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VERFAHREN ZUR HERSTELLUNG NEUARTIGER RUTINNONA- UND -DECA{H-)-SULFATSALZE

(57) Die Erfzindhng betrifft ein Verfahren fir dié‘ ’—iAe"rsteAHung von nﬂuaﬁigéh' Ruitihpol‘y”-{ Jsuifaten
der allgemeinen Formel, worin R Wasserstoff oder -SO.A ist; jedes X -SO,A ist; und A sin

pharmazeutisch annehmbares Kation ist. Diese Rutinnona- und -deca{H

-Isulfat-Natriumsalze

besitzen in vitro eine unerwartet hohe Aktivitat ais Komplementinhibitoren. Formal
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Verfahren zur Herstellung nsuartiger Rutinnona- und ~deca(H)-
Sulfatsalze

Anwendungsgehiet der Erfindung:

Die Erfindung betrifft neuartige Rutinpoly(H-)sulfatsalze,
die eine sehr gute Wirksamkeit sls Inhibitoren des Komple-

mentsystems von Warmbliitern besitzen.

Die Bezsichnung "Komplement" bezieht sich auf eine Xomplex-
gruppen von Proteinen in Kdrperflilssigkeiten, die im Zusgammen-
wirken mit AntikSrpern oder anderen Faktoren eine wichiigs
Rolle als dberuLage*stone immuner, allergischer, immunoche-

miszcher aﬂd/oﬂer immunopathologischer Reakiionen epielen. Re-

aktionen, an denen ein Komplament beteiligt ist, l=zuafen inm
Blutserum oder in enderen Xorperflissigkeifen ad und werden
daﬁer als humnorale Regktionen angesehen. Eine ausfiihrliche
ErlZuterung des Komplementsystems ist in dem Hauptpatent
1475 zu findsn.

Charaskteristik der bekannten technigchen Lisungsen:

Im Hauptpatent ist dargelegt worden, daB Rutiapoly(H-)sulfat-
salze der allgemeinen folgenden Formel (I) mit der Komple-

mentreaktionssequenz in Wechselwirkung stehen und daher die
XKomplemeataktivitdt in KOSrperflisgsigkeiten inhibieren
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(1)

worin jedes R aus der Wagserstoff uad -S0,4 umfasssnden Grazpns
susgewsdhlt ist; worin 4 ein pharmazeutiscn annehmbares Sal
ne

H
T = 3 < 3 B 3~ 37 B ] [p] 3 o -~
Y=tion ist, unter der VOorasusseizulg, daf mindestens gecr:

Bg wird gleichfalls ein Verfahren zur Herstellung dsr im Rah-
men der Formel (I) oben liegenden Rutinpoly (F-)sulfat~-Alksli-
matallsalze vorgestellt, In dem Verfahren wird Rutin oder =0
genanntes ‘maagserldsliches Rutin", bei dem es sich um e in Ru-
tinsulfat-Natriumsalz handelt, des von E. Merck, Darmstad’,
Westdeutschland, Katalognummer 500014, bezogen werden kann,
in sinem geeigneten Losungsmittel mit elnem Trialkylamin-
Sehmefeltrioxid-Komplex bei 50 big 90 °C umgesetzt, und das
resultierende Trialkylamingulfatsalz isoliert und anschlie-

-

behan—

£t

fend mit einem Alkslimetallacetat in w&Briger LOsung
delt. Es gibt Beispiele fiir dleses Verfahren, bel denen Rutin
oder wasserldsliches Rutin in Dim ethJ“formamid mit einem Tri-
methylamin-Schwefeltrioxid- -Komplex bei 65 bls 7O ¢ ungesetzt

