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Kivonat

A taldlmany targya eljaras HMG-CoA reduktaz inhibitorok eléallitasara, ahol az
eljarast az jellemzi, hogy a nyers HMG-CoA reduktaz inhibitorok tisztitasi eljarasaban
a lépések egyike kizdrdsos kromatografia, amely magaban foglalja egy kiszorito
anyag alkalmazéasat a HMG-CoA reduktaz inhibitor kizarasara.

A taldlmany szermtl eljaras lehetéve teszn nagy tlsztasagu HMG-CoA reduktaz
inhibitorok kinyerését, magas—kltermeles elacsonyabb ‘eldallitasi koltségek és meg-
feleld 6koldgiai egyensuly mellett.
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Eljaras nagy tisztasagi HMG-CoA-reduktaz inhibitorok eléallitasara

A lovasztatin, pravasztatin, szimvasztatin, mevasztatin, azok szarmazékai és
analégjai a HMG-CoA-reduktaz inhibitorként ismertek, ezeket a vér magas koleszte-
rin-szintiének csékkentésére hatd szerként alkalmazzék. Tobbséglket fermentacio-
val allitidk elé az Aspergillus, Monascus, Nocardia, Amycolatopsis, Mucor vagy
Penicillium nemzetséghez tartozo fajokként azonositott kulénbdz6 tipusu mikroorga-
nizmusok alkalmazasaval, mas résziket a fermentacios termék kezelésével nyerik,
amelynek soran kémiai szintézis eljdrasokat alkalmaznak, vagy 0k maguk a telies
kémiai szintézis termékei.

A hatéanyag tisztasaga fontos tényezd a biztonsagos és hatékony gydgysze-
rek elddllitasa soran, kulénésen, ha a gyogyszerterméket tartdsan kell szedni a
magas plazma koleszterin szint kezelésére vagy megelézésére. Az alacsonyabb
tisztasagu gyodgyszerkészitményekbdl szarmazd szennyezddések felhalmozddasa
sok mellékhatast okozhat az orvosi kezelés ideje alatt. A jelen taldlmany a HMG-CoA
reduktaz inhibitorok ugynevezett kiszo'rftésos kromatografia alkalmazasaval térténd
izoldlasara szolgdld (j ipari eljarasra vonatkozik. A talaimany szerinti alkalmazas
lehetbéve teszi nagy tiszta_ségu HMG-CoA reduktaz i‘h'hibl"torok kinyerését, magas



) .
kitermelés, alacsonyabb _elballitasi koltségek és megfelelé okologiai egyensuly
mellett. |

A korabbi szabadalmi leirasokban ismertetett, a vér magas koleszterin-
szintjének csokkentésére haté anyagok elvalasztasi és tisztitasi eljarasai az
extrakcios, kromatografias, laktonizaldsi és kristalyositasi eljarasok kuldnféle kombi-
nacidit foglaljak magukban. Az ilyen eljarasokkal eldallitott végs6 termék tisztasaga
eleget tesz az USP szabvanyoknak, de a kivant termek kitermelései viszonylag
alacsonyak. Ezenkivil az ilyen eljarasok esetében nagymennyiségl szerves oldé-
szerre és az ilyen mennyiségekhez alkalmazott nagyméret(i berendezésekre van
szilkség.

A WO 92/16276 szamu PCT kozzétételi iratban ismertetett elvalasztasi eljaras
99,5 %-nal nagyobb tisztasagi HMG-CoA-reduktaz inhibitorok kinyerésére biztosit
megoldast ipari HPLC (nagyhatékonysagu folyadékkromatograf) alkalmazasaval. A
WO 92/16276 szamu PCT kozzétételi irat szerint 85 % vagy annal nagyobb tisztasa-
gl nyers HMG-CoA-reduktaz inhibitort szerves olddszerben vagy szerves oldoszer
és viz elegyében oldottak fel. Az elegyet ezutan 2-9 pH-értékre allitottak be, majd
HPLC oszlopra vezették. Miutan a lényeges HMG-CoA-reduktaz inhibitor csucsot
dsszegylijtétték, az olddszer egy részét eltavolitottak, majd vizet adtak hozza vagy
egy masik lehetéségként az olddszerkeverék kétharmadat eltavolitottak, majd a
HMG-CoA reduktaz inhibitort kristalyositottak. Végs® soron az eljarassal nyert ter-
mék tisztasaga legalabb 99,5 % volt, kérulbelll 90%-os kitermelés mellett.

