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Leustroducsin H, zpiisob vyroby a farmaceutické prostedky s jeho obsahem

Oblast techniky

Vynalez ptedklada novou sloudeninu, nazvanou Leustroducsin H, jejiZ slozeni vyjadfuje vzorec
I, uvedeny dale. Vynalez rovnéz zahrnuje zpusob vyroby této sloudeniny a prostfedky které ji
obsahuji.

Latka, pfedklddana vynalezem, je novou sloudeninou, ktera stimuluje tvorbu krevnich desticek,

coz lze vyuzit k 1é€bé trombocytopenie.

Dosavadni stav techniky

Trombocytopenii mohou vyvolat riizné piginy, jako imunitni abnormality nebo neptiznivé
reakce po ozafovani nebo chemoterapii rakoviny. Jedna se o vaZzné onemocnéni, které v piipadé
zhorSeni pisobi télni krviceni amiZe konéit smrtelng. Az dosud je jedinym spolehlivym
zplisobem Ié¢by trombocytopenie symptomaticka terapie, zahrnujici transfuzi krevnich desticek.

V soucasné dob¢ jsou znadmy rizné typy cytokint, které vykazuji hematopoietickou aktivitu.
Patfi mezi n€ n&které interleukiny, napfiklad interleukin 6 (dale uvadény jako IL-6), interleukin
11 (dale jen IL-11) a faktor inhibujici leukemii (leukemia inhibitory factor, déle jen LIF). Kromé
dalSich aktivit mohou tyto slou¢eniny stimulovat tvorbu krevnich destitek a jako takové by
mohly byt klinicky vyuZivany (Ishibashi se spol., Blood 74, 1241-1244, 1989, Asano se spol.,
Blood 75, 1602-1605, 1990; Okada se spol., Blood Tumor 22, 23-31, 1991).

Bylo zjisténo, Ze u lidi vyvolava podani samotnych téchto latek riznymi zpisoby aplikace
zfetelné farmakologické u¢inky, které naznaluji mozné vyuziti uvedenych slouenin v terapii. Je
viak znamo, Ze je uréité typy bunék vytvafeji pouze in vivo (napf. lymfocyty, monocyty,
fibroblasty, cévni endotelidlni buiiky a stromatické buiiky), prostfednictvim komplikovaného
regulatniho systému, a Ze tyto latky plsobi homeostaticky pfi vyvoji riiznych typii krevnich
bunék. Pokud by byly podaviny bez ohledu na citlivou rovnovahu regulaéniho mechanismu,
mohly by se projevit rizné vedlejsi i¢inky, vyvolané narusenim tohoto regulaéniho mechanismu.
Pfikladem miZe byt poSkozeni jaterni tkang, (ibytek vahy, hore¢ka a zimnice.

Je také znamo, Ze riizné druhy imunomodulitorii o nizké molekulové hmotnosti, jako jsou napf.
muramyldipeptidy (dale uvadéné jako MDP), mohou zvy3it celkovy poet krevnich destiéek (R.
Nakajima se spol., Arzneimittel-Forsch./Drug Research 41, 60-65, 1989). Predpoklada se, Ze tyto
latky nepfimo stimuluji tvorbu IL-6 prostfednictvim aktivace monocytii a makrofagy. Vznikly
IL-6 pak vyvoldva zvySeni poftu trombocytii. Soudasné viak byly pozorovany i dalsi, mozna
meéné vitané fysiologické uCinky, zplisobené aktivaci makrofégli, napiiklad tvorba monokind,
jako je interleukin 1 (IL-1) a faktor nekrosy tumorii (tumor necrosis factor, TNF). Vyskytly se
i nepfiznivé reakce jako tfeba horetka (Jap. J. Radiotherapy 48 (4), 514, 1988).

Je zfejmé, Ze pretrvavé potieba Cinidla, které by stimulovalo tvorbu krevnich destitek a bylo by
tak vyuZitelné k 1é¢b& trombocytopenie, které by viak soudasné nenarulovalo rovnovahu
Zadného vnitfniho regulaéniho mechanismu a nepiisobilo vyse popsané nepiiznivé reakce.

Evropsky patent ¢. 506 463 uvadi nékteré nové derivéty pyranonu, nazvané Leustroducsin A, B
a C, majici nasledujici vzorec:
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kde R znamenéd S-methylhexanoylovou, 6—methyloxanoylovou nebo 7-methyloxanoylovou
skupinu. Tyto latky, isolované z mikroorganismu kmene Streptomyces platensis, projevuji
aktivitu v oblasti sniZovéani neptiznivych reakei, vznikajicich p¥i ozafovani nebo chemoterapii
rakoviny, v oblasti ochrany proti infekcim, pfi aktivaci makrofagd, pfi zlepSovani mozkovych
funkei a ptisobi i proti houbovym onemocnénim.

Japonsky patent Hei 5 - 213758, ktery byl zvefejn&n 24. srpna 1993, popisuje pouziti
Leustroducsinu A, B a C pfi 1€€b& trombocytopoesy.

Evropsky patent &. 329 361 se zabyva uréitymi novymi derivaty 2—pyranonu, které se podobaji
slouCening, o niZ pojednéva tento vynélez; lisi se v3ak tim Ze jsou substituovany podobnym
zpisobem jako slouceniny, popsané v evropském patentu & 506 463, viz vyse. Tyto dfive
patentované slouceniny jsou v3ak oznaleny pouze jako zemé&d&lské biocidy a nejsou v patentu
uvadény jako latky se znatnou a neolekévanou terapeutickou a profylaktickou aktivitou, jako
latky pfedkladané timto vynélezem.

