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(57) Sammendrag:
Et fast dispersionspraparat omfattende FR-900506-stof og en vand-

opleselig polymer fremstilles ved, at i) FR-900506-stoffet opleses 1
et organisk oplesningsmiddel, ii) en vandopleselig polymer sattes til
den resulterende oplesning, iii) additiver suspenderes om nedvendigt
i den resulterende suspension eller oplesning, og iv) det organiske

oplesningsmiddel fjernes derfra.
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Den foreliggende opfindelse angdr et fast dispersionsprzaeparat, der omfatter
17-allyl-1,14-dihydroxy-12-[2-(4-hydroxy-3-methoxycyclohexyi)-1-methyl-
vinyl]-23,25-dimethoxy-13,19,21,27-tetramethyl-11,28-dioxa-4-azatricyclo-
[22.3.1.0"'9]octacos-18-en-2,3,10,16-tetraon (i det folgende betegnet
FR-900506-stof).

Mere specifikt angar den foreliggende opfindelse et fast dispersionspraeparat, der
omfatter FR-900506-stoffet og en vandoplgselig cellulosepolymer.

Det i den foreliggende opfindelse anvendte FR-900506-stof er hidtil ukendt og har
felgende kemiske formel: ’

HO

OCH3‘OCB3

FR-900506-stoffet blev isoleret i ren form fra kulturvaesker, der blev fremstillet
ved fermentering af en FR-900506-producerende stamme tithgrende slaegten
Streptomyces, blandt hvilke Streptomyces tsukubaensis nr. 9993 for nylig er
blevet isoleret fra en jordpreve indsamlet ved Toyosato-cho, Tsukuba-gun, Ibaraki
Prefecture, Japan. En lyofiliseret prove af den nyligt isolerede Streptomyces
tsukubaensis nr. 9993 er deponeret hos Fermentation Research Institute, Agency
of Industrial Science and Technology (No. 1-3, Higashi 1-chome, Yatabemachi,
Tsukuba-gun, Ibaraki Prefecture, Japan) under deponeringsnummeret FERM -
P-7886 (deponeringsdato S. oktober 1984), hvorefter den den 19. oktober 1985
blev konverteret til deponering ifglge Budapest-traktaten i samme
deponeringsinstitution under det nye deponeringsnummer FERM BP-927.

FR-900506-stoffet har farmakologisk virkning sasom immunosuppressiv virkning
og antimikrobiel virkning, hvilket er beskrevet i EP 184162 (publikationsdato 11.
juni 1986), og er saledes nyttigt til behandling og forebyggelse af afstpdelse ved
transplantation, graft-versus-host-sygdomme ved knoglemarvstransplantation,
autoimmune sygdomme, infektionssygdomme og lignende.

N&r det administreres oralt, er graden af absorption af FR-900506-stoffet i blodet
imidlertid utilstraekkelig pa grund af dets uopleselighed i vand, og
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FR-900506-stoffet har ulemper pd grund af dets darlige biotilgaengelighed ved
oral administration.

Som et resultat af omfattende undersegelser under udviklingen af den
foreliggende opfindelse har naervaerende opfindere fundet, at denne ulempe kan
afhjaelpes ved at dispergere FR-900506-stoffet i en vandopleselig cellulosepolymer
til fremstilling af et fast dispersionspraeparat ifelge opfindelsen.

Ved hjzelp af det faste dispersionspraeparat ifgige den foreliggende opfindelse er
der blevet opnaet solubilisering af FR-900506-stoffet, hvorved
biotilgaengeligheden af FR-900506-stoffet i menneskekroppen kan forbedres
dramatisk.

Ifslge den foreliggende opfindelse bliver FR-900506-stoffet endvidere stabilt og
kan afgives over et laengere tidsrum, hvorfor dette stof kan vaere farmakologisk
aktivt i lang tid i kroppen, hvorved dets toxicitet kan reduceres.

Det faste dispersionspraeparat ifglge den foreliggende opfindelse beskrives
nermere i det folgende.