wxra, dag resultierende Trimethylaminsalz aus absolutem Atha-
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nol bei Raumtemperatur isoliert wird und anschlizBend mit wiB-
riger NatriumacetatlOsung umgesetzt wird, um ein als “Ruti npo-—
1y(E~)sulfat-Natriumsalz" identifiziertes Produkt zu gewinnen,
dessen Schwefelanalyse zwischen 15,3 und 16,5 % variiert. Durch
Analyse konnte anschlieBend gezeigt werden, daB dieses Produks
etwa 85 % Rutinnona- und deca(H-)sulfatnatriumsalze in anni-
nernd glei n idlengen snth&ls, und die restlichen 15 % ein Ge-

ja N

migch von Hexa- bis Octa(ﬂ-)su‘fatnatriumsalzen von Rutin sind.
Von diesem Gemisch konnte auch nachgewiesen werden, daB es als
Komplementinhibitor Aktivitdt besitzt, was im Gegensatz zu
wagserldslichem Rutin steht, bei dem durch die angewandten

Tests keine Aktivitidt ermittelt werden konnte,

Darlegunz des Wessng der Erfindung:

Es wurde jetzt gefunden, daB es durch Modifisz ierung des im
_ .

‘Hauptpatent 1478¥, supra, dargelegten Verfahren
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ly(H-)sulfatealzen auf versohi
zifischen Wegen mdglich ist, RutinnonatH-)sulfatsalzs, die zu-
mindest im wesentlichen frei von dem entaprechendsn Decal(i-)-
salz sind, und gleichfalls Ruulndeca(ﬁ-)sulfaus e
mindest im wesentlichen frei von dem entsprechen
selz sind, herzustellen., Am {iberraschendsten war die

lung, ﬂaB dile dabei geswonnenen im wesentlichen reinen N:

b

0
und Decasalze eine wesentlich bessere Aktivitit bei Komple~
ment-Inhibitione-Tests als des Gemisch von Hexa- bis Decasal~-
zen, die in den Beispielen des Hauptvatentes 1478% hergestellt
wurden, besitzen. Dieses Ergebnis ist gehr Uberraschend, da
bisher noch nicht bekannt war, daB zwei der fiiaf Komponentan
der friher beschriebenen Mischungen einzeln fiir sich eine viel
groBere Aktivitdt als das aus allen fiinf Komponenten bestshen~
de Gemisch haben wiirden.

Mit der Bezeichnung "zumindest im wesentlichen frei" und Hhn-
.lichen hier benutzten Bezeichnungen soll ein Ratinnoma~- (oder.
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-deca-)salz gemeint sein, das weniger als 10 Masse% des ent-
gprecheénden Deca~ (oder Nona-)Salzes enthédlt. Tatsichlich ist
es mit Hilfe der neuen erfindungsgemiBen Verfahren mfglich,
die Wona- und Decasalze mit einer Reinheit von 95 % oder bes-

ger zu gewinnen.

Bei den erfindungsgeméfen Rutindeca(H-)sulfatsalzen handelt
es sich um neuartige Verbindungen, die die folgende allgeme

ne Formel haben

0X
X0
0
1 - 0
2 0
B (1)
0X
X0
g ox B

0X 0X q

In der allgemeinen Formel (II) igt jedes X —SOBA, worin A
ein pharmezeutisch annehmberes Kation, vorzugswelse eln Al-
kalimetall, am besten Natrium, ist.

Die Rutindeca{H~)sulfatsalze kdnnen im wesentlichen frei von

‘den entsprechenden Nonasalzen mit Hilfe eineg Verfahrens herge-
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gtellt werden, das folgende Schritte umfaBt:

£1) Umsetéung von Rutin oder einem Rutinpoly(H-)sulfat, das
ein bis neun Sulfate aufwelst, in einem geeigneten LSsungs-
mittel mit einem Tridthylemin-Schwefeltrioxid-Komplex bei
50 bis 90 °C;

(2) Isolierung des resultisrenden Trifthaylaminsulfatsalzes
von Aceton, das Amin enth&lt und unter Raumtemperatur gekiinlt
wird; und

