiviaineosan
suhteen - kuin ipriflavonin liukoisuus per se, ja sen re-
sorptio rotille suun kautta annostelun j&lkeen on v&hin-
tddn 10 kertaa parempi verrattuna veritasoon, joka on mi-
tattu saman suuruisen annoksen vapaata aktiivista aine-
OSaa annostelun j&lkeen. Muuttumaton 7-isopropoksi-iso-
flavoni-taso on ainakin 25 % resorptiokykyisen materiaa-
1lin kokonaismisrsasts.
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Inkluusiokompleksi voidaan valmistaa saattamalla
7-isopropoksi-isoflavoni reagoimaan syklodekstriinijoh-
dannaisen kanssa vesi-orgaaninen liuotin-védliaineessa.
Orgaanisena liuottimena voidaan k#ytt#s alkoholia tai ke-
tonia. Edullisesti, komponenttien vesi-etanoliliuosten
annetaan reagoida - edullisesti 50 % etanolipitoisuudessa
- sitten saatu kiteinen tuote eristet&&n jashdyttamdlla.

vaihtoehtoisesti mainittuja kahta komponenttia
voidaan sekoittaa vesi-asetoni-vdliaineessa haihduttaen
samanaikaisesti liuotinta. Kaytettdessd DIMEB:i& tai
TRIMEB:i4 tai liukoista syklodekstriinipolymeerié, kiin-
ted, puuterimainen tuote voidaan erist#i reaktioseokses-
ta haihduttamalla, spray-kuivaamalla, pakaste—kuivaamalla
tai DIMEB:n tapauksessa kuumentamalla liuosta.

Seuraavat esimerkit valaisevat keksintda.

Esimerkki 1

Ipriflavoni—B—syklodekstriini—inkluusiokompleksin,
jolla on moolisuhde 1:2, valmistus

11,0 g (39,2 mmoolia) ipriflavonia ja 114,3 g
(88,3 mmoolia) B-syklodekstriinid, jossa kosteuspitoisuus
on 12,36 % liuotettiin 2,25 litraan 50 tilavuus-% vesipi-
toiseen, etanoliliuokseen 80°C:ssa voimakkaasti sekoit-
taen ja jatettiin ja&htymaan huoneen lampodtilaan. Saos-
tunut kiteinen tuote suodatettiin ja kuivattiin 24 tuntia
60°C:ssa, jolloin saatiin 96,4 g irtonaisen valkoisen
pulverin muodossa olevaa tuotetta. Partikkelikoko on pie-
nempi kuin 90 pm. Ipriflavoni-sisdaltd: 10,8 paino-%;
ipriflavoni: -B-syklodekstriinisuhde = 1:2; saanto suh-
teessa aktiiviseen aineosaan 94,7 %.

Sen osoittamiseksi, ettd ylld oleva tuote on to-
della inkluusiokompleksi, suoritettiin erilaisia termo-
analyyttisia, rontgensidediffraktio- ja liuotusanalyyse-
ja.
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Mekaanisen seoksen ja vapaiden komponenttien
termoanalyyttiset kdyttdytymiset ovat miltei samat,
mutta kuumennuksesta Johtuvat muutockset kompleksissa
voidaan havaita vain samanaikaisesti syklodekstriinin
hajoamisen kanssa. Testatessa mekaanista seosta diffe-
rentiaalisella pyyhkdisykalorimetrilli (DSC) 115°C:ssa
ilmenee endoterminen piikki vastaten ipriflavonin sula-
mispistetti, mutta mit4in piikkid ei voida havaita komp-
leksin ollessa kyseessd. Mekaaninen seos osoittaa jatku-
Vaa massahdvisty - ipriflavoni-sis&1t8nsi mukaan - 130°¢
ja 250°:n vdlilld, mutta kompleksien tapauksessa ei
voida havaita massahivisty tai orgaanisen aineen vapau-
tumista samalla lampStila-v&d1i114 (Thermal Evolution
Analysis, TEA).