Dalsi slouCeniny, velmi podobné tém, které uvadi evropsky patent &. 329 361 ase stejnym
pouZitim, jsou popsany v japonském patentu Kokai Hei 2 - 186.

Casopis Journal of Antibiotics ¢. 42, str. 1331-1343, zroku 1989, predkladi novou proti-
rakovinnou slougeninu, nazyvanou autory "fosfolin", kterou produkuji mikroorganismy rodu
Streptomyces. Tato latka obsahuje, stejné jako slougenina predkladana timto vynalezem, jak
fosfatovou skupinu, tak aminoskupinu, ale lisi se molekulovym vzorcem. Je proto od slougeniny
popisované timto vynalezem snadno odliitelna.

Podstata vynalezu

Podstatou vynalezu je novy leustroducsin se zna&nou farmakologickou aktivitou.
Pfedpoklada se, Ze slouenina podle vynilezu bude mit znaéné uplatnéni v 16&b&
trombocytopenie, vyvolané zejména chemoterapii nebo ozafovanim pfi 1é¢eni rakoviny

a imunitnimi odchylkami.

Vynélez tedy piedklada slou€eninu vzorce I:
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a jeji farmaceuticky vhodné soli. Tato slouenina byla nazvana Leustroducsin H.
Vynélez dale zahrnuje i zplsob vyroby Leustroducsinu H, ktery bude podrobnéji popsan dale.

Vynélez také predkladd farmaceuticky pripravek, obsahujici Leustroducsin H nebo jeho
farmaceuticky vhodnou sil, ve smési s farmaceuticky vhodnym rozpoustédlem nebo nosidem.

Z vyse uvedeného vzorce je zfejmé, Ze leustroducsin podle tohoto vynalezu obsahuje mnoZstvi
asymetrickych uhlikovych atomi a nékolik dvojnych vazeb. MiiZe tedy vytvatet riizné optické
a geometrické isomery. I kdyZ jsou zde viechny zastoupeny jednim molekulovym vzorcem,
piedkladany vynélez zahrnuje vSechny jednotlivé isolované isomery asmési, véetng jejich
racematd. V piipad€ pouziti stereospecifickych metod synthesy nebo pfi vyuziti opticky
aktivnich latek jako vychoziho materidlu mohou byt jednotlivé isomery pfipravovany pfimo.
Pokud je v3ak pfipravena smés isomerti, mohou byt jednotlivé isomery ziskany konvenénimi
délicimi metodami.

Leustroducsin podle pfedkladaného vynalezu obsahuje jak kyselou skupinu (fosfatovou), tak
i zdsaditou skupinu (aminoskupinu) a mizZe tak vytvafet sole. Pokud maji byt pouZity pro lé&ebné
acely, neni povaha téchto soli, za pfedpokladu, Ze jsou farmaceuticky vhodné, ni¢im zvI4sté
omezena aomezeni se rovné€Z neuplatiiuje, pokud jsou uréeny pro neléZebné ugely, tj. jako
meziprodukty pro pfipravu dalSich a mozna aktivnéjsich slougenin. Latky podle tohoto vynalezu
mohou tvofit soli se zdsaditymi latkami. Pfikladem takovych soli jsou: soli s alkalickym kovem,
jako je sodik draslik nebo lithium, soli skovy alkalickych zemin, naptiklad s bariem nebo
kalciem, soli s jinym kovem, jako s hoftikem nebo hlinikem, dale soli organickych bazi, jakou je
napiiklad sil dicyklohexylaminu ataké soli se zasaditou aminokyselinou, naptiklad lysinem
nebo argininem. Slougeniny podle pfedkladaného vynalezu mohou tvofit i kyselé adicni sole.
Jejich prikladem jsou soli s minerdlnimi kyselinami, zvla3té s hydrogenovanymi kyselinami
halovych prvki (s kyselinou bromovodikovou, jodovodikovou nebo chlorovodikovou),
s kyselinou dusi¢nou, chloristou, uhligitou, sirovou nebo fosfore¢nou; soli s niZ$imi alkyl-
sulfonovymi kyselinami jako s methansulfonovou, trifluormethansulfonovou & s ethan-
sulfonovou kyselinou, soli s arylsulfonovymi kyselinami, napfiklad s benzensulfonovou nebo p—
toluensulfonovou kyselinou, soli s organickymi karboxylovymi kyselinami, jako octovou,
fumarovou, vinnou, $tavelovou, maleinovou, jable&nou, jantarovou nebo s kyselinou citronovou,
také soli s aminokyselinami, s kyselinou glutamovou nebo asparagovou.
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Leustroducsin podle tohoto vyndlezu miZe byt pfipravovan hydrolyzou slougeniny vzorce II
nebo jeji soli:

kde Z je skupina acylu, doprovéazena pfipadné dalsi tvorbou soli ze ziskané slougeniny.

Hydrolyticka reakce miize byt provddéna za pouziti kteréhokoli hydrolytického ¢&inidla, obecné
uZivaného pfi reakcich tohoto typu, jako napiiklad hydrolytického enzymu nebo zisaditého
¢inidla. Ve vySe uvedeném vzorci (II) piedstavuje Z acylovou skupinu. Pfesny charakter acylové
skupiny neni pro tento vynalez podstatny, pokud mizZe byt hydrolyticky odstranéna tak, aby byla
ziskana sloucenina podle vzorce (I). Obecn& bylo zjidté€no, Ze vhodnym vychozim materialem
jsou slougeniny, kde Z predstavuje rovny nebo vétveny fetézec alifatické acylové skupiny, anebo
cyklickou alifatickou acylovou skupinu, obsahujici 2 az 16 uhlikovych atomd. Pokud Z
predstavuje takovouto acylovou skupinu, miiZe jit napiiklad o butyryl-, isobutyryl—, isovaleryl-,
2-methylbutyryl-, 4-methylvaleryl-, cyklohexankarbonyl-, 4-methylhexanoyl-, 5-methyl-
hexanoyl-, 6-methylheptanoyl-, cyklohexylethylkarbonyl-, oktanoyl-, 6-methyloktanoyl nebo
7-methyloktanoylovou skupinu.