Det faste dispersionspraeparat af FR-900506-stoffet kan ifglge opfindelsen
fremstilles ved en konventionel fremgangsmade, fx ved at

1) FR-900506-stoffet oplgses i et organisk oplgsningsmiddel,

2) den vandoplgselig cellulosepolymer szttes til den resulterende oplgsning,

3) additiverne s3som excipiens, spraengmiddel og lignede suspenderes om
ngdvendigt i den resulterende suspension eller oplgsning, og

4) det organiske oplgsningsmiddel fjernes derefter fra den resulterende homo-
gene suspension pakonventionel made.

Hvis der gnskes et mere homogent fast dispersionspraeparat, fremstilles den
homogene suspension ifglge 2) ovenfor og underkastes derefter fglgende
fremgangsmadetrin ifglge opfindelsen:

5) den i ovenstdende fremgangsmadetrin 2) fremstillede suspension oplgses i
det organisk oplgsningsmiddel,

6) additiverne sd3som excipiens, spraengmiddel og lignende suspenderes om
npdvendigt i den resuiterende homogene oplasning, og

7) det organiske oplgsningsmiddel fjernes pa konventionel made.

De organiske oplesningsmidler, der skal anvendes i fremgangsmadetrin 1), er ikke
restriktive, og der kan anvendes et hvilket som helst oplgsningsmiddel, der er i
stand til at oplgse FR-900506-stoffet, sdsom en alkohol (fx methanol, ethanol,
propanol, isopropylatkohol, etc.), ethylacetat, diethylether og lignende, idet det
foretrukne oplgsningsmiddel er lavere alkanol.

De vandoplgselige celulosepolymerer, der skal anvendes i fremgangsmadetrin 2),
kan vaere en vandoplgselig cellulosepolymer, som er i stand til at dispergere
FR-900506-stoffet, sdsom hydroxypropylmethylcellulose. Hydroxypropyl-
methylcellulosen kan anvendes med varierende viskositet.
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Mangden af den vandopleselige cellulosepolymer er ikke restriktiv og er en
hvilken som helst maengde, ved hjzelp af hvilken FR-900506-stoffet kan
dispergeres, og et hensigtsmaessigt kvantitativt veegtforhold mellem den
vandopleselige cellulosepolymer og FR-900506-stoffet kan vaere fra 0,1:1 til 20:1,
fortrinsvis fra 0,3:1 til 10:1, fx fra 0,5:1 til 5:1 og iseer 1:1.

De additiver, der eventuelt skal anvendes i fremgangsmadetrin 3) og 6), kan
veere konventionelle additiver, der anvendes ved farmaceutisk formulering, sdsom
excipienser (fx lactose, saccharose, stivelse, mannitol, etc.), spraengmidler (fx
natriumcroscarmellose, calciumcarboxymethyicelluiose, lavsubstitueret
hydroxypropylcellulose, natriumstivelsesglycolat, mikrokrystallinsk cellulose, etc.)
og lignende, og disse excipienser og spreengmidler kan anvendes samtidigt eller
vafhaengigt af hinanden.

Mzengden af additiver er ikke restriktiv, og et hensigtsmaessigt kvantitativt
vagtforhold mellem excipiens eller spraengmiddel og FR-900506-stoffet kan, hvis
det anvendes, veere fra 0,1:1 tit 20:1, fortrinsvis fra 0,5:1 til 5:1, iseer fra 1:1 til
3:1.

De organiske oplesningsmidler, der skal anvendes i fremgangsmadetrin 5), er ikke
restriktive, og der kan anvendes et hvilket som helst oplgsningsmiddel, der er i
stand til at opl@se suspensionen fra foregaende fremgangsmadetrin 2), sdsom
chloroform, dichlormethan og lignende.

Det ved ovenstdende fremgangsmader fremstillede faste dispersionspraeparat
ifalge den foreliggende opfindelse kan anvendes i sig selv som et farmaceutisk
praeparat til oral administration og kan ogsa pa konventionel made omdannes til
forskellige doseringsformer sdsom pulvere, fine granuler, granuler, tabletter,
kapsler, injektioner og lignende. Om gnsket kan konventionelle farvestoffer,
sgdemidler, smagsstoffer, fortyndingsmidler, glittemidler og lignende (fx saccha-
rose, lactose, stivelse, krystallinsk cellulose, syntetisk aluminiumsilicat,
magnesiumstearat, talkum, etc.) veere inkorporeret i det faste
dispersionspraeparat.