Mekaanisen seocksen rﬁntgensédediffraktiojauhe—
diagrammi k&sittii additiivisen summan komponenttien
Jauhediagrammeista. Kuitenkin, kompleksin jauhediagram-
mi sisdltdd vihemmin piikkejd ja uusia piikkeija (26°=
6,7; 7,8; 20,9) ollen luonteenomaisia kompleksille ja
eroten /f—syklodekstriinin luonteenomaisista piikeistéd
(26° =4,5; 10,6; 12,3) osoittaen uuden kiteisen raken-
teen ja siten todistacn epdsuorasti inkJluusiokompleksin
muodostumisen.

Liukoisuuskokeiden suorittamiseksi laitettiin
250 ml tislattua vetts 500 ml pulloon ja kuumennettiin
37OC:seen. Sen j&dlkeen lisittiin tuotetta mddri, joka
vastaa 50 mg aktiivista aineosaa, sitten siten saatua
Suspensiota sekoitettiin 1000 rpm:n nopeudella kdyttden
magneettisekoittajaa. Kiintein aikavdlein otettiin 2-6
ml ndytteet ja suodatettiin lasisuodattimella ja lai-
mennuksen jdlkeen suodokset mitattiin fotometrisesti
1:1 vesi-etanoliseoksessa.

Saadut tulokset ovat vyhteenvetona taulukossa II.
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Taulukos§§_££

Ipriflavonin, esimerkin I mukaisesti valmistetun
ipriflavon-/?-syklodekstriini—inkluusiokomplek-
sin ja ipriflavonin ja /3-syklodekstriinin seok-
sen liukoisuus 250 ml:ssa tislattua vettd 37°C:
ssa

Liuenneen ipriflavonin pitoisuus /ug/ml

Aika Ipriflavon Tpriflavon- /3 -syklo-  Ipriflavoni (50,5 mg)

(min) 51,5 mg dekstriini-inkluusio- + syklodekstriini
kampleksi 471,5 mg (444,7 ng)

1 0,435 13,21 0,442
2 0,327 9,26 0,462
3 0,401 8,03 0,726
5 0,507 7,36 1,20
10 0,882 7,62 2,28
15 1,123 7,43 3,21
20 1,197 7,89 4,69
30 1,423 6,89 5,86
40 1,508 7,11 6,07
60 1,621 6,81 6,27
90 1,525 6,89 6,34
120 1,482 6,94 6,37

Vapaan aktiivisen aineosan liukeneminen on suh-
teellisen hidasta, se saavuttaa ipriflavonin kylldstys-
arvon (noin l,S/ug/ml) 40-50 minuutin jdlkeen. Iprifla-
voni-/5-syklodekstriinikompleksia sisidltivien ndytteiden
ollessa kyseessd liuenneen ipriflavonin maksimipitoisuus
havaitaan jo 1 minuutin jdlkeen, ts aktiivinen aineosa
l1iukenee heti - tapahtuu siis salamaliukeneminen -, si-
tdpaitsi alussa aktiivisen aineosan pitoisuus voi olla
yhtd suuri kuin kylldstysarvo kaksinkertaisena. Iprifla-
vonin ja A -syklodekstriinin seoksen liukeneminen on hi-
taampaa, liuenneen aktiivisen aineosan pitoisuus l&henee
arvoa, joka on madritetty inkluusiokompleksin liuettua,

vasta 30-40 minuutin jdlkeen.
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Aktiivisen aineosan liukeneminen on mddritetty
mySs erilaisilla pH-arvoilla. Saadut liuvkoisuuskdyrit
PH:ssa 1,3 (se vastaa mahan happamuutta; HC1) ja pH:ssa
7,6 (se vastaa suoliston pH-arvoa; fosfaattipuskuri) ei-
vdt eroa merkittdviasti tislatussa vedessi saaduista liu-
koisuusarvoista, minkd mukaisesti aktiivisen aineosan
liukoisuus on riippumaton pH:sta testatulla pH~alueella.