Sloueniny vzorce II, pouzivané jako vychozi latky pfi zpdsobu vyroby, popsaném timto
vyndlezem, u nichz Z predstavuje isobutyrylovou, isovalerylovou, 4-methylvalerylovou,
cyklohexankarbonylovou nebo 4-methylhexanoylovou skupinu, jsou zndmé ajsou popsané
naptiklad v Journal of Antibiotics 42, z roku 1989, na str. 1019-1036.

Slouceniny podle vzorce II, pouZivané jako vychozi latky pfi zpisobu vyroby, popsaném timto
vynidlezem, u nichz Z pfedstavuje butyrylovou, isobutyrylovou, isovalerylovou, 2-methyl-
butyrylovou, cyklohexankarbonylovou, 4-methylhexanoylovou, 6—methylheptanoylovou,
cyklohexylethylkarbonylovou nebo oktanoylovou skupinu, jsou znamy a zvefejnény naptiklad
v evropském patentu &islo 329 361. Vychozi material, v némz Z je jednou z uvedenych skupin,
muZe byt pfipraven kultivaci mikroorganismu rodu Streptomyces platensis SAM 0654 a separaci
Zadané slouCeniny z kultivaniho roztoku. Streptomyces platensis SAM 0654 byl ve spojitosti
s evropskym patentem &islo 329 361 uloZen dne 22. ledna 1988 ve Vyzkumném tistavu kvasném
Agentury pro primyslovou védu atechniku (Fermentation Research Institute, Agency of
Industrial Science and Technology) pod &islem FERM BP-1668. Vhodné techniky kultivace
mikroorganismu a separace poZadované slou¢eniny podava evropsky patent &islo 329 361.

Slouceniny vzorce II, kde Z pfedstavuje S—methylhexanoyl-, 6—methyloktanoyl—, nebo 7-
methyloktanoylovou skupinu jsou rovné€z znamé a jsou popsany napiiklad v evropském patentu
¢islo 506 463.
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Slou€eniny vzorce II, pouZivané jako vychoz latky pii zpisobu vyroby, popsaném timto
vynalezem, u nichZ Z predstavuje 4-methylhexanoylovou, 5-methylhexanoylovou, 6—methyl-
heptanoylovou, cyklohexylethylkarbonylovou, oktanoylovou, 6-—methyloktanoylovou nebo 7-
methyloktanoylovou skupinu, jsou znémé amohou byt pFipraveny napiiklad kultivaci
Streptomyces platensis SANK 60191 anaslednou separaci z kultivainiho média. Vhodné
podminky pro kultivaci tohoto mikroorganismu udéva naptiklad evropsky patent &islo 506 463.
Streptomyces platensis SANK 60191 byl ve spojitosti s evropskym patentem &islo 506 463
ulozen dne 20. tnora 1991 ve Vyzkumném uistavu kvasném Agentury pro primyslovou védu
a techniku (Fermentation Research Institute, Agency of Industrial Science and Technology) pod
¢islem FERM BP-3288.

Zpusob 1: Pouziti hydrolytického enzymu

Za pouziti tohoto zplisobu vyroby je sloudenina vzorce I pfipravena reakei slou¢eniny vzorce II
s hydrolytickym enzymem.

Pfesnd charakteristika enzymu neni pro tento vynalez nezbytni, miize byt pouzit kterykoli
hydrolyticky enzym, b&zn& uzivany k reakcim tohoto typu. Obecné se davé prednost enzymim
Jako je veptova jaterni esterasa (porcine liver esterase, PLE), lipasa, acetylesterasa, Takadiastasa
nebo cholesterolesterasa.

Reakce se béZné a s vyhodou provadi v pfitomnosti rozpoustédla. Charakter pouzitého solventu
neni nijak zvla$t¢ vymezen za predpokladu, Ze na reakci nebo v ni zidastnéné reagencie
nepisobi nepfiznivé a Ze je schopen tyto reagencie rozpoustét, alespofi do urdité miry. Mezi
piiklady vhodného rozpoust&dla patti: smés alkoholu, jako methanolu nebo ethanolu, s roztokem
pufru, nejlépe fosfatového, o hodnoté pH ptiblizn& mezi 6 a 8, nebo smés ketonu, napf. acetonu
nebo methylethylketonu, s roztokem pufru, nejlépe fosfatového, o hodnoté pH pfiblizné mezi 6
ag.

Zvlastni prednost se davé takové reakci, ktera vyuziva bud’ PLE nebo lipasy jako hydrolytického
enzymu v prostedi rozpoustédla, které obsahuje smés fosfatového pufru o pH 6 az 8 s acetonem
nebo methanolem.

Reakce miZe probihat v Sirokém teplotnim rozmezi a ptesna reakeni teplota neni pro tento
vyndlez podstatnd, ackoli doporudend teplota miZe kolisat v zavislosti na typu vychozi
slou¢eniny a pouZit¢ho enzymu, stejné jako na druhu rozpoustédla. Obecn& je vyhodné, aby
reakce probihala pfi teploté mezi p¥iblizné& 10 °C a 40 °C, s vyhodou mezi 20 °C a 40 °C.