A WO 92/16276 szamu PCT kozzétételi iratban ismertetett eljaras lehetéve te-
szi nagy tisztasagi HMG-CoA reduktaz inhibitorok kinyerését viszonylag magas
kitermeléssel, az eljaras hatranya a hagyomanyos kromatografias oszlopokon tul a
HPLC oszlopra felvitt viszonylag kismennyiségl anyag. Az oszlopokra taplalando kis
mintak a kivant anyag elegendé mennyiségének kinyerése céljabdl az elvalasztasi
miveletek megnévekedett ismétlési szamaval, és kdvetkezésképpen a nagyobb
termelési koltségeket eredményezd nagymennyiségl felhasznalt oldoszerrel vannak
Osszefliggésben.

A jelen talalmany alapjaul szolgalé kizarasos kromatografiai eljarés alapjaban
véve nem tér el az el6zbleg alkalmazott kromatografids eljarasoktol.

A kizarasos kromatografia az oszlopra taplait minta komponenseinek az allo-
fazison Iévo aktiv helyekért térténd versengésén alapszik. A minta egyes komponen-

sei vonatszeriien szoritjdk ki egymast, a kiszoritd anyag nagyon nagy affinitassal
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rendelkezik az allé fazisra nézve és a bétéplélt minta utan fut az oszlop mentén,
kényszeritve a minta komponensek egy-szakaszos zénakban torténd elvalasztasat,
amelyek a kiszorité anyag sebességével mozognak. Az egyes komponensek beto-
ményitését a tisztitassal egyidejlleg hajtjak végre.

A kizarasos kromatografias eljaras alapelve viszonylag régi, mivel mar 1943.
6ta ismert, de a hatékony oszlopok hianya miatt a gyakorlatba elég késén 1981-ben
vezették be (Cs. Horvath és mtsai., J. Chromatogr., 215 (1981) 295; J. Chromatogr.,
330 (1985 1; J. Chromatogr., 440 (1988) 157). Ezek az irasok, amelyeket referencia-
ként épitunk a leirasba, a bioldgiailag aktiv peptidek és polimixin antibiotikumok
(polipeptidek) analitikai és preparativ elvélasztasat és tisztitasat irjak le forditott
fazisi nagyhatékonysagu folyadékkromatgrafias oszlopok kizarasos modban térténd
felhasznalasaval. A polimixinek esetében oktadecil szilikagél oszlopokat (250 x 4,6
mm, 5 um szemcsemeéret(i), mozgd fazisként 10 % acetonitrilt vizben és kiszoritd
anyagként kilénbézd tetraalkil-amménium halogenideket hasznaltak.

A legfrissebb kutatdsok a kizarasos kromatogréfia tertletén (S.M. Cramer és
mtsai., Enzyme Microb. Technol., 11 (1989) 74, Prep. Chromatogr., 1 (1988) 29; J.
Chromatogr., 394 (1987) 305; J. Chromatogr., 439 (1988) 341; J. Chromatogr., 454
(1988) 1 (elméleti optimalizalas); A. Felinger és mtsai., J. Chromatogr., 609 (1992) 35
(elméleti optimalizélas), (az ¢sszes iratot referenciaként épitjuk be a leirasba) ha-
sonlé oszlopokat hasznaltak; a mozgé fazis metanol volt foszfat pufferben, a kiszorité
anyag 2-(2-t-butoxi-etoxi)-etanol (BEE) volt acetonitrilben és natrium-acetat. Minta-
ként kildnbézd peptideket, fehérjéket és cefalosporin C antibiotikumot hasznaltak.

Az US 5,043,432 szamu szabadalmi leirdsban (1991. augusztus 27.), illetve
az EP 416,416 szamu szabadalmi leirdsban bizonyos kis molekulatémegui (1000
dalton alatti) peptidek (kulénésen tuftszin és annak szintetikus szarmazékai) kizara-
sos ioncseréld kromatografiaval torténd tisztitasi eljardsat ismertetik, ahol az alkal-
mazott all6 fazis kationcserélé gyanta, a vivé olddszer viz vagy erds savak kilénféle-
képpen higitott oldatai, és az alkalmazott kiszoritd anyag a trietilén-tetraammaonium
sé kilénb6zoé koncentracidi. Az US 08/875,422 szamu bejelentésben, amely még
nincs kozzétéve, a vankomicin elvalasztasara és tisztitdsara szolgalé kizarasos
kromatogréfia alkalmazasat ismertetjuk.