Det faste dispersionspraeparat af FR-900506-stoffet og de forskellige praeparater
deraf, der er fremstillet ved eventuel omdannelse af det faste dispersionspraeparat
til forskellige doseringsformer som nzevnt ovenfor, har markant forbedret oplase-
lighed og absorberbarhed i blod i sammenligning med krystaller af
FR-900506-stoffet i sig selv.

Til belysning af anvendeligheden af det faste dispersionspraeparat ifelge den
foreliggende opfindelse angives testresultater i det felgende.

I. Oplgsningstest

Testprover

A) Fast dispersionspreeparat af FR-900506-stoffet fremstillet ifglge eksempel
2.
B) Fast dispersionspraeparat af FR-900506-stoffet fremstillet ifalge eksempel
4,
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O) Krystaller af FR-900506-stoffet i sig selv fremstillet ifelge sammenligning-
seksemplet.

Testmetode

Testene blev udfgrt i overensstemmelse med skovimetoden beskrevet i metode 2
ifelge opl@sningstesten i The Pharmacopoeia of Japan (10. udgave) under anvend-
else af vand som testoplasning og en oplgsningshastighed pd 100 omdr./minut,
efter at de specificerede minutter fra begyndelsen af hver oplgsningstest var malt.
Testresultater

Oplesningsgraden af det faste dispersionspreeparat af FR-900506-stoffet er vist i
nedenstdende tabel.

Oplgsningsgrad (%)

Testprover 15min. 30 min. 60 min. 90 min.
A 54,5 74,6 88,2 93,0
B 74,0 91,8 100 100
C 0 0 5,0 10,8

I1. Biotilgaengelighedstest

Testprgve

Fast dispersionspraeparat af FR-900506-stoffet fremstillet ifglge eksempel 2.

Testmetode

Ovennavnte preve, som indeholder 10 mg/kg af FR-900506-stoffet, blev
administreret oralt i et krydsforseg til flere hunde, som ikke havde faet noget
foder natten over. Plasmakoncentrationen af FR-900506-stoffet blev bestemt ved
hgjtryksvaeskechromatografi 1, 2, 4 og 6 timer efter administration.

Testresuitater

Plasmakoncentrationerne af FR-900506-stoffet pa hvert tidspunkt er vist i
nedenstdende tabel.

Tid (timer) Plasmakoncentration (ug/mil)
1 0,44
2 0,69
4 0,53
6 0,45

Det fremgar tydeligt af de to ovenstdende testresultater, at det faste
dispersionspraeparat ifgplge den foreliggende opfindelse har en god
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oplesningshastighed og et godt oplesningsmenster og desuden god bio-
tilgaengelighed.

Opfindelsen belyses naermere under henvisning til nedenstdende eksempler.

SAMMENLIGNINGSEKSEMPEL

Isolering af Streptomyces ;sukubaénsis nr. 9993

Streptomyces tsukubaensis_nr. 9993 blev isoleret under anvendelse af
fortyndingspladeteknikker som beskrevet i det fglgende.

Ca. 1 gram jord, som blev opsamlet ved Toyosato-cho, Tsukuba-gun, Ibaraki
Prefecture, Japan, blev sat til et sterilt reagensglas, og volumenet blev bragt op
pa 5 ml med sterilt vand. Blandingen blev derefter blandet i 10 sekunder med en
"tube buzzer" og lodes henstd i 10 minutter. Supernatanten blev sekventielt
fortyndet 100 gange med steriit vand. Den fortyndede oplgsning (0,1 ml) blev
spredt ud pa Czapek-agar beriget med thiamin-hydrochlorid (30 g saccharose, 3 g
natriumnitrat, 1 g dikaliumphosphat, 0,5 g magnesiumsulfat, 0,5 g kaliumchlorid,
0,01 g ferrosulfat, 0,1 g thiamin-hydrochlorid, 20 g agar, 1000 ml ledningsvand,
pH 7,2) i en Petri-skal. De voksende kolonier, der havde udviklet sig pa pladerne
efter 21 dages inkubation ved 30°C, blev overfert til skrdagar
[geer/maltekstrakt-agar (ISP-medium 2)] og dyrket i 10 dage ved 30°C. Blandt de
isolerede kolonier kunne man finde Streptomyces tsukubaensis nr. 9993.

