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Metoda syntézy sulforafanu

Oblast techniky

Predkladany vynalez se tyka metody syntézy sulforafanu. Pfedkladany vynalez se

tykd metody syntézy stabilizovanych komplext sulforafan-cyklodextrin.

Dosavadni stav techniky

Podle amerického Narodniho institutu pro 1é€bu rakoviny (National Cancer Institute)
je sulforafan povazovan za jeden z 40 nejslibnéjSich protinadorovych pfipravku
(Kelloff G.J, Crowell J.A, Steele V.E, Lubet R.A, Malone W.A, Boone C.W,
Kopelovich L, Hawk E.T, Lieberman R, Lawrence J.A, Ali |, Viner J.L, Sigman C.C, J.
Nutr, 2000,130, 467). Je také znamo, Ze se vyznacuji antimikrobialnimi vlastnostmi.
Sulforafan tedy pfitahuje zajem jako potencialni latka pro IéCbu a/nebo prevenci
rakoviny a mikrobialnich infekci.

Sulforafan se vyskytuje v hlavkové zeleniné jako je zeli, brokolice, vyhonky brokolice,
ruzickova kapusta, kvétak, vyhonky kvétaku, ¢inské zeli, kapusta, zelné listy, rukola,
kedlubna, hofc€ice, tufin, Cervené fedkvicky a fefidnice. V rostliné je pfitomna vazana
forma jako glukorafanin, glukosinolat. V pfirodé se sulforafan Casto vytvari z
glukorafaninu po poSkozeni rostlinnych bunék enzymatickou reakci.

V oboru jsou znamé ruzné syntetické metody vyroby sulforafanu. Sulforafan byl
syntetizovan jiz v roce 1948 Schmidem a Karrerem (Schmid H. And Karrer, P.;
Helvetica Chimica Acta. 1948; 31; 6: 1497-1505). Schmidova syntéza vede k
racemické smési.

Ruzné alternativni  syntetické postupy popsal napfiklad Vermeulen se
spolupracovniky (Vermeulen M, Zwanenburg B, Chittenden G.J.F, Verhagen H, Eur.
J. Med. Chem, 2003, 38(78), 729-737), Conaway se spolupracovniky (Conaway
C.C, Wang C.X, Pittman B, Yang Y.M, Schwartz J.E, Tian D, Mcintee E.J, Hecht S.S,
Chung F.L, Cancer Research, 2005, 65(18), 8548-8557), Kuhnert se spolupracovniky
(Kuhnert N and Lu Y, Journal of Labelled Compounds & Radiopharmaceuticals 2004,
47(8), 501-507), Rajski se spolupracovniky (Mays J. R and Rajski, S. R.
ChemBioChem, 2008, 9(5), 729-747 aW02008/008954), Christopher se
spolupracovniky (Christopher A. D'Souza, Shantu Amin, Dhimant Desai, Journal of



Labelled Compounds & Radiopharmaceuticals, 2003, 46(9), 851-859), Takayuki se
spolupracovniky (Joon-Kwan M, Jun-Ran K, Young-Joon A and Takayuki S, Journal
of Agricultural and Food Chemistry 2010, 58 (11), 6672-6677) a Rabhi se
spolupracovniky (WO 2008015315 a US 0135618 A1), Cao se spolupracovniky
(Tong Jian Ding, Ling Zhou, Xiao Ping Cao, Chinese Chemical Letters, 2006, 17(9),
1152-1154) a Chen se spolupracovniky (Xin Chen, Zhengyi Li, Xiaogiang Sun,
Hongzhao Ma, Xiaoxin Chen, Jie Ren, Kun Hu, Synthesis, 2011, 24, 3991-
3996 a CN 102249968).

Ackoli byl sulforafan syntetizovan riznymi metodami, vétSina vykazovanych metod s
sebou nese nékolik nevyhod; jako jsou napfiklad nizké vytézky, pouzivani
nebezpeénych a potencialné Skodlivych Cinidel (jako je thiofosgen, coZ je vysoce
toxicka a tékava kapalina s nepfijemnym a drazdivym zapachem), pouzivani
rozpoustédel tfidy | nebo IlI, narotné zpracovani/Cisténi a nezadouci vedlejsi
produkty (jako je neoddélitelny disulfonovy/sulfonylovy derivat sulforafanu). Tyto
procesy proto nejsou vhodné pro ucinnou syntézu sulforafanu ve velkém méritku.
Proto existuje potifeba alternativniho procesu syntézy sulforafanu, ktery by feSil jeden
nebo vice z vySe uvedenych nedostatki dosavadniho stavu techniky. Zejména je
zapotiebi synteticky proces, ktery Ize realizovat ve velkém méfitku. Takovy proces

idealné bude:

(i) u€inny, tj. poskytovat komercné pfimérené vytézky sulforafanu s dobrou
Cistotou za pouziti malého poctu syntetickych stuprid;

(i) nakladové efektivni, tj. za pouZiti levnych reakCnich sloZzek a reaké&nich
podminek;

(iii) ekologicky pfijatelny a bezpe&ny pfi provadéni, to znamena, Ze nepouziva

pfilis toxicka Cinidla nebo rozpoustédla.

DalSim a vyznamnym problémem spojenym se sulforafanem je jeho vlastni
nestabilita. Sulforafan existuje ve formé& nestabilniho oleje, ktery za normalnich
podminek rychle degraduje. Diky tomu je sulforafan vyjime€né obtizné vyrabét a
distribuovat.

Proto existuje také potfeba procesu syntézy sulforafanu, ktery je snadno pfistupny
naslednym krokim zpracovani, aby se ziskala stabilngj$i forma vyrobeného

sulforafanu.



Jeden zvlasté ucinny zpusob stabilizace sulforafanu zahrnuje tvorbu komplexu
sulforafan-cyklodextrin. V tomto ohledu popisuje US 7,879,822B2 pfipravu komplexu
sulforafan-cyklodextrin, které maji dobrou stabilitu.

Dalsim cilem predkladaného vynalezu je proto poskytnout jednoduchy proces, ktery
umoznuje, aby byl syntetizovany sulforafan snadno stabilizovan tvorbou komplexu

sulforafan-cyklodextrin.

Podstata vynalezu

Podle prvniho aspektu pfedkladaného vynalezu se poskytuje proces pfipravy
komplexu sulforafanu a cyklodextrinu nebo komplexu sulforafanu a derivatu

hydroxyalkylcyklodextrinu, pfiCemz tento proces zahrnuje:

(i) reakci ve vodném rozpous$tédle slouceniny vzorce A:

P VN N

A

s oxida¢nim cCinidlem a za pfitomnosti katalyzatoru za vzniku sulforafanu; a

(i) smichani sulforafanu z kroku (i) s cyklodextrinem nebo derivatem
hydroxyalkylcyklodextrinu ve vodném rozpoustédle za vzniku srazeniny
komplexu sulforafan-cyklodextrin nebo komplexu sulforafan-

hydroxyalkylcyklodextrin;

pficemz vodnym rozpoustédlem je voda a katalyzator je vybran z cyklodextrinu,
derivatu hydroxyalkylcyklodextrinu, valchafské hlinky a organickych nebo
anorganickych kyselin a pficemz oxidacnim cCinidlem je peroxid vodiku nebo ve vodé
rozpustna nebo misitelna organicka peroxidova kyselina nebo jejich smés.

Podle prvniho aspektu je popsana metoda syntézy sulforafanu, pfi¢emz tato metoda

zahrnuje:

reakci ve vodném rozpoustédle slouceniny vzorce A:
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A
s oxidacnim cCinidlem a za pfitomnosti katalyzatoru.

Proces podle predkladaného vynalezu ma fadu vyhod oproti béznym metodam
vyroby sulforafanu podle dosavadniho stavu techniky. Za prvé, tento proces je ucinny
a poskytuje vysoké vytéZzky poZzadovaného vysledného sulforafanového produktu bez
vyznamné produkce sulfonylového derivatu (Erysolin) jako vedlejSiho produktu. Za
druhé, reakce muze probihat za mirnych, vodnych podminek. Pouziti vodného
rozpoustédla, jako je voda, je obzvlasté vyhodné, protoze se tak vyluCuje pouZiti
drahych a/nebo potencialné nebezpeénych rozpoustédel. RovnéZz umoznuje pouZiti
mené nebezpecnych oxidacnich Cinidel, jako je peroxid vodiku. Kromé toho pouZziti
vodného rozpoustédla Cini reakci idealni pro rychlou a ucinnou tvorbu in situ
stabilizovanych  komplexd  sulforafan-cyklodextrin ~ (jednoduchym  smisenim
vysledného sulforafanového produktu s vodnym roztokem cyklodextrinu za vzniku
komplexu).