(3) Behandlu:

3
azeutisch snnehmberen Sslzkstion in

ot (It}

nen Cua_

In diesem Verfahren ist die Verwendung eines Trifthylamin-

Schwefeltrioxid-Komplexes als Sulfatisrungsmittel fiir dis Ge-
winnung des beabsichtigten reinen Deca-Salzes kritisch. 3igher
konnte noch nicht ermittelt werden, warum das der Fall ist,
aber in der Praxis wurde festgestellt, daB die Verwend: ung ei-
nes Trimethylamin-Schwefeltrioxid~Komplsxes nach der Beschrei-
bung im Hauptpatent 14754, supra, immer ein Gemiach der Hexa-
bis Decasalze ergibt, Als Losungsmittel fiir die Sulf atlierungs~
reaktion kenn veispielsweise Dimeth hylformemid verwendet wer-
den, abver in Verbindung mit einem anderen Merkmal des erfin-
dungsgeméBen Verfehrens wurde gefunden, daB I y2N-Dimethylaceta~
mid ein etwas reineres Produkt erzeugt, und dabe& wird es als
das bevorzugte Lisungmittel eingesetzt,

Bin weiterer kritischer Schritt in dem neuartigen Verfahren
fiir die Herstellung von im wesentlichen reinen Rutindeca(H-) -
sulfatsalzen igt der Isoliervorgang. So wurde ermittelt, daB
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dag Tridthylaminsulfatsalz aus Aceton isoliert werden solite,
das bestimmte Mengen eines Amins, vorzugsweise eines tertidren
Amins snthilt, and zwar soviel, dal das Medium auf einem ba-
gigchen pH-Wert, vorzugswelise auf einem pH-Wert von etwa 8

bis 9 gehalten wird, obwohl auch ein hiherer pH-Wert akzep-
tiert werden kann., Dieses Amin ist vorzugsweise Tri&thylamin.
Diese Isolierung sollte bel niedrigen Temperaturen, am besten
bel gtwa O OC, erfolgen. Auch hierbel 1st wieder nichi ve-
kannt, warum diese Igolierungsverfahren kritisch sein sollten,
aber aus der Erfahrung hat sich ergeven, daB sie fiir das erfin- -
dungsgemdBe Verfghren erforderlich sind. '

Die erfindungsgeméfBen neuartigen Rutinnona-(H-)sulfatsalze

s
kdnnan durch die folgende Formel (III) dargestellt werden:

(IT1)
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In Formel (III) wurde jedes X bereits erliutert.

Die Rutinnona-(3-)sulfatsalze der Formel (ITII) kinnen im me-
sentlichen frei von den entsprechendenRutindeca(H-)sulfatsal-
zen mit Hilfe eines Verfahrens, das im wesentlichen die fol~-
genden Schritte umfaBt, hergestellt werden:

(1) Uméetzung von Rutin oder einem Rutinpoly(H-)sulfat, das

ein bis acht Sulfate aufweist, mit einem Triéthylamin—Schwefel—
urlOde Komplex in einem geelgneten Losungsmittel bel 50 bis

90 °c;

(2) Isolierung des resultlerenden Triithylaminsulfat

l.;]
( D
w
o
1)

Aceton Dbel Umgedbungstemperatursn; und

(3) Behendlung dss isolierten Salzes von Schritt (2) mit ei-

-

nem pharmazeutisch annehmbaren Salzkstion in wdBriger LSsung.

Dieses Verfahren fiir die Herstellung der im wesentlichen rei-
nen Nonasalze unterscheidet sich von dem oben fiir die Hergtel-
lung von im wesentlichen reinsn Decagalzen beschriebensn Verfeh-

ren hauptséchlich durch die angewandten Isolierungsvorginge.