Esimerkki 2

Ipriflavoni- \ylsyklodekstriini-inkluusiokomplek—

sin, jossa moolisuhde 1:2, valmistus

0,5 g (1,78 mmoolia) ipriflavonia liuotettiin 50
ml:aan 96 %:sta etanolia ja siten saadut liuockset lisdt-
tiin tipoittain liuokseen, jossa oli 8,0 g (5,35 mmoolia)
Y -syklodekstriini, jossa kosteussisdltd oli 13,3 %

50 ml:ssa tislattua vettd, kahden tunnin aikana, sitten
seos jdtettiin jddntymddn huoneen ldmp&tilaan. Lisi-16-
tunnin intensiivisen sekoittamisen jidlkeen saatu tuote
suodatettiin ja kuivattiin 24 tuntia GOOC:ssa, jolloin
saatiin 5,5 g tuotetta. Ipriflavoni-sisdlts: 7,9 paino-%,
moolisuhde ipriflavoni: N};syklodekstriini = 1:2,29.
Saanto suhteutettuna aktiiviseen aineosaan: 87 3. Tuote
Sisdltdd siis vapaata syklodekstriinii.

Esimerkki 3

Ipriflavont OC-syklodekstriini—inkluusiokomplek-

sin, jossa moolisuide 1:2, valmistus

0,5 g (1,78 mmoolia) ipriflavonia liuotettiin 10
ml:aan asetonia huhmareessa Ja 4,0 g (3,70 mmoolia)
5% -syklodekstriinig, jonka kosteussisdltd oli 10 paino-%
Ja 2 ml tislattua vettj lisdttiin. Siten saatu kevyt sus-
pensio homogenisoitiin mekaanisesti kunnes liuotin oli
haihtunut. Sen Jdlkeen siten saatu tuote kuivattiin 24
tunnin ajan 60°C:ssa. Se sisdltdd 11,1 % aktiivista aine-
Osaa ja myds vapaata Ceryklodekstriinié. Ipriflavonin
moolisuhde of~syklodekstriiniin = 1:2,1.

Formulointiesimerkkejé ipriflavoni-syklodekstriini-
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inkluusio-komplekseja aktiivisina aineosina sislltdviad
farmaseuttisia koostumuksia varten ja biologisia kokei-
ta niista.

Esimerkki 4

200 mg ipriflavonia sisdltdvin tunnetun tabletin
Yambolap (&), 40 mg ipriflavonia esimerkin 1 mukaisesti
valmistetun ,@-syk]odekstriini-inkluusiokompleksin muo-
dossa sisiltivan tabletin (B) ja 200 mg ipriflavonia ja
330 mg /% syklodekstriinia kdsittavad seosta sisdltdvdn
tabletin liuotusominaisuuksia verrattiin 37°C:ssa 500 ml:
ssa mahanestettd kdyttden Erweka ZT- 4-laitteistoa. Yksi
pala tablettia asetettiin laitteeseen ja liuenneen mate-

riaalin mddrd mddritettiin spektrofotometrisesti 247 nm:

ssd.
Testattujen tablettien koostumukset olivat seuraa-
vat:
Tabletti A (tunnettu tapletti Yambolap, K-020484):
Ipriflavoni 200 mg
Amylum maxdis 36 mg
Laktoosi 60 mg
PVP 13 mg
Esma Spreng 30 mg
Talkki 7 mg
Magnesiumstearaatti 4 mg
350 mg
ablettl B:

ipriflavonia 370 mg

PVP 15 mg
385 mg

Tabletti C:

Ipriflavoni 200 mg

B -syklodekstriini 330 mg

PVP __20mg
550 mg
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Liukoisuuskokeiden tulokset ovat yhteenvetona
taulukossa IIT.
Taulukko III

Erilaisista tableteista liuenneiden aktijvis-

ten aineosien midrit

Aika Liuenneen aktiivisen aineosan miarit (mg)

(min) A B C
2 : - 0,80 -
0,21 1,05 0,27
10 0,45 1,10 0,50
15 Q,58 1,15 0,60
30 0,56 1,15 0,65
60 0,61 1,30 0,75
120 0,60 1,30 1,00
180 0,62 1,40 1,15

Tulokset osoittavat, ettid vain 0,62 mg iprifla-
vonia liukenee tavallisesta tabletista, mutta tapauk-
Sessa, ettd tabletti sisiltis yhden viidenneksen aktii-
visesta aineosasta /3—syklodekstriini—inkluusiokomp—
leksin muodossa verrattuna tavanomaisessa tabletissa
olevan aktiivisen aineosan mddrddn, liuenneen aktiivi-
sen aineosan miiri kaksinkertaistuu ja liuenneen mate-
riaalin mddrd ylittss 2 minuutin jdlkeen 30 %:11a maksi-
miarvon, joka on saatu tavanomaisilla tableteilla. Tab-
letin sisidltiessi ipriflavonia ja ﬂ?—syklodekstriinié
mekaanisen seoksen muodossa, liukeneminen oli jonkin ver-
ran hitaampaa, mutta sittenkin livenneen aktiivisen ai-
neosan madrd oli suurempi kuin verrattuna tavanomaiseen
tablettiin.