Proces podle predkladaného vynalezu je také vhodny pro vyrobu sulforafanu ve
velkém méfitku.

V dalSim aspektu je popsan sulforafan tvofeny, ziskatelny, ziskany nebo pfimo
ziskany procesem definovanym v tomto textu.

V jesté dalSim aspektu je popsan komplex sulforafan-cyklodextrin vytvofeny,
ziskatelny, ziskany nebo pfimo ziskany procesem definovanym v tomto textu.

V dal8im aspektu je popsan komplex sulforafan-cyklodextrin, jak je zde definovan,
pro pouziti pfi [é€eni a/nebo prevenci mikrobialnich infekci a/nebo rakoviny.

V dalS§im aspektu je popsana farmaceuticka kompozice obsahujici komplex
sulforafan-cyklodextrin, jak je zde definovan, a jednu nebo vice dalSich

farmaceutickych pomocnych latek.
Podrobny popis vynalezu

Definice



Pokud neni uvedeno jinak, nasledujici terminy pouzivané ve specifikaci a narocich
maji nasledujici vyznamy uvedené nize.

»lerapeuticky ucinné mnozstvi“ znamena mnozstvi slouceniny, které, je-li podavano
néjakému subjektu pro IéCbu onemocnéni nebo zdravotniho stavu, je dostate¢né k
uskutecCnéni takové IéCby onemocnéni nebo zdravotniho stavu. Toto ,terapeuticky
ucinné mnozstvi“ se bude liSit v zavislosti na dané slouceniné (napf. ve formé soli),
onemocnéni nebo zdravotnim stavu a jeho zavaznosti, a rovnéz na véku, hmotnosti
atd. subjektu, ktery ma byt IéCen.

Termin ,jednotlivec” se zde pouziva k oznaceni teplokrevného savce. Slou€enina
podle predkladaného vynalezu mulze byt proto pouzivana v humannich a/nebo
veterinarnich aplikacich. V konkrétnim provedeni je subjektem Clovék.

Vyraz ,Erysolin® se zde pouziva k oznaceni slou€eniny, ktera strukturu znazornénou

nize:
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Erysolin

Proces vyroby sulforafanu

Je tfeba si uvédomit, ze v popisu zde popsanych syntetickych metod mohou byt
navrzeny vSechny navrhované reakEéni podminky, vcCetné volby vodného
rozpoustédla, reakéni atmosféry, reakéni teploty, trvani experimentu a jakychkoli
pouzitych postupl zpracovani vybrané osobou se znalosti techniky. Odbornikovi v
oboru organické syntézy je rovnéz ziejmé, ze funk&ni skupiny nachazejici se na
riznych Castech molekuly musi byt kompatibilni s pouzitymi Cinidly a reakénimi
podminkami.

Jak je uvedeno vyse, predkladany vynalez poskytuje metodu syntézy sulforafanu,

tato metoda zahrnuje:

reakci ve vodném rozpoustédle slou¢eniny vzorce A:
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A
s oxidacnim Cinidlem a za pfitomnosti katalyzatoru.

Vysledna sulforafanova slou¢enina ma strukturu znazornénou nize:

n—2~0O

pd \/\/\NCS

Sulforafan maze byt shromazdovan a vhodné skladovan pro nasledné pouziti, nebo
vyhodnéji mlze byt smichan pfimo nebo in situ v pfitomnosti cyklodextrinu za vzniku
stabilizovaného komplexu sulforafan-cyklodextrin, jak je zde dale definovano. Tim se
zabrani nutnosti narocného precistovani vysledného produktu sulforafanu.
Rozpoustédlem je voda.

Vyhodné je vodné rozpoustédlo odplynéno pfed reakci. Lze pouzit jakykoli vhodny
zpusob odplynéni vhodného rozpoustédla znamy v oboru. Rozpoustédlo mize byt
napfiklad odplynéno probublanim rozpoustédla inertnim plynem (jako je dusik nebo
argon), zahfivanim rozpoustédla pod zpétnym chladi€em nebo pouzitim vakuového
nebo ultrazvukového odplynéni.

Oxidacni €inidlo mize byt vybrano z peroxidu vodiku nebo ve vodé rozpustnych nebo
misitelnych organickych peroxidd, jako je kyselina meta-chlorperoxybenzoova
(mCPBA). V jednom provedeni je oxidaCnim €inidlem peroxid vodiku. Peroxid vodiku
je obzvlasté vhodny, protoze reaguje v metodologii pfedkladaného vynalezu za
vzniku sulforafanu a vody jako konecnych produktd (to znamena, Zze se nevytvari
Zadné nezadouci vedlejsi produkty).

Vhodné je oxidacni Cinidlo pfitomno v mnozstvi dostateCném k oxidaci vesSkeré
slou€eniny vzorce A na sulforafan. Typicky se bude pozadovat pfiblizné jeden
molarni ekvivalent (vztaZzeno na slou¢eninu vzorce A) oxidacniho Cinidla, ackoli je
mozné pouzit mirny pfebytek oxida¢niho €inidla, pokud jsou podminky kontrolovany
za ucCelem zabranéni nebo omezeni tvorby sulfonylového vedlejSiho produktu.
Napfiklad mohou byt v nékterych pfipadech pouzity 1 az 2 molarni ekvivalenty

oxidacniho Cinidla (vztazeno na sloucCeninu vzorce A), vyhodnéji 1 az 1,5 molarnich



ekvivalentu oxida¢niho Cinidla a jesté vyhodnéji 1 az 1,1 molarnich ekvivalentu
oxidacniho Cinidla.

Reakce probiha také v pfitomnosti vhodného katalyzatoru. Katalyzator musi byt
aktivni ve vodném prostfedi a mize byt homogenni nebo heterogenni. Vhodnymi
katalyzatory jsou kyselé katalyzatory, jako je cyklodextrin a/nebo valcharska hlinka a
organické nebo anorganické kyseliny, jako je napfiklad kyselina askorbova, kyselina
mravenci, kyselina octova a/nebo kyselina sirova.

V konkrétnim provedeni je katalyzatorem cyklodextrin. Jakykoliv vhodny cyklodextrin
mulze byt pouzit jako katalyzator. Napfiklad cyklodextrin mize byt vybran z jednoho
nebo vice z W6 (alfa) cyklodextrinu (kruhova molekula se Sesti cukry), W7 (beta)
cyklodextrinu (kruhova molekula se sedmi cukry) W8 (gamma) cyklodextrinu
(kruhova molekula s osmi cukry), jejich hydroxypropylovych derivatu (jako je
hydroxypropylcyklodextrin) a jejich smési. Jiné cyklodextriny znamé v oboru jsou také
povazovany za uziteéné v syntetické metodé.

V jednom provedeni vynalezu cyklodextrin pouzivany jako katalyzator je a-
cyklodextrin.

Mnozstvi pozZadovaného katalyzatoru se bude ménit v zavislosti na povaze
oxidaCniho Cinidla, katalyzatoru a pouzitych reakénich podminkach. Vyhodné jsou
pfitomny 0,0001 az 1,0 molarniho ekvivalentu katalyzatoru (vztaZzeno na slouceninu
vzorce A) a vyhodnégji 0,005 az 0,2 molarniho ekvivalentu katalyzatoru a jesté
vyhodnéji 0,005 az 0,05 molarniho ekvivalentu katalyzatoru.

V provedenich vynalezu, ve kterych je oxida¢nim Cinidlem peroxid vodiku, se peroxid
vodiku vhodné pfidava k reakéni smeési pomalu a teplota reakéni smési se udrzuje na
15 °C nebo méné nebo vyhodnéji na 10 °C nebo méné. Teplota se vhodné sleduje
pfi pfidavani peroxidu vodiku a rychlost pfidavani se upravi tak, aby teplota zustala v
pozadovanych mezich.