Néha nehéz a nagytisztasagu hatéanyag nagylzemi méretben térténd kinye-
rése, mivel a laboratériumi méretekben felhasznalhaté szamos technoldgia nem

eléggé gazdasagos az alkalmazasat igazoldé nagylzemi termelési mlveletek soran
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vagy nem felelnek meg a kérnyezetvédelmi kritériumoknak. A fenti kéralmények arra
kényszeritik az ipart, hogy olyan Uj technolégiakat keressenek, amelyek mind kivalé
mindségli terméket, mind gazdaséagilag és koérnyezetvédelmi szempontokbdl elfo-
gadhaté termelést fognak biztositani.

A jelen taldlmany megoldja a régebbi szabadalmakbdl és mas irodalombdl is-
mert eljrasok hatranyait, amennyiben lehetévé teszi tiszta HMG-CoA reduktaz
inhibitorok kinyerését, tovabba a tisztitasi eljaras per se nem idéigényesen biztosit
magas kitermelést, az oldészerek kis mennyiségének felhasznalasaval. Az eljaras
természetbarat: tovabba a méret és energia szempontjabél nem tamaszt nagy
igényeket, ezéltal téve lehetévé a gazdasagos nagylzemi termelést.

A jelen taldlmany eljarast biztosit a HMG-CoA reduktaz inhibitorok kizarasos
kromatografia alkalmazasaval torténd tisztitasara. Azaz a nyers HMG-CoA reduktaz
inhibitor tisztitasi eljarasaban legalabb egy lépés a kizarasos kromatografia.

A tisztitandd HMG-CoA reduktaz inhibitort példaul a mevasztatin, pravasztatin,
lovasztatin, szimvasztatin, fluvasztatin és atorvasztatin kézul valasztjuk. A kivalasz-
tott inhibitor a kizarasos kromatografia segitségével torténd tisztitds céljabdl lakton
alakban vagy sav, illetve séjanak alakjaban létezhet.

A jelen taldimany szerinti eljarasra jellemzd kizarasos kromatografia elénydsen
a kovetkez6 |épéseket foglalja magaban:

a) egy kromatogréafias oszlopot megfelelé mozgé fazissal kondicionalunk,

b) betaplaljuk a mozgd fazisban feloldott nyers HMG-CoA reduktaz inhibitort,

c) bevezetjik a kiszorité anyagot a HMG-CoA reduktaz inhibitor oszloprél térténd
kiszoritasara és

d) kinyerjik a tisztitott HMG-CoA reduktaz inhibitort.

A tisztitott HMG-CoA reduktaz inhibitort elényésen
d1) a frakciok OsszegyUijtésével és
d2) a frakciék analitikai HPLC-vel torténd vizsgalataval és a frakciok tisztasagatdl
fuggd dsszegyUjtésével nyerjuk ki.

Miutan kinyertik a tisztitott HMG-CoA reduktaz inhibitort, a kromatografias
oszlopot az oszlop alkohol/viz eleggyel torténé mosasaval regeneralhatjuk, hogy
eludljuk a kiszorité anyagot.

Az itt leirt médon nyert HMG-CoA reduktaz inhibitorokat ezt kévetéen elva-

lasztjuk a mozgd fazistdl a technika allasa szerint ismert eljgrasok alapjan, pl. liofili-
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zéalassal vagy elénydsen .vkrista’lyosita’ssal,~ amelynek soran lakton formajukat, sav
formajukat vagy a sé forméjukat (elénydsen alkdli- vagy alkaliféldfém-sok) kapjuk.

A szennyezddéseken feltl szamottevé mennyiségi HMG-CoA reduktaz
inhibitorokat tartalmazé frakciokat Gjra alavethetjuk az eljarasnak, igy 95 % fol6tti
dsszkitermelést kapunk. '

Az alkalmazott alld fazis forditott fazis, ahol természetes (kulénbézd hosszu-
sagu alkillancokkal rendelkezd szilikagél) vagy szintetikus (szerves C-18 vagy C-8)
4l fazisok az alkalmasak. Elényésen a sztirol és divinil-benzol szintetikus térhaldsi-
tott polimer matrixat hasznaljuk. Az all6 fazis részecskemérete megfeleléen 3-20 um,
elénydsen 7-15 pm.