SJo erfordert der Sulfatisrungsschritt (1) such wieder die Ver-
wendung des Tri&thylamin-Schwefeltrioxid-Komplexes als Sul-
fatierungsmittel, und auch NsN-Dimsthylacetamid ist wieder

dag bevorzugte Losungsmittelmediuom filir die Reaktion., Fir den
Isolierungsvorgang wird ebenfalls Acton eingesetzt, aber im Ge-
gensatz zu dem Verfahren fiir die Herstellung der Decaselze
gollie das Acgton kein zugesetztes Amin enthalten. AuBerdem ist
es wichtig, die Isolierung mdglichst bei Umgsbungstemperaturen
(etwa 20 bis 30 OC, am besten 25 °C) auszufiinren.
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Tn beiden erfindungsgemiBen Verfahren wird das aus der Aceton-
15gung isolierte Trifthylaminsulfatsalz anschlieBend mit einenm
pharmazeutisch annehmbaren Salzkation, das aus der Alkalime-
talle, Brdalkalimetalle und Schwermetalle umfassenden Gruppe
ansgewdhlt wurde, behandelt, um das entsprechende Rutinsulfat-
gelz zu gewinnen, Flir diese Reaktion wird die Verwendung von
Alkalimetallacetaten bevorzugt; besonders bevorzugt wird Natri-
umacetat.

Beispiele fiir die Herstellung der neuartigen erfindungsgemélen
Rutinpoly(H-)sulfatsalze werden anschlieBend zur Erl8uterung
gebracht. '

Beigpiel 1
Rutindeca(H~sulfat)-Natriumsalz
0H '

E b T A
0 tjwsoj/nﬁd ,
2) NaOAc/H,0/Et0H :
. 0 Q CH2
0
0X
X0 -
CoranO4g 4 v X = 50,0Na
M., Gew. 510,53 CorlorC4e5107890

M. Gew. 1630,93



-s- 235150 §

Trigthylaminschuwefeltrioxid (70,2 g, 0,388 Mol) wird in ¥,N-
Dimethylacetamid (245 ml) geldast und Drierite (49 g) wird zu-
gesetzt. Das Gemisch wird 20 Minuten lang auf 63 big 65 °C er—
hitzt, Unter Schwenken wird dem Gemisch Rutin (5,95 g, 9,75 mhicl)
zugesetzt, und das Erwdrmen anf 63 bisg 65.°C wird 3 Suanden

lang fortgesetzt., Das Reaktionsgemisch wird danach vasch ge-
kiihlt and in Aceton (2,5 1), das Tridthylamin (15 ml) enthdlt,
fil%riert. Dag abgetrennte 01 wird {ber Nachtbei etwa 0 %¢

Zum Absetzeh stehen gelassen. Die cbenstehsnde Fllissigkeit wird
abgegossen und das 01 mehrmals mit Aceton zur Entfernung von
Ubergchiisgigenm &rlathylamlnschwe eltrioxid gewaschen,

Das Olige Proiikt wird durch dis Zugabe von Yatri
(30 %ige, 40 ml) und destilliertem Wssser (50 m

[

)
oel Raumtemperatur 20 ¥inutan lang gtzhen
and enschlieBend filtriert. Des Filtrat wird unter kriftigem
Riihren allmihlich in £Zthanol (2,3 1) gegeben, Das Rilhren wird
etwa 40 Minuten lang fortgesetzs. Das granulare Produkt wird
filtriert, wiederholt mit Athanol and danach mit ither gewa~
schen und denech unter Vakuum bei Reumtemperatur 18 Stunden
lang getrocknet. 14,5 g (91 %) grduliches Palver werden Zewon-—
nen. |

Berechnet fiir 027H20046Na10810 (1630,93)

19,88, H = 1,24, S
18,98, H = 2,05, §

Q
{

1]