V jednom provedeni vynalezu je oxidaénim Cinidlem peroxid vodiku, rozpoustédlo je
voda a katalyzator je vybran z cyklodextrinu, valcharské hlinky a kyselin, jako je
kyselina askorbova, kyselina mravenci, kyselina octova a/nebo kyselina sirova. V
konkrétnim provedeni vynalezu je oxidacnim Cinidlem peroxid vodiku, rozpoustédlem
je voda a katalyzatorem je cyklodextrin, zejména a-cyklodextrin. V takovych
provedenich mohou byt slou€enina vzorce A a katalyzator rozpustény ve vodé a
ochlazeny na méné nez 15 °C nebo vyhodnéji na méné nez 10 °C (napfiklad mezi 1
a 2 °C) a vodny roztok peroxidu vodiku muze byt potom pfidan do chlazeného



roztoku Fizenym zpUsobem tak, aby teplota nepfekrocila 15 °C nebo vyhodnéji 10 °C.
Reakce mlze byt potom michana a necha se probihat po vhodnou dobu, napfiklad v
rozmezi od 1 do 48 hodin. Sulforafanovy produkt muze byt poté shromazdén nebo
pouzit v naslednych procesnich krocich.

Vychozi latka, tj. slouCenina vzorce A, muize byt ziskdna komeréné (muze byt
ziskana od ruznych dodavatell bud jako pfirodni nebo synteticky produkt) a/nebo
muaze byt pfipravena technikami znamymi v oboru. Napfiklad slou¢enina vzorce A

muZze byt pfipravena jako meziprodukt ze sloueniny vzorce B znazornéné nize

/S\/\/\NH2

B

postupy, které popsal Vermeulen se spolupracovniky (Eur. J. Med. Chem, 2003,
38(78), 729-737), D'Souza se spolupracovniky (Journal of Labelled Compounds &
Radiopharmaceuticals, 2003, 46(9), 851-859), Cao se spolupracovniky (Chinese
Chemical Letters, 2006, 17(9), 1152—-1154) and Chen se spolupracovniky (Synthesis,
2011, 24, 3991-3996 a CN 102249968).

V jednom provedeni pfedkladaného vynalezu se sloucenina vzorce A pfipravuje

reakci slouceniny vzorce B

/S\/\/\NH

B

2

se sulfidem uhli¢itym ve vhodném rozpoustédle (napfiklad THF) a v pfitomnosti
vhodné baze (jako je EtsN) a vhodného oxidac¢niho €inidla (jako je peroxid vodiku).

V jednom konkrétnim provedeni je rozpoustédlem THF, bazi je triethylamin a
oxidaénim cCinidlem je peroxid vodiku.

V dal8im provedeni se slou€enina vzorce B a baze (napfiklad triethylamin) rozpusti v
rozpoustédle (napf. THF) pfi nizké teploté (napfiklad pod 25 °C, vyhodné&ji pod 0 °C a
jesté vyhodnéji pod —10 °C). Do reakéni smési se potom pfida sulfid uhli¢ity. Vhodné
se teplota reguluje béhem pfidavani sulfidu uhli€itého (napfiklad se udrzuje pod 25
°C, nebo vyhodnéji pod 5 °C a jesté vyhodnéji pod 0 °C). Sulfid uhli€ity muze byt
pfidavan regulovanou rychlosti, aby se udrZovala teplota reakéni smési nizka (napf.



muze byt pfidavana po kapkach po dobu napfiklad 0,5 az 4 hodin). Reakéni smés se
potom mulze zahrat (napfiklad na teplotu mezi 5 a 25 °C a vyhodnéji na teplotu mezi
5 a 20 °C) a potom se pfida oxidac¢ni Cinidlo (napfiklad peroxid vodiku).

Vysledny surovy produkt slou¢eniny vzorce A maze byt shromazdén, promyt a Cistén
(napfiklad destilaci) za vzniku Cisté slouCeniny vzorce A za pouziti technik dobfe

znamych v oboru.
Proces vyroby komplexu sulforafan-cyklodextrin

Je zde také popsan proces pripravy komplexu sulforafanu a cyklodextrinu, tento

proces zahrnuje:

(i) reakci ve vodném rozpous$tédle slouceniny vzorce A:

NN TN

A

s oxida¢nim cCinidlem v pfitomnosti katalyzatoru za vzniku sulforafanu; a
(i) smichani vodného roztoku sulforafanu z kroku (i) s vodnym roztokem
cyklodextrinu ve vodném rozpoustédle za vzniku srazeniny komplexu

sulforafan-cyklodextrin.

Krok (i) reakce je proces syntézy sulforafanu definovany vySe. Zvlastni vyhodou
pouziti vodného rozpoustédla v kroku (i) je to, Ze po dokoncéeni reakce umoziuje
jednoduché pfidani vodného roztoku cyklodextrinu do reakéni smési za ucelem
vytvofeni stabilizovaného komplexu sulforafan-cyklodextrin. Proto tento proces
poskytuje jednoduchy, ucinny a rychly prostfedek, pomoci néhoz muaze byt sulforafan
stabilizovan.

Komplexy sulforafan-cyklodextrin jsou popsany v US 7,879,822B2.

Proces podle pfedkladaného vynalezu vhodné zahrnuje dalSi krok odbéru srazeniny
komplexu sulforafan-cyklodextrin a popfipadé promyti a susSeni srazeniny. Srazenina

muze byt odebirana technikami dobfe znamymi v oboru, jako je napfiklad filtrace.
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Vhodné reakéni podminky pro vytvareni komplexu sulforafan-cyklodextrin ve
vodnych roztocich jsou v oboru znamy z patentu US 7,879,822 B2.

V nékterych provedenich mize byt Cistota vysledného komplexu dale zvySena
rekrystalizaci.

Muze byt pouzit jakykoliv vhodny cyklodextrin pro vytvofeni komplexu se
sulforafanem. V provedenich, ve kterych je katalyzatorem v kroku (i) cyklodextrin,
pak cyklodextrin pouzity pro vytvofeni komplexu v kroku (ii) maze byt stejny nebo
odliSny od cyklodextrinu pouzitého jako katalyzator v kroku (i). Napfiklad cyklodextrin
pro pouziti v metodach podle predkladaného vynalezu muize byt vybran z jednoho
nebo vice z W6 (alfa) cyklodextrinu (kruhova molekula se Sesti cukry), W7 (beta)
cyklodextrinu (kruhova molekula se sedmi cukry) W8 (gamma) cyklodextrinu
(kruhova molekula s osmi cukry), jejich hydroxypropylovych derivatu (jako je
hydroxypropylcyklodextrin) a jejich smési. Jiné cyklodextriny znamé v oboru jsou
rovnéz povazovany za uzitecné v predkladanych procesech.

V jednom provedeni vynalezu cyklodextrin pouzity pro vytvoreni komplexu se
sulforafanem v kroku (ii) je a-cyklodextrin.

Pfed smisenim se sulforafanem ziskanym ve stupni (i) se cyklodextrin pouzity v
kroku (ii) pfedkladané metody muze rozpustit ve vodném rozpoustédle, jako je voda.
Roztoky/disperze cyklodextrinu v rozpoustédle mohou byt pfipraveny jakoukoli
metodou znamou v oboru. Napfiklad v nékterych provedenich mize byt cyklodextrin
zcela nebo CasteCné rozpustén ve vodném rozpoustédle tak, ze se cyklodextrin
umisti do rozpoustédla a smés se zahfiva. V dalSich provedenich mize byt sonikace
pouzita k uplnému nebo &astenému rozpusténi cyklodextrinu v rozpoustédle. V
dalSich provedenich muzZe byt pouzito vice metod rozpousténi, aby se dosahlo
pozadované urovné rozpousténi uzZivatelem, napfiklad pouZitim sonikace ve spojeni
s ohratim rozpoustédia.

KdyZz se sulfonat a cyklodextrin pfidavaji dohromady v kroku (ii) procesu a jsou
pfipraveny k michani, Ize pouzit jakoukoli metodu michani. Slozky mohou byt
napfiklad smichany pomoci zamichani, sonikace, michani nebo jinymi metodami
znamymi v oboru. V nékterych provedenich muze byt spoleCné pouzito vice nez
jedna metoda michani.

Doba michani se mize meénit v zavislosti na konkrétnich pouzitych metodach
michani. Napfiklad pokud se pouZije michani nebo sonikace, mohou byt sulforafan a
cyklodextrin michany po dobu asi 2 hodin az asi 48 hodin. V jinych provedenich
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muUze byt sulforafan a cyklodextrin michan michadlem nebo sonikaci po dobu asi 6
hodin az asi 15 hodin.