Resorptiokokeisiin kiytettiin CFy koirasrottia,
jotka painoivat 170-200 g. 16 tunnin paaston jdlkeen
annosteltiin ipriflavonia annoksena 25 mg/kg (ryhmd a),
esimerkin 1 mukaisesti valmistettua ipriflavoni- /3 -syk-
1odekstriini—inkluusiokomp]eksia (ryhmd B) ja ipriflavoni-
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3 —syklodekstriiniseosta (ryhmd C) - kummankin sisdl-
tdessa /3—syklodekstriinié ekvimolaarisessa suhteessa
aktiiviseen aineosaan ndhden, sen jdlkeen annettiin eldi-
mille rotanruockaa ja vettd "ad libitum" (halun mukaan) .

Testattavia materiaaleja sekoitettiin 5 minuuttia
2 ml:ssa 1 % metyyliselluloosaliuosta ja annosteltiin
vatsaputken avulla. Plasmandytteitd kerdttiin 10, 30 mi-
nuuttia ja 1, 2 ja 4 tuntia kisittelyn jdlkeen kdyttden
kuolettavaa verenvuotoa eetterilld nukutettujen eldimien
reisilaskimon transektioinnin jédlkeen. Verindytteet lai-
tettiin hepariinia sisdltéviin putkiin, sentrifugoitiin,
nutsch-suodatettiin ja varastoitiin syvdjdddytettyind
pienissd lddkepulloissa, jatkokdyttdd varten.

Virtsandytteiden kerismiseksi kdsittelyn jdlkeen
eldimet laitettiin yksittdisiin aineenvaihdunta-astioi-
hin ja virtsa ja ulosteet kerdttiin erikseen 24 tunnin
ajan. Virtsandytteet varastoitiin syvdjdddytettyind jat-
kokdyttddn. Muuttumattoman ipriflavonin ja sen pddaineen-
vaihduntatuotteen (7—hydroksi—isoflavoni)gﬁtasuutta virt-
sassa ja plasmassa seurattiin HPLC:11ld.

HPLC suorittamiseksi kdytettiin nestekromatogra-
fia tyyppid RP-18 ja LiChrosorb kainteisfaasikolonnia
(plasmandytteen tapauksessa raekoko: lO/um ja virtsa-
niytteiden tapauksissa: S/um). Eluentin virtausnopeus:
1,5 ml/min, UV-detektorin aallonpituus: 254 nm, paperin
nopeus: 0,2 cm/min.

pPlasmandytteiden tapauksessa kdytettiin eluentti-
na seosta 0,05 M asetaattipuskuri (pH = 3): asetonit-
riili = 60:40 ja virtsandytteiden tapauksessa seosta
asetaattipuskuri: asetonitriili = 55:45. Sisdinen stan-
dardi oli 2-metyyli-7—metoksi—4'—nitroisoflavonin (100
/ug/ml) etanoliliuos ja kalibrointiin kdytettiin liuok-
sia kdsittden lOo/ug/ml ja lO/ug/ml 7-hydroksi-isoflavo-
nia metanolissa.

Plasmandytteiden analysoimiseksi lisdttiin 1 ml:
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aan plasmaa 1 ml asetaattipuskuria (pH = 5) ja fi—gluku—
ronidaasi—(aryylisulfonaati)—entsyymié (100FU) laimen-
nettuna l0-kertaisesti lO/ulzlla tislattua vettd ja inku-
boitiin 37°C:ssa 24 tuntia. Inkuboinnin jidlkeen lisdt-
tiin SO/ul 2 N NaOH ja seos uutettiin bentseenilli ja
sentrifugoitiin. Oegaaninen faasi erotettiin, vesifaasi
tehtiin happamaksi 400 ml:l1la 1N HC1l, ja SO/ul sisdisen
standardiliuoksen lis&dyksen jdlkeen seos uutettiin uudel-
leen 8 ml:1la bentseenii. Orgaaninen faasi sentrifugoi-
tiin, haihdutettiin, jddnnds liuotettiin 100/ul:aan elu-
enttia ja SO/ul tdtd liuosta injektoitiin ja mitattiin.

