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(57) Anotace:
Glykosidy silybininu obecného vzorce I, kde R znamena
molekulu hexézy, vazanou B-glykosidickou vazbou, a obecnd
konfigurace na atomech uhliku Cyq 2 Cyo znamens, e se jedna
o sm¢s diastereomert tak, jako je tomu u pfirodniho
silybininu. Pfipravi se tak, Ze se neché reagovat silybinin s
peracetylovanou hex6zou v pfitomnosti Lewisovych kyselin a
vznikly peracetylovany glykosid silybininu se potom

deacetyluje.
21
14 .0 CH;R
73 X -
HO w_0_ M w8l 2 1 0—CH,

: Py Yo @ ®

7 $ 3 23 25

N OH OH

OH O

CZ 287657 B6



10

15

20

25

30

35

40

45

CZ 287657 B6

Glykosidy silybininu a zpisob jejich vyroby

Oblast techniky

Vynélez se tyka glykosidu silybininu obecného vzorce I,
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kde R znamena molekulu hexézy, vazanou B-glykosidickou vazbou, a obecna konfigurace na
atomech uhliku Cys a C;y znamens, e se jedna o smé&s diastereomeri, tak jako je tomu u pfirod-
niho silybininu, zpasobu jejich vyroby a pouziti jako aktivnich komponent hepatoprotektivnich
pfipravku.

Dosavadni stav techniky

Latky obecného vzorce I jsou nové a nebyly dosud nikde popsany. Jsou odvozeny od pfirodniho
flavonolignanu silybininu, ktery je smési dvou diastereoizomeri — silybininu A a silybininu B,
jejichz absolutni konfigurace na uhlicich Cs a Cjo neni znama, relativni konfigurace na téchto
atomech uhliku je vzdy trans.

Silybinin je hlavni obsahova latka ostropestice marianského (Silybum marianum. Spolu se svymi
izomery suméarniho vzorce CysH2Oyo silidianinem, silychristinem a izosilybininem je soucasti
komplexu silymarinu, ktery se pouziva k 1é¢bé jaterniho poSkozeni a jako hepatoprotektivum
(napt. Legalon, Flavobion aj.). Chemie, farmakologie, jakoZ i terapeutické vyuziti silymarinu
ajeho komponent je dikladné popsano v literatufe (Morazzoni P., Bombardeli E.: Silybum
marianum (Carduus marianus). Fitoterapia, 1995, 3-42) a odkazech v této praci uvedenych.

Utinnost silymarinu je omezena jeho nizkou biologickou dostupnosti, ktera souvisi s nizkou
rozpustnosti silymarinu ve vodg. Nizka biologicka dostupnost silymarinu je jesté niZ8i prechodem

‘od smé&sného silymarinu k chemickému individuu, napfiklad silybininu, ktery je jeho hlavni

soudasti. Pritom piechod od standardizovaného extraktu k chemickému individuu je Zadouci
a odpovidd soucasnému trendu ve farmakoterapii. Tento problém se snaZi vyfesit pracovnici
firmy Madaus AG, Koln, SRN, pfipravou bishemisukcinétu silybininu (DE 34 42 639), ktery
viak neni pfili§ stabilni a proto se vyuZiva pouze pro ptipravu injekei v lyofilizované form&. Jiny
pokud jak obejit nizkou biologickou dostupnost silybininu je pfipravou komplexu s fosfatidyl-
cholinem (Malandrino S., Pifferi G.: IdB 1016. Drugs of the Future, 15, 226 (1990), ktery pod
nazvem Silipide (EP 209 038) je v souasné dobé klinicky zkousen. DalSi patent (EP 422 497)
zlepuje biologickou dostupnost silybininu pfipravou komplexu s cyklodextriny.

Podstata vynalezu

Predmétem vynélezu jsou glykosidy silybininu obecného vzorce I, jakoz i zplsob jejich ptipravy
a vyuZziti.
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Zpiisob podle vynalezu fesi nizkou biologickou dostupnost silybininu pfipravou jeho glykosidi
obecného vzorce I. Vzhledem k tomu, Ze pirodni silybinin je smési diastereoizomernich latek —
silybininu A a silybininu B, jsou i latky podle vynilezu smési diastereoizomeri. Konkrétng byly
pfipraveny silybinin 21-B-glykopyranosid, ktery je smési silybininu A-21-B-D-glukopyrano-
sidu a silybininu B-21-B-D—glukopyranosidu, a silybininu 21-B-D-galaktopyranosid, ktery je
smési silybininu A—21-B-D-galaktopyranosidu a silybininu B-21-B~D-galaktopyranosidu,
JejichZ absolutni konfigurace na atomech uhliku 18 a 19 viak neni znama.