Doba priibéhu reakce miiZze také Siroce kolisat v zavislosti na mnozstvi faktort, zvI4sté reakéni
teploté a typu vychozich slougenin, pouzitého enzymu a rozpoustédla. Za predpokladu, Ze reakce
probiha za vhodnych podminek popsanych vy3e, dostategnou dobou bude obvykle 12 hodin a 30
dni, s vyhodou pak 3 az 15 dni.

Po skonCeni reakce muZe byt slouCenina podle vzorce (I) extrahovéna zreakéni smési
a vytiSténa za pouZiti béznych metod. Vhodny postup zahrnuje napiiklad odstranéni s vodou
misitelného rozpoustédla, napf. acetonu, destilaci za snizeného tlaku a naslednou extrakci vodné
faze organickym rozpoustédlem, naptiklad ethylacetitem. Poté muZe nasledovat frakcionace
a vy&isténi vodné faze naptiklad za pouziti Cosmosilu® v oteviené koloné.

Zplisob 2: Pouziti zasaditého ¢inidla

Za pouZiti tohoto zplisobu vyroby je slougenina podle vzorce (I) pfipravena reakci slouceniny
podle vzorce (II) se zasaditym &inidlem.
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Druh pouZitého zasaditého Cinidla nepodléha zvlastnim omezenim, miZe byt pouZzito kterého-
koliv zasaditého Cinidla b&ézn¢ uzivaného v reakcich tohoto typu, které nema neptiznivé G&inky
na Zadnou z ¢asti molekuly nebo ostatni reagencie. Piiklady zdsaditych &inidel, jimZ se dava
pfednost, zahrnuji: anorganické zasadité slou¢eniny, napfiklad uhli¢itany alkalickych kovi, jako
uhli¢itan sodny, draselny, cerny nebo lithny; hydrogenuhligitany alkalickych kovi, jako
hydrogenuhli€itan sodny, draselny nebo lithny; hydroxidy alkalickych kovi, jako hydroxid
sodny, draselny nebo lithny; nebo hydroxidy kovu alkalickych zemin, jako hydroxid barnaty,
hotfe¢naty ¢i vapenaty. Piednost se dava pouZiti uhliditanu nebo hydrogenuhligitanu alkalického
kovu, nejlépe uhli¢itanu sodnému, draselnému ¢&i hydrogenuhligitanu sodnému.

Reakce se b&Zné asvyhodou provadi v pfitomnosti rozpoustédla. Charakter pouzZitého
rozpouStédla neni nijak zvlasté vymezen za pfedpokladu, Ze na reakci nebo v ni zi&astnéna
¢inidla nepilsobi nepfiznive a Ze je schopno tato ¢inidla rozpoustét, alespoii do urdité miry. Mezi
pfiklady vhodného rozpoustédla patii: smés alkoholu (napiiklad methanolu nebo ethanolu)
s vodou, nebo smés ketonu (jako acetonu methylethylketonu) s vodou.

Reakce miize probihat v Sirokém teplotnim rozsahu a pfesna reakéni teplota neni pro tento
vynélez podstatnd, aCkoli doporufend teplota miZze kolisat v zavislosti na typu vychozi
slou€eniny a zasaditého Cinidla, tak ina druhu rozpoustédla. Obecné je vyhodné, aby reakce
probihala pfi teploté pfiblizn€ mezi 0 °C a 40 °C, s vyhodou pfiblizné mezi 5 °C do 30 °C.

Doba priibéhu reakce miize také Siroce kolisat v zavislosti na mnoZstvi faktori, zvlasté reakeni
teploté a typu vychozich sloucenin, zasaditého ¢inidla a rozpoustédla. Za predpokladu, Ze reakce
probiha za vhodnych podminek popsanych vyse, doba od 3 hodin do 5 dnd, s vyhodou pak od 3
hodin do 2 dnii bude obvykle postadujici.

Po skonceni reakce miZe byt sloucenina vzorce 1 extrahovana z reakéni smési a vy&isténa za
pouziti béznych metod. Vhodny postup zahrnuje napiiklad odstranéni s vodou misitelného
rozpoustédla, napf. acetonu, destilaci za snizeného tlaku a naslednou extrakci vodné faze
organickym rozpoustédlem, napiiklad ethylacetitem. Poté miZe nasledovat frakcionace
a vy&isténi vodné faze naptiklad za pouziti Cosmosilu® v oteviené kolons.

Biologicka aktivita

Nésledujici priklady dokladaji aktivitu slou¢eniny podle tohoto vynélezu jako trombopoietického
¢inidla. Vyrazem "trombopoietické ¢inidlo" se v tomto vynalezu rozumi latka, kterd po podéni
vyvolava v téle tvorbu krevnich destiek in vivo, stejné jako latka, kterou lze vyuZit k 1é&eni
trombocytopenie, zplisobené riznymi pfi¢inami, jako imunitnimi odchylkami a nepfiznivymi
reakcemi po ozafovani nebo chemoterapii rakoviny.

Pokus 1
Zvyseni trombocytopoesy u mysi po intravenosnim podani Leustroducsinu H

Trombopoietickd aktivita slou¢eniny podle tohoto vyndlezu miZe byt sledovana za pouZiti
metody Ishibashiho a spolupracovniki, popsané v ¢asopisu Blood 74 zroku 1989, na stranich
1241-1244.