19,66, Na = 14,10
18,25, Na = 14,52

«Q

gefunden
KF = 2,58 %

fl,
1}

Durch Hochdruck-ﬁlﬁssiﬂkeitschvomatosraphle—Analyse wurde er-
mittelt, daB das Produkt 95 % # 1 % Rutindeca(H-)sulfat-Ngtri-

umsalz und nur 5 % + 1 % Rutinmona(H~-)sulfat-Natriumsalz ent-
h&lt, |
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Beigpiel 2
Rutinnona(E-sulfat)-Natriumsalz
CH

1) Et NoSO3/DMA'

3
2) NaOAc/HEO/EtOH

X0

HO CH OHE OH

6730016 | | X = S0,0%a
M. Gew. 610,53 CorHoq043950eg
M. Gew. 1528,61

Tridthylaminschwefeltrioxid (70,2 g, 0,388 Mol) wird in N,N-
Dimethylacetamid (245 ml) geldst und Drierite (49 g) wird zu-
gesetzt. Das Gemisch wird 20 Minuten lang auf 63 bis 65 °c ge-
halten., UnterSchwenken wird Rutin (5,95 g, 9,75 mMol) zu dem
Gemisch gegeben und das Erwdrmen wird 3 Stunden lang bei 63
bis 65 °C fortgesetzt., Das Resktionsgemisch wird danach rasch
abgekiihlt und in Aceton (2,5 1) filtriert. Das sbgetrennte

01 wird iiber Naéht bel Raumtemperatur zum Absetzen stehen ge-

lassen., Die obenstehende Flilssigkelt wird abgegossen uand das
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0l mehrmals mit Aceton zur Entfernung von {berschiissigem Tri-
dthyleminschwefeltrioxid gewaschen.

Dag Slige Produkt wird durch die Zugabe von NatriumscetatlSsung
(30 %ige, 40 ml) und destilliertem Wasser (50 ml) geldst. Die
Ligsung 1&88% man bel Reumtemperatur 20 Minuten lang stehen, an-
schlieflend wird sie filtriert. Das Filtrat wird unter krifti-
gem Rilhren allm&nlich in ithanol (2,3 1) gegeben. Das Rilhren
wird etwes 40 Minuten lang fortgeseizt. Das grannlare Produkt
wird filtrier?t, wiederholt mit Athanol und anschlieBend mit
Ather gewaschen und danach unter Vakuum bei Raumtemperatur 18
Stunden lang getrocknet. 12,8 g (86 %) gelbes Pulver wurden

‘Berechnet fir CZ H21043Na9$9 (1528,61).

= 21,21, H =
19,87, H

(WS}

8, S

1, § = 17,33, ¥a

i
—
o

- .
Q0
~3
]
0
i

13,58
13,78

Q2 Q
i
1]
r -
o
i

5 1 m A
gefunden

KF = 3937 %0

3

Nach der Hochdruck-Fliissigkeitschromatogrsphie-inalyse ent-
hZlt das Produkt 95 + 1 % Rutinmnona(H-)sulfat-Natriumsalz und
nur 5 % + 1 % Rutindeca(H~)sulfat-Natriumsalz. ’

Die erfindungsgemiBen neunsrtigen Verbindungen zeigen eine er-
gtaunlich hohe Komplement-Inhibitions-Aktivitdt, wie durch
den Test Code 026 (C 1 Inhibitor) nachgewissen wurde, bei dem
die Fdhigkelt von aktiviertem Komplement-Protein C1 gemessen
wird, Human-Komplement-Protein 02 in flissiger Phase in Gegen-
wart von Komplement-Protein C4 bel entsprechenden Verdiinnungen
der Testverbindung zerstdren zu kdnnen. Ein aktiver Inhibitor
gchiitzt C2 gegeniiber C1 und C4. Die Ergebnisse dieses Tests |
mit den erfindungsgeméBen Verbindungen gind zusammen mit den
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Ergebnissen des gleichen Tests mlt einem Gemisch von nach Bel-
splel 2 des Hauptpatentes 14744, supra, hergestelltem Rutin-
nona(H-)sulfat-Natriumsalz und Rutindeca(H-)sulfat-Natriumsalz
unten aufgefiinrt: V