Az alkalmazott mozgd fazist eldnydsen a kévetkezok kézul valasztjuk: viz,
acetonitril/viz oldat, kis szénatomszamu (elénydsen 1-4 szénatomszamu) alkoholok
vizes oldatai: szerves, halogénezett szerves- és szervetlen savak pufferolt hig olda-
tai, pl. hangyasav, ecetsav, propionsav, sésav, borsav, foszforsav, szénsav vagy
kénsav alkdlifémekkel, ammoniaval vagy aminokkal pufferolt oldatai. A viz és az
acetonitrillel, illetve féleg metanollal vagy etanollal készitett vizes oldatok kalénésen
eldnyosek, és a vizes oldat szerves oldoszer tartalma elénydésen 80 % vagy kisebb,
elényosebben 45 % vagy kisebb, kulénésen 30 % vagy kisebb. Mivel a toxikus
metanol a mozgd fazisban a kevésbé toxikus etanollal vagy vizzel legalabb részlege-
sen jo eredménnyel helyettesitheté, a szennyezd oldoszerek eltavolitasa egysze-
r(ibb, ezért a jelen taldlmany 6koldgiai szempontbdl észrevehetd javulast jelent a
technika allasahoz viszonyitva.

Az alkalmazott mozgé fazis pH-ja elénydsen 4,5 és 10,5 kdzétti, elénydsebben
65 és 8 kozotti, kuléndsen 7 kérul van. A mozgo fazis aramlasi sebességét az
oszlopban 1,5 és 30 ml/(perc.cm?) kézétti, elényosen 3 és 15 ml/(perc-cm?) kozotti
értékre allitiuk be. Akkor, amikor dsszekeverve a mozgo fazissal a kiszoritd anyagot
bevezetjik a kromatogréfias oszlopra, az dramlési sebességet eldnyosen 1,5 és 15
ml/(perc-cm?) kézotti és kulénosen 3-10 mli(perc-cm?) értékre allitjuk, mivel a na-
gyobb aramlasi sebességek az Gsszegyljtendd mintak higulasat okozzak, és az
elvalasztas is rosszabba valik.

_ A kiszorité anyag elényésen egy amfifil szerkezettel rendelkezé vegyulet, pl.
felilletaktiv anyag, detergens és hasonlé. A kiszorité anyagok példai a hosszu szén-
szénlancyu alkoholok, hosszU szénszénlanci karbonsavak, hosszu szénszénlancu

alkil-amonnium sok, aromas dikarbonsav észterek, oxo- és dioxo-alkoholok,
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polialkilén-poliglikol- éterek, pl.: dietiIén-glikol-mono(vagy di)alkiléterek, poliaril- vagy
polialkilén-poliaril- éterek, pl.: Triton® X-100, stb. A fenti "hosszu szénlancd” kifejezés
jelentése legaldbb 4 szénatomszamu  lanccal, elényésen legalabb 10
szénatomszamu lanccal és elénydsebben legaldbb 14 vagy hosszabb
szénatomszamu lanccal rendelkez6 alkilcsoport. '

A kiszorité anyag koncentracidjat a mozgd fazisban altalaban 1-35 %-ra,
elénydsen 2-20 %-ra és kulondsen 7-14 %-ra allitjuk be.

A kromatografias oszloprél elualt egyes frakciokban a tisztasag szabalyozasa-
ra eldnydsen a vizsgalandé HMG-CoA reduktaz inhibitorokra irdnyitott analitikai
HPLC eljarast végezhetiink az alabbiak szerint.

A vizsgalandd mintat 100-szorosra higitjuk a 20 mM vizes NH4HCO3 oldatot
és acetonitrilt tartalmazé mozgé fazissal (az acetonitril aranyt ugy allitjuk be, hogy a
vizsgalandé minta retenciés tényezdje 5 és 10 kozétt legyen). A minta 10 Hl-ét
Hypersil ODS oszlopra visszik fel (Hypersil, UK, részecskeméret 3 um, oszlopméret
50 x 4,6 mm) nagyhatékonysagu folyadékkromatografia céljabdl. Az oszlopot a
mozgd fazissal mossuk 2 ml/perc aramlasi sebességgel. Az abszorbanciat 235 nm
hullamhosszon mérjuk. A minta HPLC-s tisztasagat a kromatogramon lévé egyes
csutcsok tertletei kozoétti aranybdl szamoljuk.