Ob¢ pfipravené latky maji podstatng vy3si rozpustnost ve vodé oproti silybininu:

silybinin 430 mg/I,
B-D-galaktropyranosi silybininu 1700 mg/l,
B-D-glukopyranosid silybininu 13 000 mg/1.

Glykosidy silybininu podle vynalezu lze ve vysokém vytéZzku pfipravit reakci silybininu s 1,1 az
1,5 ekvivalenty peracetylované hexézy za katalyzy Lewisovymi kyselinami.

Jako rozpoustédlo je moZno pouzit stfedné polarni nebo poldrni aprotick4 rozpoustédla, jako
dichlormethan, dimethylformamid, dimethylsufoxid, acetonitril, nitromethan, tetrahydrofuran
nebo jejich smési. Po ukon&eni reakce, ktera se provadi s vyhodou pfi teplotach 20 aZ +60 °C se
vznikly peracetylovy derivat deacetyluje s vyhodou sm&si triethylamin-methanol-voda a je
mozné ho pretistit s vyhodou sloupcovou chromatografii na silikagelu.

Nove pfipravené glykosidy podle vynilezu maji lepsi hepatoprotektivni uéinek nezli vychozi
silybinin pfi stejné nebo niZsi toxicité. Priklad Gginki je uveden v tabulce.

Tabulka

Protektivni Geinky silybinin glukosidu, silybinin galaktosidu a silybininu proti intoxikaci

izolovanych potkanich hepatocytii chloridem uhli¢itym (CCls) a terc.~butylhydroperoxidem (-
BH), urlené na zakladg aktivity laktatdehydrogendzy (LDH).

LDH (nkat/10° bunék)
CCl, Rel. zvyseni -BH Rel. zvyseni
G&inku [%] ¢inku [%)]
Kontrola 38,8+3,2 - 352£1,6 -
Toxin 1455 + 4,4 - 132,4+49 -
Silybinin 131,7+4,5° 100 117,9 +5,1 100
Silybin B-glukosid 116,5 +5,6° 113 108,2 +4,1° 109
Silybin B-galaktosid | 112,4 +7,2° 117 105,3 +6,2° 112

Koncentrace toxini — CCly 10 mmol/l, t-BH 0,8 mmol/i
’p < 0,05, °p < 0,01; hodnoty jsou primérem z péti méfeni + st. odchylka,
nkat — znamena jednotku katalytické aktivity (nanokataly).

Zvyleny Wlinek lze pripsat bud’ lepsi biologické dostupnosti nebo vy$i vazebné afinité
k receptorovym glykoproteinim hepatocytii. Pripravené glykosidy jsou vyuZitelné jako aktivni
komponenty v hepatoprotektivnich pfipravcich s indikaci pro 1étbu alkoholické cirhézy,
chronické hepatitidy, dietnich steat6z jater a dalsich.
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Priklady provedeni vynalezu

Priklad

1 ekvivalent silybininu a 1,3 ekvivalent peracetylovaného cukru (D—glukdza, D—galaktdza) se
prelije nejmén& 10 nasobnym vahovym mno¥stvim toluenu a tento se destiluje, aZ neodchazi
zakaleny destilat. Zbytek toluenu se odpafi na rotaténi odparce. Tato operace je klicova pro
odstranéni vlhkosti, vazané (pravdépodobné krystalov&) v silybininu. Pak se pfida smés dichlor-
methanu a acetonitrilu s vyhodou v poméru 1:1 a zahfeje se pod zpét. chladi¢em, az se vse
rozpusti. Smés se ochladi na teplotu cca 20 °C a pfidaji se za michani 3 ekvivalenty BF;.etheratu.
Po 15 az 20 min, kdy reakce prob&hne tém&F kvantitativng, se zastavi vlitim do ledové vody,
vytiepe se 3x chloroformem nebo dichlormethanem a spojené organické faze se dale vytfepou
nasycenym roztokem hydrouhli¢itanu sodného, vodou a vysudi svyhodou, napf. siranem
sodnym, a organicka rozpoustédla se odpafi.

Reakéni smé&s (peracetylované glykosidy silymarinu) se deacetyluji s vyhodou smési
triethylamin : voda : methanol = 1 : 1 : 8, (24 hod., 24 °C). Deacetylatni smés se po probéhié
reakci beze zbytku odpaii a vysledné glykosidy je mozno jesté dale pregistit chromatografii. Dle
HPLC se vytézky monoglykosidu pohybuji mezi 85 az 95 % na vneseny silybin a nevznikaji

wv ¥

témér zadné vedlejsi produkty.