Pokus probihal tak, Ze testovand sloucenina podle tohoto vynilezu byla rozpusténa ve
fysiologickém roztoku, obsahujicim 1,25 objemovych % vodného roztoku ethanolu. Vzorek této
smési byl po dobu 5 dnii podavan intravenosné mysim kmene C57BL (samicim 7 tydni starym)
v intervalu 24 hodin. Kontrolni zvifata dostavala pouze fysiologicky roztok s 1,25 objem. %
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vodneho roztoku ethanolu. 72 hodin po posledni aplikaci byly zvitatim odebrany vzorky krve
zoniho orbitu a byly v nich spogitany krevni desti¢ky. Stanoveni se provéadeélo elektrickou
odporovou metodou za pouZiti automatického po&itade krevnich bungk (Blood cell counter
K-1000, Toa-Iyo Denshi Co.). Vysledky jsou uvedeny v tabulce 1.

Pfesné reakeni podminky uvedené vyse nejsou pro stanoveni poltu krevnich destidek zasadni,
zmény se mohou tykat naptiklad pouzitych zvifat, zpisobu podani latky, celkové doby testovani
nebo intervalu aplikace. Testovanymi zvifaty mohou byt mysi, potkani, psi nebo opice
a testované latky lze podavat parenteralng, intraperitonealng, intramuskularné nebo subkuténné.

Tabulka 1

sloudenina davka doba testovani pocet destitek
(mg/kg) (dny) (x 10%p1)

kontrola 0 5 93,31 + 6,34*

Leustroducsin H 0,05 5 130,08 = 1,67
0,1 5 125,71 + 6,60
0,5 5 121,18 +9,22
1,0 5 127,70 + 3,34

* = primér + standardni chyba

Pokus 2
Studie toxicity

4 mg/kg Leustroducsinu H bylo intravenosné podano mys$im kmene BALB/c. Po 10 dnech
nebyla pozorovana Zadn4 amrti.

Z vySe uvedenych vysledkii je zfejmé, Ze Leustroducsin H podle tohoto vynalezu vykazuje
vynikajici trombopoietickou aktivitu in vivo spolu s nizkou toxicitou a jako takovy je uzite¢ny
Jako terapeuticky prostfedek k lé¢eni trombocytopenie, zpisobené riiznymi p¥idinami, naptiklad
imunitnimi odchylkami a nepfiznivymi reakcemi po ozafovani nebo chemoterapii rakoviny.

K tomuto icelu mize byt slouCenina podle vzorce (I) podavana orilné ve formé tablet, kapsli,
granuli, praSki nebo sirupii nebo parenteralng v intravenosnich, subkutinnich ¢&i intra-
muskuldrnich injekcich, v ¢ipcich apodobn&. Toto farmaceutické zpracovani mize byt
provedeno smisenim slouCenin podle vynilezu s jednim &i vice adjuvantnimi prostredky, jako
Jsou pomocné litky (napfiklad organické pomocné latky v&etné: derivata cukrd jako je laktosa,
sacharosa, glukosa, mannitol nebo sorbitol; derivatd $krobu jako je kukuti¢ny $krob, bramborova
moucka, Skrob a, dextrin nebo karboxymethylovany $krob; derivati celulézy jako je krystalicka
celul6za, niZe hydroxypropyl- substituovan celuléza, hydroxypropylmethylceluléza, karboxy-
methylceluléza, vépenatd karboxymethylcelul6za nebo vnitinimi mistky védzana sodna
karboxymethylceluléza; arabské gumy; dextranu; Pullulanu; déle anorganické pomocné latky
veetné: kfemicitand, jako je lehky anhydrid kyseliny kfemigité a synteticky kfemigitan hlinity
nebo metakiemicitan hofe¢natohlinity; fosfore¢nand jako je fosfore¢nan vapenaty; uhliditand,
Jako je uhli¢itan vapenaty; sirani, jako je siran vapenaty); kluzné latky, (napiiklad stearaty kovi
alkalickych zemin, jako je kyselina stearovd, stearat vapenaty nebo hofe&naty; talek; koloidni
kiemik; vosk, jako je v&eli vosk nebo vorvaiiovina; kyselina borita, kyselina adipové; sirany,
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jako je siran sodny; glykol; kyselina fumarova; benzoan sodny; D,L-leucin; sodné soli
alifatickych kyselin; laurylsulfaty, jako je laurylsulfat sodny nebo hofe¢naty; kiemigitany, jako je
anhydrid kyseliny borité nebo jeji hydrat; dfive zminéné Skrobové derivaty); pojiva (napiiklad
polyvinylpyridon, Macrogol; také slouCeniny podobné jmenovanym pomocnym latkam);
desintegracni €inidla (napfiklad slouceniny, podobné uvedenym pomocnym latkdm; chemicky
modifikované $krobové celuldzy, jako je sodna Crosscarmelosa, sodny karboxymethylovy $krob
nebo zesitény polyvinylpyrrolidon), stabiliza¢ni €inidla (napfiklad p-hydroxybenzoaty, jako je
methylparabenzoat nebo propylparabenzoét; alkoholy jako je chlorobutanol, benzylalkohol nebo
fenylethylalkohol; chlorid benzalkonia; fenoly, jako je fenol nebo kresol; thimerosal; kyselina
dehydrooctova; kyselina sorbové); doplitkova ¢inidla (napfiklad sladidla, ocet nebo parfémy,
které se bézné uzivaji), rozpoustédla a podobné.