Fermentering

100 ml af et forkulturmedium indeholdende 1% glycerol, 1% majsstivelse, 0,5%
glucose, 1% bomuldsfremel, 0,5% majsstgbevand, 0,5% tergzer og 0,2%
calciumcarbonat ved pH 6,5 blev heeldt i en 500 ml Erlenmeyer-kolbe og
steriliseret ved 120°C i 30 minutter. Et podegjefuld skrdagar-kultur af
Streptomyces tsukubaensis nr. 9993 blev inokuleret til mediet og dyrket ved 30°C
i 4 dage. Den resulterende kultur blev overfgrt til 20 | af det samme forkultur-
medium i en 30 liters krukke-fermenteringsbeholder, som pa forhand var blevet
steriliseret ved 120°C i 30 minutter. Efter at kulturen var blevet inkuberet ved
30°Ci 2 dage, blev 16 | af forkulturen inokuleret i 1600 | af et fermenterings-
medium indeholdende 4,5% oplgselig stivelse, 1% majsstgbevand, 1% tergeer,
0,1% calciumcarbonat og 0,1% Adekanol (antiskummiddel, varemzaerke,
fremstillet af Asahi Denka Co.) ved pH 6,8 i en 2 tons tank, som pa forhand var
blevet steriliseret ved 120°C i 30 minutter, og den blev dyrket ved 30°C i 4 dage.

Isolering og oprensning

Den saledes vundne kulturvaeske blev filtreret ved hjeelp af 25 kg diatoméjord.
Myceliekagen blev ekstraheret med 500 | acetone, hvilket gav 500 | ekstrakt.
Acetone-ekstrakten fra mycelium og filtratet (1350 |) blev kombineret og ledt
gennem en sgjle af 100 | ikke-ionisk adsorptionsharpiks "Diaion HP-20"
(varemeaerke, fremstillet af Mitsubishi Chemical Industries Ltd.). Efter vask med
300 I vand og 300 | 50% vandig acetone blev der udfert eluering med 75% vandig
acetone. Eluatet blev inddampet under reduceret tryk, hvitket gav 300 | restvand.
Denne remanens blev ekstraheret med 20 | ethylacetat tre gange. Ethylacetateks-
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trakten blev koncentreret under reduceret tryk til en olieagtig remanens. Den
olieagtige remanens blev blandet med to gange sin veegt af sur silicagel (speciel
silicagel, kvalitet 12, fremstillet af Fuji Devison Co.), og denne blanding blev
opsleemmet i ethylacetat. Efter afdampning af oplgsningsmidlet blev det
resulterende torre pulver underkastet sgjlechromatografi pa 8 | af den samme
sure silicagel, som var pakket i n-hexan. Sgjlen blev elueret med 30 | n-hexan, 30
I af en 4:1 v/v blanding af n-hexan og ethylacetat og 30 | ethylacetat. De
fraktioner, der indeholdt den gnskede forbindelse, blev opsamlet og koncentreret
under reduceret tryk til en olieagtig remanens. Den olieagtige remanens blev
blandet med to gange sin vaegt af sur silicagel, og denne blanding blev opsizem-
met i ethylacetat. Efter afdampning af oplgsningsmidlet blev det resulterende
terre pulver pa ny chromatograferet pa 3,5 | sur silicagel pakket i n-hexan. Sgjlen
blev elueret med 10 | n-hexan, 10 | af en 4:1 v/v blanding af n-hexan og
ethylacetat og 10 | ethylacetat. De fraktioner, der indeholdt den pnskede
forbindelse, blev opsamlet og koncentreret under reduceret tryk, hvilket gav en
gullig olie. Den olieagtige remanens blev oplast i 300 mi af en 1:1 v/v blanding af
n-hexan og ethylacetat og underkastet sgjlechromatografi pa 2 | silicagel
(fremstillet af Merck Co., Ltd., 0,037-0,063 mm) pakket i samme
oplgsningsmiddelsystem. Eluering blev udfert med en blanding af n-hexan og
ethylacetat (1:1 v/v, 101, og 1:2 v/v, 6 |) og 6 | ethylacetat.