Struktura pfipravenych glykosidd silybininu byla potvrzena pomoci nuklearni magnetické
rezonance ('H a ®C NMR) a déle pomoci hmotové spektrometrie (FAB MS, EI MS). Fyzikalni
hodnoty pripraveného glykosidu uvadéji tabulky 1 aZ 3.

Tato metoda je rychla, bezpetna, poskytuje Cisté produkty v dobrém vytézku a pouZziva levné

reaktanty. Je vhodna i pro primyslovou vyrobu.

Primyslové vyuzitelnost

Glykosidy silybinu podle vynlezu se uplatni ve farmacii zejména jako hepatoprotektiva, pfi
1éZeni poskozent jater riizné etiologie, intoxikaci pramyslovymi jedy, otravami mykotoxinu a pfi
1é&b& popalenin.

Tabulka 1 'H NMR Data (399,95 MHz, 25 °C, CD;0D), chemické posuny [ppm], multiplicita,
coupling konstanty [Hz] (kurzivou)

Atom Silybin—3-glukosid Silybin—p-galaktosid
2 4,996 d 4,994 d
11,5 11,4

3 4,525d 4,482d
11,5 11,4

6 5,908 d 5,819d
2,1 2,1

8 5,941d 5,848d
2,1 2,1

10 4,290 ddd 4225m
7.8;4,7; 2,6

11 5,066 d 5,156d
7.8 8,0
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Atom Silybin—3-glukosid Silybin—p-galaktosid

13 7,120 d 7,141d
2,0 2,0

15 7,060 dd 7,060 dd
83,20 83,20

16 6,991 d 6,958 d
83 83

18 7,071d 7,117d
2,0 2,0

21 6,848 d 6,856 d
81 82

22 6,968 dd 6,994 dd
81; 2,0 82;20

23u 3,908 dd 3,897dd
11,7, 4,7 ndf

23d 3,506 dd 3,716 dd
11,7, 2,6 nd.

19-OMe 3,889 s 3,889s

Tabulka 2 'H NMR (viz tabulka 1) Chemické posuny [ppm], coupling konstanty [Hz] (kurzivou)
cukernych zbytku glykosidi silybinu

latka H-1’ H-2' H-3' H-4' H-5' H-6'u H-6'd

Silybin—B-glukosid |4,311d [3,245dd |3,300dd {3,362 dd [3,260m [3,662dd |3,858dd |
7.7 91;77 191,86 |86,85 11,9; 5,6 |11,9; 2,3

Silybin—B—galaktosid |4,144 d |3,613 dd 3,477 dd 3,838dd [3,415dt [3,719d |3,719d
7,7 98:77 19833 |33,10 (10,65 |65 6,5

Tabulka 3 *C NMR data (CD;0D): chemické posuny [ppm]

Atom Silybin—p—glukosid Silybin—3—galaktosid
2 84,91 84,85
3 73,96 73,86
4 198,47 197,27
4a 102,04 101,05
5 164,66 164,56
6 97,77 97,86
7 169,31 165,65
8 96,72 97,86
8a 165,61 165,60
10 79,15 79,22
11 78,28 77,50
12a 145,33 145,40
13 117,99 117,82
14 131,99 132,07
15 122,39 122,53
16 118,14 117,05
16a 145,43 145,61
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Tabulka 3 - pokradovani

Atom Silybin—-B-glukosid Silybin—p-galaktosid
23 69,49 69,58
17 129,63 129,81
18 112,64 112,84
19 149,38 149,40
20 148,56 148,51
21 116,50 116,62
22 122,11 121,91
19-OMe 56,85 57,00
Iy 104,95 105,83
2 75,52 72,85
3’ 77,70 75,22
4’ 71,95 70,57
5 78,31 76,91
6’ 63,06 62,67

PATENTOVE NAROKY

1. Glykosidy silybininu obecného vzorce I

o,

OH O

kde R znamena molekulu hexézy, vézanou B—glykosidickou vazbou.

2. Glykosid silybininu obecného vzorce I podle naroku 1, kterym je silybinin 21-B-D-
glukopyranosid.

3. Glykosid silybininu obecného vzorce I podle naroku 1, kterym je silybinin 21-B-D—
galaktopyranosid.

4.  Glykosidy silybininu podle narokd 1 az 3 k pouziti jako hepatoprotektivni pfipravky.
5. Zpusob ptipravy glykosidi silybininu obecného vzorce I podle naroku 1, v yznadujici

se tim, Ze se nechd reagovat silybinin s peracetylovanou hexézou v pfitomnosti Lewisovych
kyselin a vznikly peracetylovany glykosid silybininu se potom deacetyluje.

Konec dokumentu
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