Kalibrointikdyrdn yhtdld: y = 8,2x-0,08; korre-
laatiokerroin: 0,9999.

Virtsandytteen analysoimiseksi 0,5 ml:aan virt-
saa lisdttiin 0,5 ml asetaattipuskuria (pH = 5) ja 10/ul
[3-glukuronidaasi—(aryylisulfataasi)—entsyymié (1000FU)
ja seos uutettiin 8 ml:lla bentseenid ja sentrifugoitiin.
Orgaaninen faasi erotettiin, vesifaasi tehtiin happamak-
si 400 ml:1la 1IN HC1, ja SO/ul sisdisen standardiliuok-
sen lisdyksen j&lkeen liuos uutettiin uudelleen 8 ml:11la
bentseenid. Orgaaninen faasi sentrifugoitiin, haihdutet-
tiin, jd4nn&s liuotettiin lOO/ul:aan eluenttia, ja lO/ul
tdtd liuosta injektoitiin nestekromatografiin.

Kalibrointik&yrin yhtdl6: y = 0,911¢c-0,09, korre-
laatiokerroin: 0,9995.

Taulukossa IV on esitetty muuttumattoman iprifla-
vonin pitoisuusarvot ja taulukossa V on esitetty pddai-
neenvaihduntatuotteen pitoisuusarvot mddritettynd eldin-
ten verestd. Ryhmd&n A oli annosteltu ipriflavonia per
se, ryhmddn B keksinndn mukaista inkluusiekompleksia ja

ryhmdédn C ipriflavonin ja /3—syklodekstriinin seosta.
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Taulukko IV

Muuttumattoman ipriflavonin plasmatasoarvot /ug/ml
ajan funktiona ekvivalenttisten annosten po annos-
telun jdlkeen

Aika A B C

(h) Ipriflamoni Esimerkin 1 muk. Ipriflavonin ja
valmistettu ink- A -syklodekstrii-
luusiokompleksi nin seos

0,065 0,479
0,055 0
0,073 0
0,468 0
0,149 0
0,194 0
0,271 0
0,354 0
0,293 0
0,514 0,081
0,402 0
0,214 0
,041 0,148 0
0,363 Q
0,054 0
0 0
0 0
0 0
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Taulukko V -
Pddaineenvaihduntatuotteen (7-hydroksi-isoflavon)
plasmatasoarvot /ug/mlzna ajan funktiona ekviva-
lenttisten annosten PO annostelun jdlkeen

Aika A B C

(h) Ipriflavoni Esimerkin 1 muk. Ipriflavonin jafg'
valmistettu ink- syklodekstriinin
luusiokompleksi = seos

0,17 0,156 - 2,080
0,265 2,450 0,457
0,195 3,650 0,767
0,5 0,86Q 12,270 0,304
0,591 4,840 0,374
Q,365 - 0,358
1 0,239 12,190 0,306
Q,790Q 4,330 -
0,340 3,870 0,274
2 1,218 22,040 0,270
0,715 - 0,358
1,093 3,780 0,826
4 0,220 1,740 -
0,237 - 0,130
0,235 2,520 0,330
24 0 0 0
0 0 0
0 0 0

Joka jaksossa muuttumaton ipriflavoni voidaan
havaita vain ryhmdn B tapauksessa ja sen mddri on 50-500
ng/ml. Ryhmdn A sekid samaten ryhmdn C tapauksessa muut-
tumatonta ipriflavonia voidaan havaita vain harvoissa
jaksoissa (2 ja 4 tunnissa). Miti tulee pddaineenvaih-
duntatuotteeseen, niin joka jaksossa plasmatasot olivat
10-20 kertaa korkeampia ryhmissi B verrattuna tasoihin

ryhmissd A ja C mddritettyni samassa jaksossa, ts ryhmin
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B arvot ovat vdlilla 3~20/ug/ml kun ne ryhmien A ja C
tapauksissa ovat vdlilla O,2—l,O/ug/ml. Kaikissa tapauk-
sissa ilmenee toinen piikki plasmakdyrdssd 2-tunnin jak-
sossa, mikd saattaa olla tulosta tehokkaasta enterochepa-
tiittisesta kierrosta ja vield paremmasta resorptiosta
ohutsuolesta.