Jak bylo diskutovano vySe, pro smichani sulforafanu a cyklodextrinu lze pouzit vice
metod michani. Napfiklad v nékterych provedenich muize byt ultrazvuk pouzit v
souvislosti s michanim. V takovych provedenich muze byt sonikace pouzita po dobu
od asi 0,01 hodiny do asi 1,5 hodiny béhem michani s michadlem po dobu od asi 2
hodin do asi 48 hodin.

Pocate¢ni smichani sulforafanu a cyklodextrinu pfi okolni teploté, napfiklad mezi 15
°C a 25 °C. Avsak ve zvlastnim provedeni, po smichani sulforafanu a cyklodextrinu,
se smés ochladi, aby se vytvofena srazenina stabilizovala. Pouzity sulforafan a
cyklodextrin mohou diktovat trvani a zavaznost pozadovaného chlazeni. Napfiklad
muze byt smés ochlazena na teplotu v rozmezi od asi —10 °C do asi 20 °C, vyhodné&ji
mezi —8 °C az 10 °C, jesté vyhodnéji mezi -5 °C az 4 °C. Doba trvani chlazeni se
muUze ménit a mize byt napfiklad od pfiblizné 0,1 hodiny do pfiblizné 24 hodin.

V jednom konkrétnim provedeni se smés muize ochladit na teplotu od asi -5 °C do
asi 2 °C, pripadné na dobu od asi 0,5 hodiny do asi 4 hodin. Srazenina muze byt
potom filtrovana za ziskani komplexu sulforafan-cyklodextrin se zvySenou Cistotou.
Vyhodné je molarni pomér sulforafanu k cyklodextrinu ve vysledném komplexu v
rozmezi od 0,4:1 do 1:1; vyhodné od 0,8:1 do 1:1; a vyhodné&ji 0,9:1 az 1:1, 0,95:1 az
1:1 nebo 0,98:1 az 1:1.

V dalSich provedenich muize byt vysledny komplex rekrystalizovan za ziskani
komplexu s jesté vysSi Cistotou sulforafanu. V takovych provedenich lze pouzit
jakoukoli metodu rekrystalizace znamou v oboru. Napfiklad v nékterych provedenich
muze byt rekrystalizace provedena chlazenim vysledné smési rozpusténim vysledné
smési v druhém rozpoustédle chemickou reakci, zménou pH smési nebo odpafenim
rozpoustédla. UzZivatelské specifikace mohou diktovat konkrétni pouZité metody.

V nékterych provedenich mize metoda rekrystalizace zahrnovat rozpusténi vzniklych
pevnych ¢astic v rozpoustédle. Takové rozpousténi muze byt dokonceno jakoukoli
metodou znamou v oboru. Napfiklad v nékterych provedenich maze byt rozpusténi
dokon€eno pomoci sonikace. Sonikace muze byt aplikovana pfi zvySené teploté, tj.
od priblizné 50 °C do pfiblizné 100 °C, a mlze pokracovat, dokud nezlstanou zadné
pevné Castice. Navic mize byt pouzito jakékoliv rozpoustédlo znamé v oboru, véetné
téch, ktera jsou uvedena vyse, které mize byt uziteCné v souvislosti s rozpousténim

cyklodextrinu.
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Po podstatném dokonceni rozpusténi se smés muze udrzovat pfi pokojové teploté,
aby se zbytky pevnych latek vylouc€ily z roztoku. V zavislosti na pouzitych materialech
muUze byt doba, béhem niz je smés udrzovana pfi pokojové teploté, rizna. Pokud se
napfiklad pouzije sulforafan, vétSina pevnych latek se maze vyloucit z roztoku béhem
jedné hodiny udrzovani pfi pokojové teploté. V jinych provedenich muze trvat vice
nez nebo meéné nez hodinu, aby se z roztoku dostate¢né& uvolnili pevné latky
komplexu.

Jak bylo uvedeno vysSe, mohou byt pevné latky ochlazeny, aby se napomohlo tvorbé
a stabilizaci komplexu. Pouzity komplex muize urCovat pozadovanou intenzitu
chlazeni. Napfiklad v nékterych provedenich muze byt smés chlazena v chladicim
zafizeni, jako je napfiklad chladnicka, ktera je udrzovana pfi teploté od asi —10 °C do
asi 20 °C, popfipadé po dobu od asi 0,1 hodiny do pfiblizné 2 hodin. V jinych
provedenich mize byt smés chlazena v chladicim zafizeni, které se udrzuje pfi
teploté od asi 2 °C do asi 6 °C po dobu mezi pfiblizné 0,5 az 1 hodinou. Poté, co
komplex dostatecné zkrystalizuje, mize byt Zfiltrovan za vzniku komplexu sulforafan-

cyklodextrin s jesté vétsi Cistotou.

Farmaceutické kompozice a metody IéCby

V dalSim aspekiu je popsana metoda poskytovani protirakovinné a/nebo
antimikrobialni l1éCby subjektu, potfebuje takovou léCbu. Metoda zahrnuje podavani
subjektu, ktery tuto 1éCbu potfebuje, komplext sulforafan-cyklodextrin se zvySenou
Cistotou definovanych v tomto textu v terapeuticky u€¢inném mnozZzstvi.

Prvni slozkou metody zpracovani je komplex sulforafan-cyklodextrin pfipraveny podle
zde definovanych metod. Slozky, které jsou uziteCné v predkladaném vynalezu,
mohou mit jakoukoliv Cistotu nebo jakost, pokud je pfipravek kvality a stability vhodné
pro farmaceutické pouZziti a neovliviiuje fyziologickou aktivitu nebo bezpelnost
vysledného pfipravku.

Metoda muze dale zahrnovat podavani jinych farmaceuticky pfijatelnych slozek.
Pojem ,farmaceuticky pfijatelny“ se zde adjektivné pouziva tak, ze znamena, ze
modifikovana polozka je vhodna pro pouziti ve farmaceutickém produktu.

Kdyz se komplex sulforafan-cyklodextrin vytvofeny pfedkladanymi metodami dodava
spoleCné s farmaceuticky pfijatelnym nosiCem nebo farmaceuticky pfijatelnou
pomocnou latkou, pficemz tyto pojmy mohou byt v tomto textu pouzivany



13

zaménitelné, muze byt vytvofena farmaceuticka kompozice. Farmaceutické
kompozice mohou byt pfipraveny jakoukoliv z dobfe znamych technik farmacie,
napfiklad smichanim slozek.

Popisovana farmaceutickda kompozice je zaméfena na kompozici vhodnou pro
prevenci nebo |éCeni zde popsanych poruch.

Farmaceuticky pfijatelné nosiCe a pomocné latky jsou vybrany tak, ze vedlejSi u€inky
farmaceutické slou€eniny nebo sloucenin jsou minimalizovany a u€innost slouceniny
(slou€enin) neni rusena nebo inhibovana v takovém rozsahu, Zze by l|éCba byla
neucinna. Farmaceuticky pfijatelné nosiCe zahrnuji fyziologicky roztok, Ringeruv
roztok, fosfatovy roztok nebo pufr, pufrovany fyziologicky roztok a dalSi nosi¢e znamé
v oboru. Farmaceutické kompozice mohou také obsahovat stabilizatory, antioxidanty,
barviva a fedidla.

Nosi¢ by mél byt pfijatelny ve smyslu kompatibility s ostatnimi ingrediencemi
kompozice a nemél by byt Skodlivy pro pfijemce. Nosi¢ maze byt pevny nebo kapalny
nebo oboji a muze byt formulovan se slou€eninou (slou¢eninami) jako kompozice s
jednotkovou davkou, napfiklad tablety, ktera muze obsahovat od pfiblizné 0,01 % do
priblizné 95 % hmotnostnich ucinné slouceniny.

Farmaceuticky pfijatelny nosi¢ muze byt také vybran na zakladé pozadovaného
zpusobu podavani slou€eniny (slou€enin). Pozadovany zpUsob podavani maze byt
jeden nebo vice z podani oralniho, enteralniho, parenteralniho, injekéniho, bukalniho
a topického. Napfiklad v jednom provedeni je nosi¢ vhodny pro oralni podavani. V
nékterych aspektech kompozice obsahuje nosi¢ nebo dalsi €inidlo, které je vhodné
pro podporu podavani slouceniny (slou¢enin) do gastrointestinalniho nebo
intestinalniho traktu.