Dévka se méni v zévislosti na podminkach a v€ku pacienta a také vzhledem ke zpiisobu podani,

ovsem naptiklad slou€eniny podle tohoto vynalezu mohou byt podavany v denni dévce od 0,01
do 10 mg/kg (s vyhodou 0,01 az 1 mg/kg) bud’ jednordzové nebo oddélené v n€kolika davkach.

Piiklady provedeni vynalezu

Piiprava nékterych sloucenin podle vynilezu je dale zobrazena v nasledujicich Pfikladech. Oddil
Zpusob vyroby ukazuje pfipravu nékterych latek, pouzitych v Prikladech jako vychoziho
materialu.

Piiklad 1

5,61 g surové olejovité latky, ziskané ve stupni B Zpiisobu vyroby 1, viz déle, bylo rozpusténo ve
130 ml acetonu. Poté bylo ptiddno 1400 ml 0,05 M fosfatového pufru (NaH,PO4/Na,HPO,, pH
6,7) a vysledna smés byla dobie promichana. Po pfidavku 807 mg veptové jaterni esterasy (PLE,
vyroba Amano Pharm, Co., Ltd.) byla vyslednd smé&s opét michana pfi 35 °C. Retenéni as
vychoziho materialu pfi vysokou¢inné kapalinové chromatografii (HPLC) &ini 8,8 minuty, coz
umoznilo sledovat pomoci této techniky postup reakce. V pribéhu 2 tydnd byla pifi 35 °C
k reakéni smési pfidana PLE v mnozstvi 0,82 g, 1,52 g, 1,02g, a 0,9 ga vysledna smés byla
2 tydny michana. Poté byla reakéni smés zfiltrovana pies pomocny filtr Celite™ k odstranéni
PLE. Filtrat byl extrahovan ethylacetitem a vodny podil byl frakcionovan a chromatograficky
vyCistén prichodem pres kolonu s400g Cosmosilu 75CI8-OPN (R vyrobek firmy
Nakaraitesque Inc.) za pouziti vodného roztoku methanolu jako eluentu, ¢imz se ziskalo 1,73 g
Leustroducsinu H.

HPLC probihala za nasledujicich podminek:

kolona: Cosmosil 5C18-AR™ 4,6 x 250 mm;
(vyrobek Nakaraitesque Inc.)
eluéni roztok: 20 objem. % acetonitrilu : 0,5 objem. % triethylaminu: 79,5 objem. % fosfatového
pufru (pH 3,0);
prutokova rychlost: 1,0 ml/min.;
vlnova délka: 230 nm.

Hmotnostni spektrum pfi ostfelovani pomalymi atomy: m/z = 530 (m+1), 528 (m-1)

Spektrum nuklearni magnetické resonance
(270 MHz, D,0) é ppm:
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7,02 (1H, dublet dublett, J=5,4 & 9,8 Hz); 6,21 (1H, dublet dubletd, J=11,7 & 20,5 Hz); 6,12
(1H, dublet dubletd, J=12,2 & 20,5Hz); 5,93-5,84 (2H, multiplet); 5,71 (1H, dublet,
J=16,6 Hz);, 5,32-5,25 (2H, multiplet); 3,94 (1H, dublet tripletd, J=3,4 & 10,3 Hz); 3,48 (1H,
multiplet); 2,93 (2H, triplet, J=7,8 Hz); 2,53-2,40 (2H, multiplet); 2,03 (1H, multiplet); 1,80
0,73 (13H, multiplet), 0,73 (3H, triplet, J=7,8 Hz).

Piiklad 2

20 mg slou€eniny podle dfive uvedeného vzorce II, kde Z je 4-methylhexanoylova skupina
[pfipravend podle bodu B odstavce Zpisob vyroby 1], bylo rozpuiténo v malém mnoZstvi
methanolu. Po ziedéni vysledného roztoku fosfatovym pufrem (pH 6,7) do n&ho bylo ptidano
10 mg PLE (vyrobek firmy Amano Pharm, Co., Ltd.) a reakéni smé&s byla po 6 dnt michana p¥i
teplot& 30 °C. Poté byla zfiltrovana a vekery zbyvajici methanol byl z filtratu odstran&n destilaci
za sniZeného tlaku. Vznikly vodny roztok byl frakcionovan a vy&idtén priichodem pies kolonu
C18-Cosmosilu za uZiti vodného roztoku methanolu jako eluentu. Podil, eluovany pomoci 20
objemovych % vodného methanolu, obsahoval 13 mg sloudeniny o fyzikélnich vlastnostech
shodnych se slouceninou, ziskanou podle vy3e uvedeného Ptikladu 1.

Piiklad 3

Pouzity zpisob vyroby byl podobny jako v Pfikladu 2, ale zvychoziho mnoZstvi 50 mg
slouCeniny podle dtive uvedeného vzorce II, kde Z je 4-methylhexanoylova skupina [pfipravena
podle Stupné B odstavce Zpusob vyroby 1], bylo ziskdano 30 mg Leustroducsinu H.

Leustroducsin H o stejnych vlastnostech, jaké byly popsany vySe v Pfikladu 1, byl za vyuziti
zplsobu uvedeného v Piikladu 2 ptipraven ze sloudeniny o vzorci II, v némz Z predstavuje
nasledujici skupiny (viz tabulka II). MnoZstvi vychoziho materiélu a slougeniny podle tohoto
vynélezu, které byly ziskany, jsou rovnéz uvedeny v této tabulce.