De fraktioner, der indeholdt den farste pnskede forbindelse, blev opsamlet og
koncentreret under reduceret tryk, hvilket gav FR-900506-stoffet i form af 34 g af
et hvidt pulver. Dette hvide pulver blev oplgst i acetonitril og koncentreret under
reduceret tryk. Dette koncentrat blev holdt ved 5°C natten over, og man fik 22,7
g prismer. Omkrystallisation af samme oplgsningsmiddel gav 13,6 g oprenset
FR-900506-stof i form af farvelgse prismer.

IR-Spektrum (CHCl3): vmax = 3680, 3580, 3520, 2930, 2870, 2830, 1745, 1720,
1700, 1645, 1450, 1380, 1350, 1330, 1310, 1285, 1170, 1135, 1090, 1050,
1030, 1000, 990, 960 (skulder) og 918 cm™.

EKSEMPEL 1
FR-900506-stof 1g
Hydroxypropylmethylceliulose 2910 (TC-5R) 1 g
Lactose 3g
ialt 5g

1 g FR-900506-stof blev oplgst i 10 ml ethanol, og der blev tilsat 1 g
hydroxypropylmethyicellulose 2910 (varemarke: TC-5R, fremstillet af Shin-Etsu
Chemical Co., Ltd.) til fremstilling af en suspension. Til denne suspension sattes 5
ml dichlormethan til fremstilling af en homogen oplgsning. 3 g lactose blev
homogent suspenderet i denne oplgsning, hvorefter det organiske
oplgsningsmiddel blev fjernet ved afdampning. Restproduktet blev tgrret under
reduceret tryk i 10 timer i en vakuumtarrer, formalet i 2 minutter i en kaffemglle
og derefter ledt gennem en sigte (ca. 0,5 mm), hvilket gav 5 g af ovenstdende
faste dispersionspraeparat af FR-900506-stoffet.
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EKSEMPEL 2
FR-900506-stof : 1g
Hydroxypropylmethylcellulose 2910 (TC-5R) 1g
Lactose : 2g
Natriumcroscarmellose (Ac-Di-Sol) 1g
ialt 5g

1 g FR-900506-stof blev oplgst i 10 ml ethanol, og der blev tilsat 1 g
hydroxypropylmethylcellulose 2910 (TC-5R) til fremstilling af en suspension. Til
denne suspension sattes 5 ml dichlormethan til fremstilling af en homogen
oplgsning. 2 g lactose og natriumcroscarmellose (varemaerke: Ac-Di-Sol,
fremstillet af Asahi Chemical Industry Co., Ltd.) blev homogent suspenderet i
denne oplgsning, hvorefter det organiske oplasningsmiddel blev fjernet ved
afdampning. Restproduktet blev tgrret under reduceret tryk i 10 timer i en
vakuumtgrrer, formalet i 2 minutter i en kaffemglie og derefter ledt gennem en
sigte (ca. 0,5 mm), hvilket gav S g af ovenstaende faste dispersionspraparat af
FR-900506-stoffet.

EKSEMPEL 3
FR-900506-stof 1g
Hydroxypropylmethylcellulose 2910 (TC-5R) 19
Lactose 1g
Natriumcroscarmellose (Ac-Di-Sol) 29
ialt Sg

5 g af ovenstdende faste dispersionspraeparat af FR-900506-stoffet blev opnaet pa
i det vaesentlige samme made som beskrevet i eksempel 2.

EKSEMPEL 4
FR-900506-stof 1g
Hydroxypropylmethylcellulose 2910 (TC-5R) 1 g
Natriumcroscarmellose (Ac-Di-Sol) 3g
ialt Sg

1 g FR-900506-stof blev oplgst i 10 ml ethanol, og der blev tilsat 1 g
hydroxypropylmethylcellulose 2910 (TC-5R) til fremstilling af en suspension. Til
denne suspension sattes S ml dichlormethan til fremstilling af en homogen
oplgsning. 3 g natriumcroscarmellose (Ac-Di-Sol) blev homogent suspenderet i
denne oplgsning, hvorefter det organiske oplgsningsmiddel blev fjernet ved
afdampning. Restproduktet blev tarret under reduceret tryk i 10 timer i en
vakuumterrer, formalet i 2 minutter i en kaffemglle og derefter ledt gennem en
sigte (ca. 0,5 mm), hvilket gav 5 g af et fast dispersionspraeparat af
FR-900506-stoffet.
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EKSEMPEL 5