Zejména popsané farmaceutické kompozice nebo kompozice, do kterych jsou
zahrnuty, se mohou podavat oralné, napfiklad jako tablety, potahované tablety,
drazé, pastilky, vodné nebo olejové suspenze, dispergovatelné prasky nebo granule,
emulze, mékkych tobolek nebo sirupy nebo elixiry. Prostfedky urCené pro oralni
pouziti mohou byt pfipraveny jakoukoliv metodou znamou v oboru pro vyrobu
farmaceutickych kompozic a takové prostfedky mohou obsahovat jedno nebo vice
¢inidel vybranych ze skupiny sestavajici ze sladidel, aromatizacnich €inidel, barviv a
konzervacnich Cinidel, aby poskytovaly farmaceuticky pfijatelné a chutné pfipravky.
Tablety mohou obsahovat uCinnou latku ve smési s netoxickymi farmaceuticky

prijatelnymi pomocnymi latkami, které jsou vhodné pro vyrobu tablet. Tyto pomocné
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latky mohou byt napfiklad inertni fedidla, jako je uhliCitan vapenaty, uhliCitan sodny,
laktéza, fosforeCnan vapenaty nebo fosforeCnan sodny; granulacni a dezintegracni
¢inidla, napriklad kukuficny Skrob nebo kyselina alginova; vazebna Cinidla, napfiklad
Skrob, Zelatina nebo akacie, a lubrikacni Cinidla, napfiklad stearat hofeCnaty, kyselina
stearova nebo mastek. Tablety mohou byt nepotahované nebo mohou byt
potahované znamymi technikami pro zpozdéni rozpadu a adsorpce Vv
gastrointestinalnim traktu a tim k zajisténi trvalého uc€inku po delSi dobu. Napfiklad
muUze byt pouzita latka poskytujici Casové zpozdéni jako je jako glycerylmonostearat
nebo glyceryldistearat.

Formulace pro oralni podavani mohou byt také prezentovany jako tvrdé Zelatinové
kapsle, pficemz jsou uc€inné latky smichany s inertnim pevnym fedidlem, jako je
napfiklad uhli¢itan vapenaty, fosfore€Cnan vapenaty nebo kaolin, nebo jako mékké
Zelatinové kapsle, ve kterych jsou ucinné slozky pfitomny nebo smichany s vodou
nebo olejovym médiem, jako je napfiklad araSidovy olej, kapalny parafin, nékteré z
riznych bylinnych extraktd, mléko nebo olivovy ole;.

Mohou se pfipravit vodné suspenze, které obsahuji aktivni latky ve smési s
pomocnymi latkami vhodnymi pro vyrobu vodnych suspenzi. Takové pomocné latky
zahrnuji suspenduijici Cinidla, jako je napfiklad sodna sll karboxymethylcelulézy,
methylceluléza, hydroxypropylmethylcelul6za, alginat sodny, tragakant
polyvinylpyrrolidonova pryskyfice a arabska guma; dispergacni nebo smaceci Cinidla
mohou byt pfirozené se vyskytujici fosfatidy, jako je napfiklad lecitin nebo
kondenzacni produkty alkylenoxidu s mastnymi kyselinami, jako je napfiklad
polyoxyethylen stearat nebo kondenzaéni produkty ethylenoxidu s alifatickymi
alkoholy s dlouhym fetézcem, napfiklad heptadekaethylenoxycetanol nebo
kondenzacni produkty ethylenoxidu s parcialnimi estery odvozenymi od mastnych
kyselin a hexitolu, jako je napfiklad polyoxyethylensorbitolmonooleat nebo
kondenzacni produkty ethylenoxidu s parcialnimi estery odvozenymi od mastnych
kyselin a anhydrid hexitolu, jako je napfiklad polyoxyethylensorbitan monooleat.
Vodné suspenze mohou také obsahovat jednu nebo vice konzervacnich latek, jako je
napfiklad ethyl nebo n-propyl p-hydroxybenzoat, jedno nebo vice barviv, jedno nebo
vice ochucovacich €inidel nebo jedno nebo vice sladidel, jako je sachardza, glycerol,
sorbitol nebo sacharin.

Olejové suspenze mohou byt formulovany suspendovanim uc€innych latek v omega-3

mastné kyseling, rostlinném oleji, jako je napfiklad araSidovy olej, olivovy olej,
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sezamovy olej nebo kokosovy olej nebo v mineralnim oleji, jako je kapalny parafin.
Olejové suspenze mohou obsahovat zahusStovaci €inidlo, jako je napfiklad veli vosk,
tvrdy parafin nebo cetylalkohol.

Mohou se pfidavat sladidla, jako jsou vySe uvedené, a ochucovadla, aby se ziskal
chutny oralni pfipravek. Tyto kompozice mohou byt chranény pfidanim antioxidantu,
jako je kyselina askorbova.

Dispergovatelné prasky a granule vhodné pro pfipravu vodné suspenze pfidanim
vody poskytuji u€innou latku ve smeési s dispergacnim nebo smacecim Cinidlem,
suspendacnim Cinidlem a jednim nebo vice konzervaCnimi latkami. Vhodna
dispergacni nebo smaceci €inidla a suspendacni Cinidla jsou uvedena vySe. Mohou
byt také pfitomny dalSi pomocné latky, napfiklad sladidla, ochucovadla a barviva.
Sirupy a elixiry obsahujici komplex sulforafan-cyklodextrin mohou byt formulovany se
sladicimi Cinidly, jako je napfiklad glycerol, sorbitol nebo sacharéza. Takové
formulace mohou také obsahovat demulcentni, konzervaéni a/nebo ochucovaci a
barvici Cinidla. Kapalné davkové formy pro oralni podavani mohou zahrnovat
farmaceuticky pfijatelné emulze, roztoky, suspenze, sirupy a/nebo elixiry obsahujici
inertni fedidla bézné pouzivana v oboru, jako je voda. Takové kompozice mohou
také obsahovat adjuvans, jako jsou smacedla, emulgacni a/nebo suspendacni €inidla
a sladidla, ochucovadla a/nebo parfémy.

Farmaceutické kompozice vhodné pro oralni podavani mohou byt pfitomny v
diskrétnich jednotkach, z nichz kazda obsahuje pfedem urené mnozstvi alespon
jedné terapeutické sloucCeniny uziteéné v predkladaném vynalezu; jako prasek nebo
granule; jako roztok nebo suspenze ve vodné nebo nevodné kapaliné; nebo jako
emulze olej ve vodé nebo voda v oleji. Jak bylo uvedeno, mohou byt takové
kompozice pfipraveny jakoukoliv vhodnou farmaceutickou metodou, ktera muze
zahrnovat krok spojovani ucinné slouceniny (slou€enin) a nosice (které mohou tvofrit
jednu nebo vice pomocnych slozek). Obecné se kompozice pfipravuji smichanim
ucinné slouceniny s kapalnym nebo jemné rozptylenym pevnym nosi¢em nebo
obojim a pak, pokud je to nutné, tvarovanim vyrobku.

Tableta muze byt napfiklad pfipravena stlaenim nebo formovanim prasku nebo
granuli slouceniny, volitelné s jednou nebo vice pomocnymi slozkami. Stlatené
tablety mohou byt pfipraveny kompresi ve vhodném stroji jako slou¢enina ve volné
tekouci formé, jako je prasek nebo granule, pfipadné smichané s pojivem, mazivem,

inertnim fedidlem a/nebo povrchové aktivnim/dispergujicim cinidlem. Lisované
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tablety mohou byt vyrobeny tvarenim ve vhodném stroji praskovou slouceninou
navihéenou inertnim kapalnym fedidlem.