Tabulka 2
ptiklad &. Z mnozstvi vytézek
vychozi latky

4 isobutyryl 20 mg 14 mg
5 isovaleryl 20 mg 14 mg
6 2-methylbutyryl 20 mg 10 mg
7 cyklohexankarbonyl 20 mg 8 mg

Priklad 4

20 mg slouceniny vzorce II, kde Z je 6-methylheptanoylova skupina [pfipravena podle bodu B
odstavce Zpiisob vyroby 1], bylo rozpusténo v malém objemu vodného roztoku methanolu. Poté
byl pfidan nasyceny vodny roztok dihydrogenuhliitanu sodného a vysledny roztok byl michan
po dobu 1 dne. Hodnota pH reakéni smési byla po této dob& upravena pfidavkem vhodného
mnozstvi zfedéné kyseliny chlorovodikové na pH 2 avyslednd smés byla frakcionovina
a vy€iSténa prichodem pfes kolonu C18-Cosmosilu se ziskem 3 mg Leustroducsinu H.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

CZ 286364 B6

Zpisob vyroby 1
Kultivace a isolace vychozich latek
1(A) Kultivace

Jedna platinové plna bakteridlni klicka spor Streptomvces platensis SANK 60191 (FERM BP -
3288) byla naotkovana do 500 ml Erlenmeyerovy baiiky vybavené pfepazkami, ktera obsahovala
pfedem sterilizované kultivaéni médium o slozeni uvedeném dale. Mikroorganismus byl
kultivovan po 3 dny v rotaéni tfepacce pii 200 otaCkach za minutu (polomér rotace 7 cm) a pfi
teplote 28 °C.

Kultivaéni médium:

rozpustny Skrob 30g
surové kvasinky 10g
sojova moucka 7g
rybi moucka S5g
obilny vyluh (corn steep liq.) 2g
masovy extrakt lg
uhli¢itan vapenaty 1g
voda do 1000 ml

pH 7 (pfed sterilizaci)

15 litri stejného kultivaéniho média, 30 minut tepelné sterilizovaného pti 120 °C, bylo pouzito
pro nasazeni kultury do kazdého ze &tyf 30 litrovych nerezovych kvasnych tanku. Po pfidani
150 ml o€kovaci kultury, pfipravené podle predchoziho popisu, byla smés 3 dny kultivovéna pfi
teploté 28 °C, za provzdusiiovani (rychlost 15 litri za minutu) a michani. K udrzeni koncentrace
kysliku v roztoku na hodnoté 5 ppm byla rychlost michani upravovana automaticky v rozmezi
100 az 300 otacek za minutu.

1(B) Izolace

2,4 kg Celitu 545 (vyrobni nazev produktu Johns & Manville Project Corporation, USA) bylo
ptidano jako pomocny filtr k 60 litrim kultivalni tekutiny, pfipravené jak bylo popsino vyse
v odstavci 1(A) a smés byla zfiltrovana. Filtraci se ziskalo 7,2 kg bakteridlnich bunék. Ty byly
jednou extrahovany 30 litry 50 % a dvakrat pomoci vzdy 20 litri 80 % (objem. procenta)
vodného roztoku acetonu.

Vsechny extrakty byly spojeny a organické rozpoustédlo bylo odstranéno destilaci v rotaéni
odparce. Ke zbytku byla pfiddna dostatecné zfed€na kyselina chlorovodikova k dpravé pH na
hodnotu 2,0 avznikla smés byla dvakrat extrahovdna vzdy 10 litry ethylacetatu. Po spojeni
extrakti k nim bylo pfidano 10 litri 1 % (vdha/objem) vodného roztoku hydrogenuhligitanu
sodného. Aktivni podily ptesly do vodné vrstvy, ethylacetit byl oddélen a znovu extrahovan 5
litry 1 % vodného roztoku hydrogenuhli¢itanu sodného. Obé ¢asti pouzitého roztoku hydrogen-
uhli¢itanu sodného byly pak spojeny ajejich pH bylo ptfidavkem zfedéné kyseliny chloro-
vodikové upraveno na hodnotu 2,0. Vysledny roztok byl dvakrat extrahovan vzdy 10 litry
ethylacetatu. Organické extrakty byly spojeny, promyty vodou a nasycenym vodnym roztokem
chloridu sodného a vysuSeny v pfitomnosti bezvodého siranu sodného. Za stalého pfidavani
methanolu byl roztok zahu$tén odpafenim na rotatni odparce za snizeného tlaku k zisku 10 ml
olejovité latky. Ta byla rozpusténa ve 100 ml 60 % (objem. procenta) vodném roztoku methanolu
a vznikly roztok byl adsorbovan na patrony Sep-Pak Vac 20 cc C;s (chranény nazev vyrobku
firmy Waters Co., USA). Necistoty byly vymyty 30 ml 60 % (objem. %) vodného roztoku
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methanolu. Leustroducsiny byly uvolnény promytim 15ml 100 % methanolu a eluét byl
zahustén k ziskani 800 mg olejovité latky. Ta byla pouZita ptimo, bez dal$iho Cisteéni, ve vyse
uvedeném Pfikladu 1. Aby mohla byt vygisténa, byla tato olejovita latka rozpusténa v 10 ml
methanolu a délena pomoci HPLC. Podily, vykazujici maximum v eluénim &as 13, 19 a
24 minut, byly zachyceny a oznageny jako "hruby podil A", "hruby podil B" a "hruby podil C".
Podminky pro chromatografické déleni jsou nasledovné:

Preparativni kapalinova chromatografie

kolona: Radial-Pak 25 x 10 (Waters, USA);
eluéni €inidlo: 50 % (objem. %) vodny roztok acetonitrilu,
obsahujici 0,5 % roztok triethylamin - fosfatového pufru o pH 3,0;
pritokova rychlost: 9 ml/min.;
vinova délka: 230 nm.