Verbindung In vitro Aktivi-

tdt
Tegst Code 026_

s " .y -
Ratinpoly(H-)sulfat-Natriumsalsz

(Analyse S = 15,3 %) +7
Rutindeca(H-)sulfat-Natriumsalz +11
Rutinnona(B-=)sulfat-Natriumsalz ' +10

+Verg1eichstest mit dem Gemiach

Bei diesem Test wird die Aktivitidt in Reagensglischen mit Hil-
fe einer Serien-Verdinnungsbestimmung gemessen. Je hdner die
e

nsglasnummer, um so gtérker ist die AktivitHt. Die Serien-
verdinnungen erfolghen zweifach, so daB das erfindungsgemiles
Rutindeca(H-)sulfat-Natriumsalz in dem oben erlduterien

eine um das 16-fache stidrkere Aktivitidt als das Gemisch von
dexa- bis Decasalzen aufwies, die nach Beispiel 2 des Haupi-
patentes 14744 hergestellt worden waren, widhrend die Aktivi-
8t des erfindungsgeméBen Rutinnona(H-)sulfatsalzeszs das 8~fache
des genannten Gemischs betrédgt. Diese Ergebnisse sind sehr liber-
raschend and wichtig und koanten keinesfalls aus der Beschrei-
bung des Hauptpatentes vorausgesagt werden.

Die Verabreichungsmethoden der erfindungsgeméfen Verbindun-—
gen und dle Zubereitung passender Dosierungen und Formulis-
rungen vwerden in dem Hauptpatent 1475 erliutert.

Eg ist selbstveretdndlich, daB die erfindungsgemifBen Rutin-
sulfatsalze in verschiedenen Graden mit Wasser und Athanol
gulfatisiert werden, |
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1. Verfahren zur Herstellung von Vertindungen der Formel:

Erfindungsansoruch:

gekennzeichnat dadurch,

(a) Umsetzung von Rutin oder einem Rutinpoly(H-)sulfat mit einem
Tridthylamin-Se Wefeltrioxid—Komplex in einem geelgneten Losungs-
mittel bei 50 bis 80 O,

(b) Isolierung desg resultierenden Triéthylaminsulfatsalzes von
elnem geelgneten Losungsmittel bes einer geeligneten Temperatur;
und

(e) Behandlung des.isolierten Salzes mit eipem geeigneten Kation
in wiBriger L&sung.

2. Verfahren nach Punkt 1, gekennzeichnet dadurch, daB, wenp

in dem Endprodukt -S0,4 ist, dag Rutinpoly(H-)sulfat in Schritt
(2) 1 bis 9 Sulfate 8ulwelst; und in Schritt (b) das Tri&thylamin-
sulfatsalz aug Amin enthaltendem Aceton bei 0 bis 15 %C isoliert
wird,
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3. Verfahren nach Punki 2, gekennzeichnet dadurch, daB das Amir
Schritt (b) vorzugsweise Trifthylamin ist und die Temperatur ir

Schritt (b) vorzugsweise stwa O °C betrigh,

4, Verfahren nach Punkt 1, gekennzeichnet dadurch, del, wenn X'
in dem Endprodukt Wasserstoff ist, das Ruiinpoly(H-)sulfat in
Schritt (a) 1 bis 8 Sulfate aufweist; und in Schritt (b) das
Tridthyleminsulfatsalz bel Umgebungstemperatur von Aceton iso-
liert wird.

5. Verfahren nach Punkt 2 oder 4, gekennzelchnet dadurch, daf
das Losungsmittel in Schritt (a) vorzugswelse N,N;Dimethylacet-
amid ist und das pharmazeutisch'annehmbare Salzkation von Schxi

(c) vorzugsweise Natrium ist.
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