Oralni podavani kombinaci podle prfedkladaného vynalezu muze zahrnovat
formulace, které jsou dobfe znamy v oboru, za ucelem prodlouzeni nebo trvalého
dodavani |éCiva do gastrointestinalniho a/nebo stfevniho traktu libovolnym poctem
mechanismu. Patfi mezi né, nikoli vSak vylu¢né, uvolfiovani citlivé na pH z davkové
formy zaloZzené na ménicim se pH v tenkém stfevé, pomalé eroze tablety nebo
kapsle, zadrzeni v zZaludku na zakladé fyzikalnich vlastnosti formulace, bioadheze
davkovaci formy na slizniéni vystelku stfevniho traktu nebo enzymatické uvolfiovani
ucinné latky z lékové formy. U nékterych terapeutickych slou€enin pouzitelnych v
metodach, kombinacich a kompozicich podle pfedkladaného vynalezu je
zamyslenym ucCinkem prodlouZzit Casové obdobi, béhem kterého se ucinna Iékova
molekula pfivadi do mista plsobeni manipulaci davkové formy. Prostfedky podle
prfedkladaného vynalezu tedy obsahuji entericky potaZzené formulace a entericky
potazené formulace s fizenym uvolhovanim. Vhodné enterické potahy zahrnuji
acetatftalat celuldzy, polyvinylacetatftalat, ftalat hydroxypropylmethylcelulézy a
aniontové polymery kyseliny methakrylové a methylesteru kyseliny methakrylové.

V nékterych provedenich muze farmaceuticka kompozice zahrnovat tablety, které
mohou byt nepotahované nebo mohou byt potahované znamymi technikami pro
zpozdéni rozpadu a absorpce v gastrointestinalnim traktu a tim poskytnuti
zpozdéného ucinku po delSi dobu. Napfiklad mize byt pouzita latka poskytujici
Casové zpozdéni jako je jako glycerylmonostearat nebo glyceryldistearat.

V dalSich provedenich mohou byt kompozice vytvofené touto metodou podavany
parenteralné, napfiklad subkutanné, intravenézné, intramuskularné, intrasternalné
nebo infuznimi technikami, ve formé sterilnich injekéné aplikovatelnych vodnych
nebo olagennich suspenzi. Sterilnim injekénim pfipravkem mulze byt také sterilni
injekéné aplikovatelny roztok nebo suspenze v netoxickém parenteralné pfijatelném
fedidle nebo rozpoustédle, jako je napfiklad roztok v 1,3-butandiolu. Mezi pfijatelna
vehikula a rozpoustédla, ktera mohou byt pouzita, patfi voda, RingerQv roztok a
isotonicky roztok chloridu sodného. Navic se jako rozpoustédlo nebo suspendujici
meédium bézné pouzivaji sterilni, fixované oleje. K tomuto ucelu muze byt pouzit
jakykoliv jemny fixovany olej, véetné syntetickych mono- nebo diglyceridli. Kromé
toho n-3 polynenasycené mastné kyseliny mohou byt pouzity pfi pfipravé injekcnich
pripravkd.
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Farmaceutické kompozice vhodné pro parenteralni podavani mohou obsahovat
sterilni vodné pfipravky slouceniny podle predkladaného vynalezu. Tyto pfipravky
mohou byt podavany intravenézné, i kdyz podavani mize byt také provedeno
subkutanni, intramuskularni nebo intradermalni injekci nebo infuzi. Takové pfipravky
mohou byt pfipraveny smichanim slou€eniny s vodou a spojenim vysledného roztoku
se sterilni a isotonickou krvi. Injek¢ni kompozice podle vynalezu budou obecné
obsahovat od 0,01 do 10 % hmotnostnich slou€eniny zde popsané.

Uginné latky mohou byt také podavany injekéné jako kompozice, pfitemz jako
vhodny nosi¢ muize byt napfiklad pouzit fyziologicky roztok, dextré6za nebo voda.
Vhodna denni davka kazdé ucinné terapeutické slouCeniny je takova, ktera dosahuje
relativné stejnou hladinu krevniho séra, jaka byla produkovana oralnim podavanim,
jak je popsano vyse.

Je také popsano bukalni nebo ,sublingvalni“ podavani, které zahrnuje pastilky nebo
2vykaci gumu obsahujici slou¢eniny zde uvedené. Slouceniny mohou byt uloZzeny v
ochucené bazi a akacii nebo tragantu nebo slouceniny mohou byt ulozeny v
pastilkach obsahujicich sloucCeniny v inertni bazi, jako je Zelatina a glycerin nebo
sachar6za a akacie.

Farmaceutické kompozice jsou také vhodné pro topickou aplikaci na kizi a mohou
mit formu masti, kréma, pletova voda, past, gell, spreju, praska, zelé, o¢nich kapek,
roztoku, suspenzi, aerosolu nebo oleji. Mohou byt pouzity nosiCe, které obsahuiji
vazelinu (napf. Vaseline®), lanolin, polyethylenglykoly, alkoholy a kombinace dvou
nebo vice z nich. Uginna sloudenina nebo sloudeniny jsou obecné& pfitomny v
koncentraci od 0,01 do 50 % hmotn./hmotn. kompozice, jako napfiklad od pfiblizné
0,01 do priblizné 2 %.

Mohou byt také zahrnuty bezpecna a ucinna mnozstvi Cinidel izotonicity, v€etné soli,
jako je chlorid sodny a/nebo Cinidla, ktera nepodléhaji elektrolytu izotonicity, jako je
sorbitol a mannitol.

Rozpustnost slozek kompozic mize byt zvySena povrchové aktivni latkou nebo jinym
vhodnym spoleCnym rozpoustédlem v kompozici. Takova spolecna rozpoustédla
zahrnuji polysorbat 20, 60 a 80, polyoxyethylenové/polyoxypropylenové povrchové
aktivni latky (napf. Pluronic F-68, F-84 a P-103, dostupné od BASF®), cyklodextrin
nebo jiné latky znamé osobam se znalostmi techniky. Takova spole¢na rozpoustédla

mohou byt pouZita v mnozstvi od pfiblizné 0,01 % do pfiblizné 2 % hmotnostnich.
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Farmaceuticky pfijatelné pomocné latky a nosiCe zahrnuji vSechny vySe uvedené a
podobné. Uginné formulace a zptsoby podavani jsou v oboru dobfe znamy a jsou
popsany ve standardnich uc€ebnicich. Viz napf. Gennaro, A. R., Remington: The
Science and Practice of Pharmacy, 20th Edition, (Lippincott, Williams and Wilkins),
2000; Hoover, John E., Remington's Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing Co.,
Easton, Pennsylvania, 1975; Liberman, et al., Eds., Pharmaceutical Dosage Forms,
Marcel Decker, New York, N.Y., 1980; and Kibbe, et al., Eds., Handbook of
Pharmaceutical Excipients (3rd Ed.), American Pharmaceutical Association,
Washington, 1999.

Pfi této metodé mulze byt subjekt, ktery potfebuje léCbu a/nebo prevenci zde
popsanych poruch a/nebo pfibuznych stavd, [é€en urCitym mnozstvim vycisténého
sulforafanu podle vynalezu, pfiemz mnozstvi jednotlivych slozek poskytuje davku
nebo mnozstvi, které je dostate¢né pro dosazeni u¢inného mnozstvi pro Ié€bu nebo
prevenci.

Uginné mnozstvi purifikovaného komplexu sulforafan-cyklodextrin samozfejmé zavisi
na fadé faktoru, jako je zvolena specificka slou€enina, zpusob pouziti, zpUlsob
podani, hostitel, ktery ma byt IéCen, a klinicky stav pfijemce.

Karcinogenni, tumorogenni nebo antibakterialni symptomy se povazuji za zlepSené,
pokud se dosahne jakéhokoli pfinosu, bez ohledu na to, jak je mirny.

Davky pro kompozice a metody poskytnuté v tomto textu mohou byt stanoveny a
upraveny na zakladé ucinnosti, ktera je prokazana pfi poskytnuti chemoprotektivniho
nebo chemopreventativnino vysledku. Navic osoba se znalostmi techniky bude
védét, jak méfit a kvantifikovat pfitomnost nebo nepfitomnost karcinogeneze nebo
symptomy tumorgeneze.

Davky pro kompozice jsou takove, které jsou ucinné pro zajisténi
chemoprotektivniho, chemopreventativniho a/nebo antibakterialniho ucinku.

Osobam se znalostmi techniky bude zfejmé, ze davky mohou byt také stanoveny
podle pokyni z Goodman & Gilman's The Pharmacological Basis of Therapeutics,
Ninth Edition (1996), Appendix Il, pp. 1707-1711.