FR-900506-stof
Hydroxypropylmethylicellulose 2910 (TC-5R)

Faste dispersionskompositioner omfattende forskellige mangder af ovenst3ende
to bestanddele blev vundet ved falgende fremgangsma&de:

Fremgangsmade

1 g FR-900506-stof blev oplgst i 10 ml ethanol, og der blev tilsat henholdsvis 0,5
g, 1 g, 3 g og 5 g hydroxypropylmethyicellulose 2910 (TC-5R) til fremstilling af en
suspension. Til denne suspension sattes 5 ml dichlormethan til fremstilling af en
homogen oplgsning. Det organiske oplasningsmiddel blev fjernet fra oplgsningen
ved afdampning, og remanensen blev tgrret under reduceret tryk i 10 timer i en
vakuumterrer, formalet i 2 minutter i en kaffemglle og derefter ledt gennem en
sigte (ca. 0,5 mm), hvilket gav ovenstdende faste dispersionspraeparat i folgende
forhold:

Veegtforholdet mellem FR-900506-stof og hydroxypropylmethylcellulose er 1:0,5,
1:1,1:3 0g 1:5.

EKSEMPEL 6
FR-900506-stof 1g
Hydroxypropylmethylcellulose 2910 (TC-5R) 1 g
talt 2g

1 g FR-900506-stof blev oplast i 10 ml ethanol, og der blev tilsat 1 g
hydroxypropylmethylcellulose 2910 (TC-5R) til fremstilling af en suspension. Det
organiske oplgsningsmiddel blev fjernet fra suspensionen ved afdampning, og
remanensen blev tgrret under reduceret tryk i 10 timer i en vakuumtgrrer,
formalet i 2 minutter i en kaffemglle og derefter ledt gennem en sigte (ca. 0,5
mm), hvilket gav 2 g af ovenstdende faste dispersionspraeparat af
FR-900506-stoffet.
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PATENTKRAV

1. Fast dispersionsprzeparat,
kendetegnet ved, at det omfatter FR-900506-stof

5
HO
CH.O
10 3
o}
15 CH,-CH=CH,
3
20 cH
OCH, OCH,
25

og en vandoplgselig cellulosepolymer,

2. Fast dispersionspraeparat ifglge krav 1,
30 kendetegnet ved, at den vandoplgselige cellulosepolymer er hydroxy-
propyimethylcellulose.

3. Fast dispersionspreeparat ifglge krav 2,
kendetegnet ved, at FR-900506-stoffet og hydroxypropylmethyicellulosen
35 forefindes i et vaegtforhold p3 1:0,5 til 1:5.

4. Fast dispersionspraeparat ifgige krav 3,
kendetegnet ved, at FR 900506- stoffet og hydroxypropylmethylcellulosen
forefindes i et vaegtforhold pa 1:1.

40 .
5. Fremgangsmade til fremstilling af et fast dispersionspraeparat omfattende
FR-900506-stof og en vandoplgselig cellulosepolymer,
kendetegnet ved, at

45 i) FR-900506-stoffet oplgses i et organisk oplgsningsmiddel, ii) en vandoplgselig
cellulosepolymer szettes til den resulterende oplgsning, iii) additiver suspenderes
om npdvendigt i den resulterende suspension eller oplgsning, og iv) det organiske
oplasningsmiddel fjernes derfra.

50 6. Fremgangsmade til fremstilling af et fast dispersionspraeparat omfattende
FR-900506-stof og en vandopigselig cellulosepolymer,
kendetegnet ved, at
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i) FR-900506-stoffet opl@ses i et organisk oplgsningsmiddel, ii) en vandopleselig
cellulosepolymer suspenderes i den resulterende oplgsning, iii) den resulterende
suspension oplgses i et organisk oplgsningsmiddel, iv) additiver suspenderes om
nodvendigt i den resulterende homogene oplgsning, og v) det organiske
oplgsningsmiddel fjernes derfra.
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