Taulukossa VI on esitetty tulokset virtsandyttei-
den HPLC-analyysituloksista, 0-24 tunnin virtsandytteis-
t4 ei voida havaita muuttumatonta ipriflavonia. Kuitenkin
padaineenvaihduntatuotetta (kaikissa tapauksissa) voidaan
seurata. 7-hydroksi-isoflavonin keskimdidrdinen arvo oli
952/ug vastaten 3-kertaista kasvua verrattuna muihin ryh-
miin. Kokemuksemme mukaan pddaineenvaihduntatuotteen mid-
rd on 50-55 % aineenvaihduntatuotteen kokonaismddrdstd
ja siten virtsan mukana poistunut kokonaismddrd on 2 ker-
taa suurempi kuin us de facto mddritetty mddrd. Tdmd huo-
mioonottaen ryhmdn B tapauksessa 40 %, kun taas ryhmien
A ja C tapauksessa vain 10-14 % annostellusta annokses-
ta on poistunut virtsan mukana.

Edelli mainittujen tosiasioiden mukaan voidaan
osoittaa, ettd ipriflavoni- /3vsyklodekstriini—ink1uusio-
kompleksin rotille annostelun jdlkeen voidaan saavuttaa
10-15-kertainen kasvu plasmatasossa ja noin 3-kertaa
suurempi poistuneen aineen mddrd kuin verrattuna kont-

rolliin.



Taulukko VI

17

86958

Virtsan mukana poistuneen pddaineenvaihdunta-

tuotteen (7-hydroksi-isoflavoni mddrdt, mitat-

tuna ekvivalenttisten annosten PO annostelun

jdlkeen
Eldinten Poistuneen .
lukundsrd  materiaalin P O,tzt‘.mi‘.‘ D3
kokonaismiirgt — Materlaalin
madrat, %:na
/" annoksista D &
A
Ipriflavoni 1 236,1 9,44
2 344,4 13,77 11,34
270,4 10,81
B
Esim. 1 muk. 4 925,14 37,01
inkluusio—
kampleksi 5 978,9 39,16 38,009
C
Ipriflavonin 6 341,6 13,66
ja A-syklo- 494, 3 19,77 13,33
dekstriinin ! ! !
seos 163,9 6,56
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Patenttivaatimus

Menetelma 7—isopropoksi—isoflavonin ja syklo-
dekstriinin inkluusiokompleksin valmistamiseksi, t un -
nettu siita, etta 7—isopropoksi—isoflavoni saatetaan
reagoimaan a,B,Y—syklodekstriinin, heptakis-2,6-0-dime-
tyyli- tai 2—heptakis—2,3,6—tri—O—metyyli-B—syklodeks—
triinin kanssa tai syklodekstriinipolymeerin kanssa, jon-
ka molekyylipaino on noin 4000, vesipitoisessa tai vesi-
orgaanisessa valiaineessa, jolloin 7-isopropoksi-isofla-
vonin ja syklodekstriinikomponentin valinen moolisuhde on
1:2 - 3,5, minka jalkeen muodostunut tuote eristetdan ja

kuivataan.

Patentkrav

Forfarande for framstdllning av ett inklusions-
komplex av 7-isopropoxi-isoflavon och cyklodextrin,
Kk 3nnetecknat darav, att 7-isopropoxi-isofla-
von omsitts med a,B,}-cyklodextrin, heptakis-2,6-0-dime-
tyl- eller 2—heptakis-2,3,6—tri—O-metyl—B—cyklodextrin
eller med en cyklodextrinpolymer med en molekylvikt av ca
4000 i ett vattenhaltigt eller vatten-organiskt medium,
varvid molforhallandet mellan 7-isopropoxi-isoflavonen
och cyklodextrinkomponenten 4r 1:2 - 3,5, varefter den

bildade produkten isoleras och torkas.
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