Priklady uskuteénéni vynalezu

Vynalez bude nyni popsan v nasledujicich pfikladech.
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Obecné materialy a metody

'H a’¥C NMR spektra byla zaznamenana na spektrometru Oxford 400 MHz s
pouzitim TMS jako vnitfniho standardu a chemické posuny jsou uvadény v ppm.
Elektrospray ionizacni hmotnostni spektrometrie (ESI-MS) byla provedena na
Micromass Platform LCZ pfipojeném k modulu separace Waters 2695 a detektoru
fotodiodového pole Water 996. GC-MS spektrometrie byla provedena na sadé
Agilent 7820A/5975 MSD.

HPLC byla provedena na modulu HP 1050, kolona: Phenomenex Gemini C18, 5y,
110A°, 250 x 4,6 mm. Celkova doba trvani: 40 min. MeCN v H,O + 0,1 % TFA.
Pratok: 1,5 ml/min. Detektor: 244 nm (VWD).

Analyza podle Karl Fischera (obsah H,0O) byla provedena na KF coulometru 831
vybaveném stojanem Ti 703.

VSechny reakce probihaly v atmosféfe suchého dusiku a udavané vytéZzky jsou
izolované vytézky. VSechna chemicka Cinidla byla zakoupena z komer&nich zdroji a

pouzita v dodané formé.
PFiprava vychozich materiall

Priprava 1-isothiokyanato-4-methylthiobutanu (vzorec A)

G5z, EtsM, HzO5, THF, 0 *C na teplotu mistnosti 3
xSWNH. —— - <IN Nes
B ? B4% wytéZek A

50litrova barika s vice hrdly a s kulatym dnem vybavena hornim michadlem, teplotni
sondou a 1 | dal8i nalevkou a pretlakovym proudem N, byla ochlazena na -10 °C v
MeOH/ledové lazni a naplnéna THF (EMD, reakéni stupen, 15,0 I). Byl pfidan 1-
amino-4-methylthiobutan (vzorec B, 1,5 kg, 12,6 mol, 1,0 ekv.) a triethylamin (1,75 |,
1,0 ekv.) a roztok se dale michal, dokud nevychladl pod —10 °C. Po kapkach byl
béhem 2 hodin pfidavan sulfid uhliity (755 ml, 1,0 ekv.), pfiemz vnitfni teplota byla
udrzovana pod -3 °C (teplota lazné je —20 °C), poté byl Zlutozeleny roztok zahfaty na
teplotu 11 °C. Béhem 2,5 hodiny byl pomalu pfidan peroxid vodiku (35 % vodny,

1224 ml, 1,0 ekv.), pfi€emz vnitini teplota byla udrzovana mezi 11 az 18 °C (teplota
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lazné byla 0 °C), coz poskytlo tmavé oranZovou az Cervenou suspenzi s vificimi
Zlutymi Casticemi.

Zpracovani: Po michani pfes noc byla alikvotni ¢ast zkontrolovana pomoci GC (75
°C — 200 °C pfi rychlosti 15 °/min, potom 40 °/min na 300 °C, 2 min, udrzovano: 7,73
min) a potom byla smés pfenesena do pracovni stanice 50 | pomoci hadice vybavené
filtrem. Smés byla zfedéna 4,5 | ethylacetatu a promyta 10 % HCI (6 I), vodou (6 I) a
solankou (7,5 ). Ziskana organicka vrstva byla usuSena nad bezvodym Na,SO,,
odfiltrovana a zakoncentrovana ve vakuu, ¢imz se ziskalo ~ 2 kg tmavé Cerveného
oleje.

Destilace: Cerveny olej byl pfenesen do bariky s kulatym dnem o objemu 2 litry (3
Sarze) a pfipojen k zafizeni Kugelrohru. V pfistroji byl vytvofen vysoky podtlak (~ 40—
67 Pa (0,3-0,5 torr)) a vzduchova lazen byla zahfata na teplotu 85 °C. Pfedbézna
frakce (pfevazné ethylacetat a stopy neznamych vedlejSich produktd) byla vyfazena.
Po zméné pfijimaci nadoby byla teplota lazné zvySena na 115 °C. Bledé Zluty
material byl destilovan pfi teploté 100-110 °C a okamzité zmrznul pfi kontaktu se
suchym ledem/acetonem. Po destilaci (tfi Sarze) bylo ziskano 1,7 kg (84% vytéZek)
materialu s 98% Cistotou podle HPLC a > 99% Cistotou podle GC.

'HNMR (CDCls, 400 MHz); 81,7-1,85(m, 4H), 2,2 (s, 3H), 2,55 (t, 2H), 3,56 (t, 2H)

Priklad 1

Pfiprava sulforafanu (1-isothiokyanato-4-methylsulfinylbutanu)

s Ha0g2, cyklodextrin (kat.) g
R T NCS ” r\,z - e e NCS
A -

sulforafan

Do bariky s vice hrdly s kulatym dnem o objemu 5 |, vybavené hornim michadlem,
teplotni sondou a dalSi nalevkou o objemu 500 ml byl zaveden pfetlakovy proud Na.
a-cyklodextrin (30 g, 0,03 mol, 0,01 ekvivalentu) byl rozpustén v 1 | destilované vody
a odplynén po dobu 30 minut proplachovanim dusikem. K vy$e uvedenému roztoku
bylo pfidano 501 g (3,1 mol, 1 ekvivalent) 1-isothiokyanato-4-methylthiobutanu
(vzorec A) a znovu odplynéno pfi 0 °C béhem 30 minut. K této dvoufazové reakcni
smési se pomalu pfida 305 ml H,O, (3,1 mol, 1 ekvivalent, 35 % vodny roztok),
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pfiéemz se udrzuje teplota mezi 0 a 2 °C. [POZNAMKA: Peroxid byl kapan rychlosti
dostatecné nizkou, aby se teplota nezvysila nad 10 °C]. Po ukonceni pfidavani byla
reakéni smés michana pfi teploté ledové lazné po dobu priblizné 8 hodin a poté se
pomalu nechala pfes noc ohfat na pokojovou teplotu. Reakéni smés byla
prefiltrovana, aby se odstranily svétle Zluté nerozpustné pevné latky, a pak byl filtr
udrzovan v chladni¢ce po ~1 hod. Na zakladé analytické HPLC byl surovy sulforafan
~95 % Cistota.

Tento material byl pouzit pro komplexacni krok (pfiklad 2) bez dalSiho

zpracovani/c€isténi.

Souhrn tfech opakovani

Sarze Rozsah Cistota podle analyzy HPLC Pozorovani
reakce (surovy produkt)

1 501 g 95 % Byl pfidan H,O; pri
<2°C

2 500 ¢ 95,6 % Byl pfidan H,O, pfi
<4°C

3 500 g 95,4 % Byl pfidan H,O; pri
<2°C

V8echny tfi Sarze byly provedeny ve stejném reakEnim stupni a reakce probihaly
podobnym zpusobem z hlediska reakéniho ¢asu a Cistoty produktu.

'HNMR (CDCl3, 400 MHz); 81,90 (m, 4H), 2,58 (s, 3H), 2,75 (m, 2H), 3,60 (t, 2H).
13CNMR (CDCls, 100 MHz); 5130,2, 53,4, 44,5, 38,5, 29,5, 20,1

Priklad 2

Pfiprava komplexu sulforafan-cyklodextrin



22

H=01f OH

OH
H
%{ID-
- OO
| 0
OH i
1

Q cyklodetrin oH i wo o
—_—————— =
-~ 5 L HCS HO SCN 2
OH
Sulforafan i O A‘L?
]
0 OO
G,
S (]

QH
HO

a-cyklodextrin (Wacker CAVAMAX W86, potravinarska jakost, 3015 g, 3,1 mol, 1
ekvivalent) byl rozpustén v destilované vodé (8 ) ohfatim na 55 °C pod dusikovou
atmosférou. Homogenni roztok byl ochlazen ~ 25 °C za pouZiti ledové lazné a potom
odplynovan dusikem po dobu 20 minut. Po odplynéni se zménil na zakaleny roztok.
Vodny roztok sulforafanu byl vyjmut z chladni¢ky (viz pfedchozi krok) a potom byl
najednou pfidan k vySe zminénému zakalenému roztoku a-cyklodextrinu. V této fazi
byla reakéni teplota ~18 °C a pokracovalo se v michani pfi pokojové teploté pfes noc
(~16 hodin). Heterogenni reakéni smés byla ochlazena na teplotu 1-2 °C za pouziti
lazné led-methanol a michana po dobu 3 hodin pfi této teploté. Vysrazena bila pevna
latka byla filtrovana a suSena pfes noc za vysokého podtlaku pfi pokojové teploté
zakrytim filtraCni nalevky latexovou vrstvou. Bily filtraéni kola€ byl pfeveden do
10litrové rotacni banky a dale susen pfi teploté mistnosti ve vysokém podtlaku, ¢imz
bylo ziskano 2,802 g komplexu (98,7 % Cdistota podle analyzy HPLC, 78,5 %

vytézek).
Souhrn tfech opakovani

Sarze | Rozsah reakce** | Cistota podle analyzy HPLC | VytéZek*

1 550,8 g 98,5 % 78,5 %
2 549,7 g 98,6 % 76,9 %
3 549,7 g 98,7 % 73,2 %

*celkovy vynos v poslednich dvou krocich, **na zakladé 100 %
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Sarze | Rozsah reakce** | Cistota podle analyzy HPLC | VytéZzek*

konverze v pfedchozim kroku.