V3echny tfi uvedené podily byly zahuitény a déleny pomoci preparativni HPLC. Hruby podil A
byl podroben preparativni chromatografii, pti niz byly odebirany podily, jejichz maxima byla
zaznamendna za dale uvedenych podminek pfiblizng v 53. a v 56. minutg; ty byly poté odsoleny
a zahustény za pouZiti patron Sep-Pak se ziskem 22,03 mg slou¢eniny podle vzorce (II), kde Z je
4-methylhexanoylova skupina, a 11,66 mg Leustroducsinu A.

Podminky pfipravy hrubé frakce A

kolona: Cosmosil SC 18-AR 20 x 250 mm (Nakaraitesque Inc.)

elucni ¢inidlo: 42 % (objem. %) vodny roztok acetonitrilu, obsahujici 0,5 % roztok triethylamin -
fosfatového pufru o pH 3,0;

pritokova rychlost: 9 ml/min.;

vinova délka: 230 nm,

Hruby podil B byl podroben preparativni chromatografii, pti niz byly odebirany podily, jejichz
maxima byla zaznamenana za dale uvedenych podminek ptiblizné v 74., 79. a 82. minutz; ty byly
poté odsoleny a zahu$tény za pouZiti patron Sep-Pak se ziskem 26,16 mg slouCeniny podle
vzorce (II), kde Z je 6-methylheptanoylova skupina, 23,24 mg slougeniny podle vzorce (II), kde
Z je cyklohexylethylkarbonylova skupina a 3,24 mg slougeniny podle vzorce (ID), kde Z je
oktanoylova skupina.

Podminky pfipravy hrubé frakce B

kolona: Cosmosil 5C 18-AR 20 x 250 mm (Nakaraitesque Inc.)

eluéni Cinidlo: 47 % (objem. %) vodny roztok acetonitrilu, obsahujici 0,5 % roztok triethylamin -
fostatového pufru o pH 3,0;

prutokova rychlost: 9 ml/min.;

vinové délka: 230 nm.

Hruby podil C byl podroben preparativni chromatografii, pfi niz byly odebirany podily, jejichz
maxima byla zaznamenéna za déle uvedenych podminek pfiblizné ve 47. a 51. minutg; ty byly
poté odsoleny a zahu$tény za pouZiti patron Sep-Pak se ziskem 9,83 mg Leustroducsinu B
a 5,22 mg Leustroducsinu C.

Podminky pfipravy hrubé frakce C
kolona: Cosmosil 5C 18-AR 20 x 250 mm (Nakaraitesque Inc.)

elucni ¢inidlo: 47 % (objem. %) vodny roztok acetonitrilu, obsahujici 0,5 % roztok triethylamin -
fosfatového pufru o pH 3,0;

-11-
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prutokova rychlost: 9 ml/min.;
vinovéa délka: 230 nm.

Zplisob vyroby 2

Kultivace a izolace vychozich latek

Podle zpisobu, popsaného vevropském patentu &. 329 361, byl kultivovan Streptomyces
platensis SAM-0654 (FERM BP-1668) a z kultivatniho bujonu byly izolovany slouéeniny podle
vzorce (II), kde Z predstavuje butyrylovou, isobutyrylovou, isovalerylovou, 2-methyl-
butyrylovou, cyklohexankarbonylovou, 4-methylhexanoylovou, 6-methytheptanoylovou,

cyklohexylethylkarbonylovou nebo oktanoylovou skupinu.

Zpracovani 1

Vyroba kapsli

Leustroducsin H . 100 mg

laktosa 100 mg

obilny Skrob 148,8 mg

stearat hofecnaty 1,2 mg
celkem 350 mg

Po smichani uvedenych pfisad a prichodu pres sito &. 20 (standard Tyler) byl vznikly prasek
naplnén do kapsli.

PATENTOVE NAROKY

1. Leustroducsin H vzorce I:

o
HO

p
/\
HO ©

H,N

(1)

a jeho farmaceuticky vhodné soli.
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2. Farmaceuticky pfipravek, vyzna&ujici se tim, Ze obsahuje Leustroducsin
vzorce I nebo jeho farmaceuticky vhodné sole podle niroku 1, ve smési s farmaceuticky
vhodnymi rozpouitédly nebo nosigéi.

3. Zpiisob vyroby Leustroducsinu vzorce I podle ndroku I, vyzma&ujici se tim ,
Ze se hydrolyzuje slou¢enina vzorce II nebo jeji siil:

O
HO\P//
/ ~N

o OH

kde Z je acylova skupina a popfipadé se ziskany produkt ptevede na farmaceuticky vhodnou sil.

4. Zpuasob podle niroku 3, vyznadujici se tim, Ze hydrolyza se provadi za
pouziti zasaditého &inidla nebo enzymu.

5. Zpisob podle ndroku 3, vyznadujici se tim, Zze Z piedstavuje rovny nebo
vétveny fetézec alifatické acylové skupiny nebo cyklické alifatické skupiny, majici 2 a% 16
uhlikovych atomd.

6. Zpusob podle naroku 3, vyznadujici se tim, 2Z piedstavuje butyrylovou,
isobutyrylovou, isovalerylovou, 2-methylbutyrylovou, 4-methylvalerylovou, cyklohexan-
karbonylovou, 4-methylhexanoylovou, 5-methylhexanoylovou, 6—methylheptanoylovou, cyklo-
hexylethylkarbonylovou, oktanoylovou, 6-methyloktanoylovou nebo 7-methyloktanoylovou
skupinu.

Konec dokumentu
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