VSechny tfi Sarze byly provadény témér ve stejném rozsahu a reakce probihaly
podobnym zplUsobem z hlediska reakéniho Casu, vytéZku, Cistoty produktu a
procentualniho zatizeni sulforafanu na a-cyklodextrin

'HNMR (D20, 400 MHz); 51,99 (br, 4H), 2,73 (s, 3H), 2,98 (br, 2H), 3,60 (m, 12H),
3,70 (br, 2H), 3,92 (m, 24H), 5,11 (d, 6H).

3CNMR (D0, 100 MHz); 5130,05, 101,82, 81,40, 74,05, 71,98, 71,84, 60,34, 52,02,
44,94, 37,03, 29,29, 20,08.

Priklad 3
Priprava sulforafanu (1-isothiokyanato-4-methylsulfinylbutanu) s riznymi katalyzatory

a reakénimi podminkami

Obecny postup

8]
_ 5
""SWNCS e = SIS NeS
2 3

HzOz, katalyzator

Do banky s vice hrdly s kulatym dnem opatfené hornim michadlem, teplotni sondou
a dalSi nalevkou byl zaveden pfetlakovy proud N». Kysely katalyzator (0,001 az 0,01
ekvivalentu) byl rozpustén v rozpoustédle (voda, acetonitril, aceton atd.) a odplynén
po dobu 30 minut proplachovanim dusikem. K vySe uvedenému roztoku byl pfidan 1
ekvivalent tioetherového vychoziho materialu (2) a roztok byl znovu odplynén po
dobu 30 minut pfi teploté 0-5 °C. K této dvoufazové reakéni smési byl pomalu
pfidavan 1 ekvivalent oxida¢niho €inidla (H,O,, m-CBPA apod.), pficemz teplota byla
udrzovana mezi 0 a 10 °C. Po dokoncCeni pfidavani byla reakéni smés michana pfi
teploté ledové lazné po dobu 8 az 24 hodin a potom se pomalu nechala pfes noc
ohfat na pokojovou teplotu. Reakéni smés byla pfefiltrovana, aby se odstranila
nerozpustna pevna latka, a potom byl filtrat ulozen v chladnicce nebo se okamzité
pouzil v nasledujicim kroku. Na zakladé analyzy HPLC byla dCistota surového
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sulforafanu = 95 %. Tento material byl pouzit pro komplexacni krok bez dalSiho
cisténi.

Oxidace slouceniny 2 na sulforafan v rdznych rozpoustédlech a/nebo v pfitomnosti
ruznych katalyzatori/kyselin je uvedena v nasledujici tabulce spolu s reakénimi

podminkami.



Reakéni H>02/H-0,
podminky aceton, 0 °C
do RT

Cistota podle | 95,6 % (3,1 %
analyzy HPLC SM)

Vytézek Neizolovano
Koneéna dgistota

*|zolovany vytézek.

25

H,02H,0, H,0,/H,0 | H,02/H,O | H0,/H,0 H,O./H,O  |H,0,/H,O 0,1
acetonitril 0 °C | 0,1 ekv.a- (0,01 ekv. 1,0 ekv. a- 0,05 ekv. % valchafska
do RT CDO0°Cdo a-CD 0 °C CD 0 °C do AcOH 0 °C hlinka
RT do RT RT do RT

96,8% (0,7% | 96% (1% | 98% (0,5 77% (1% | 98,8% | 98 % (0,06 %
SM) SM) % SM) SM) (0,06 % SM) SM)

Neizolovano |Neizolovano 82 %* Neizolovano |Neizolovano | Neizolovano

98 %
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Na zakladé vySe uvedenych vysledkd vSechny uvedené katalyzatory vedly k
podobnym vysledkiim, ale cyklodextrin je vyhodny, protoZze se pouziva v dalSim
kroku komplexace ke stabilizaci sulforafanu.

Metodou HPLC bylo detekovano pouze stopové mnozstvi sulfonylové necistoty

(Erysolin).
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PATENTOVE NAROKY

1. Proces pfipravy komplexu sulforafanu a cyklodextrinu nebo komplexu
sulforafanu a derivatu hydroxyalkylcyklodextrinu, vyznacujici se tim, Zze

zahrnuje:

(i) reakci ve vodném rozpoustédle slouceniny vzorce A:

SN TN s

A

s oxida¢nim cCinidlem a za pfitomnosti katalyzatoru za vzniku sulforafanu;
a

(i) smichani sulforafanu z kroku (i) s cyklodextrinem nebo derivatem
hydroxyalkylcyklodextrinu ve vodném rozpoustédle za vzniku srazeniny
komplexu sulforafan-cyklodextrin nebo komplexu sulforafan-
hydroxyalkylcyklodextrin;

pficemz vodnym rozpous$tédlem je voda a katalyzator je vybran z cyklodextrinu,
derivatu hydroxyalkylcyklodextrinu, valchafské hlinky a organickych nebo
anorganickych kyselin a pfiCemz oxida¢nim cinidlem je peroxid vodiku nebo ve
vodé rozpustna nebo misitelna organicka peroxidova kyselina nebo jejich smés.
2. Proces podle naroku 1, vyznacuijici se tim, Zze oxidac¢ni latkou je peroxid vodiku.
3. Proces podle kteréhokoliv z pfedchazejicich narokl, vyznacujici se tim, ze
katalyzatorem je cyklodextrin a organické nebo anorganické kyseliny, jako je
kyselina askorbova, kyselina mravenci, kyselina octova a/nebo kyselina sirova.

4. Proces podle naroku 3, vyznacuijici se tim, Ze katalyzatorem je cyklodextrin.

5. Proces podle naroku 4, vyznacujici se tim, ze katalyzatorem je a-cyklodextrin.
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Proces podle kteréhokoliv z pfedchazejicich narokd, pficemz je pfitomno
0,0001 az 1,0 molarnich ekvivalentd katalyzatoru (vztazeno na slouceninu

vzorce A).

Proces podle kteréhokoliv z pfedchazejicich naroku, pficemz v kroku (i) se
teplota reakce udrzuje na teploté 25 °C nebo méné nebo 15 °C nebo méné,

kdyz se oxidacni €inidlo pfida k reakéni smési.

Proces podle kteréhokoliv z pfedchazejicich narokud, vyznacujici se tim, ze
cyklodextrin pouzity v kroku (ii) je vybran z jednoho nebo vice z W6 (alfa)
cyklodextrinu (kruhova molekula se Sesti cukry), W7 (beta) cyklodextrinu
(kruhova molekula se sedmi cukry) W8 (gamma) cyklodextrinu (kruhova

molekula s osmi cukry), jejich hydroxypropylovych derivata a jejich smési.

Proces podle naroku 8, vyznacujici se tim, Ze cyklodextrin pouzity v kroku (ii) je

a-cyklodextrin.

Proces podle naroku 9, vyznacujici se tim, Ze se smés ochladi na teplotu v

rozmezi — 8 °C az 10 °C.

Proces podle naroku 9, vyznadujici se tim, Zze se smés ochladi na teplotu v

rozmezi— 5 °C az 4 °C.

Proces podle naroku 9, vyznacujici se tim, ze molarni pomér sulforafanu k

cyklodextrinu ve vysledném komplexu je v rozmezi od 0,4:1 do 1:1.

Proces podle kteréhokoliv z pfedchazejicich narokd, vyznaclujici se tim, ze

tento proces zahrnuje dalSi krok rekrystalizace vysledného komplexu.
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