A kromatografia befejezését kdvetden az alléfazist eldnydsen regeneraljuk, pl.
a mozgd fazist révid szénszénlancu alkohol 20-100 %-os vizes oldataval alkalmazva.

A talalmanyt nem korlatozo jelleggel a kévetkezd példakon mutatjuk be.

1. példa

Pravasztatin (1,0 g, HPLC-s tisztasdga 88 %, hatéanyagtartalom 85 %) nyers
natrium sdjat 10 ml A. mozg6 fazisban (desztillalt viz) oldottuk fel, a pH-t 0,2 M NaOH
oldattal 7-re allitottuk be és az oldatot lesz(rtuk. Az oszlopot A. mozgé fazissal
ekvilibraltuk. A kapott mintat Grom-Sil 120-ODS HE oszlopra (Grom Analytic + HPLC
GmbH, Germany) taplaltuk, amelynek részecskemérete 11 um, oszlopmerete 250 x
10 mm. Az oszlopot a B. mozgo fazissal mostuk, amely 7 % dietilén-glikol-
monobutilétert tartalmaz az A. mozgo fazisban, 4,5 mi/perc aramlasi sebességgel. Az
abszorbanciat 260 nm hulldmhosszon mértuk és a 0,5 ml-es frakciokat az
abszobanciaban megjelend kezdeti névekedéstdl gydjtéttik. Amikor a jel lecsdkkent,

az oszlopot 25 ml 70 %-os metanollal mostuk. A kapott frakcidkat a fenti HPLC-s



ooooooooo

7

analitikai eljarassal vizsgaltuk. A 99,5 % vagy annal nagyobb tisztasagu frakciokat

dsszegylijtottik. Az dsszegyijtétt frakcidkban (7 ml) a HPLC-s tisztasag 99,8 % voilt.

2. példa

Pravasztatin (0,4 g, HPLC-s tisztasaga 88 %, hatéanyagtartalom 85 %) nyers
natrium séjat 5 ml A. mozg6 fazisban (desztillalt viz) oldottuk fel, a pH-t 0,2 M NaOH
oldattal 7-re allitottuk be, és az oldatot leszlrtik. Az oszlopot A. mozgé fazissal
ekvilibraltuk. A kapott mintat Kromasil 100 C-18 oszlopra (EKA Chemicals AB,
Sweden) taplaltuk, amelynek részecskemérete 10 um, oszlopmérete 200 x 10 mm.
Az oszlopot 7 % Triton X-100-at A. mozgé fazisban tartalmazé B. mozgé fazissal
mostuk 1 ml/perc aramlasi sebességgel. Az abszorbanciat 260 nm hullamhosszon
mértik és a 0,5 ml-es frakcidkat az abszobancidban megjelend kezdeti névekedéstol
gy(ijtottik. A kapott frakciokat a fenti HPLC-s analitikai eljarassal vizsgaltuk. A 99,5 %
vagy annal nagyobb tisztasagu frakciokat osszegylijtottik. Az 6sszegyijtott frakciok-
ban (3 ml) a HPLC-s tisztasag 99,7 % volt.

3. példa

0,6 g nyers pravasztatin-natriumsét 5 ml desztillalt vizben feloldottunk. Az 1.
példaban ismertetett protokollt hasznaltuk az alkalmazott mozgd fazis (30 % vizes
metanol oldat) kivételével és 99,8 % HPLC-s tisztasagu osszegydjtott frakcidkat

kaptunk.

4. példa

A 3. példaban ismertetett eljarast megismételtuk, ahol a kiszorité anyag
koncentracidja a mozgé fazisban 14 % volt. Az 1. példaban leirt kritérium szerint az

&sszegyjtétt frakciokban a HPLC-s tisztasag 99,8 % volt.

5_példa

Pravasztatin-laktont (0,4 g, HPLC-s tisztasédga 85 %) 33 ml, 45 % metanolt

tartalmazé A. mozgd fazisban feloldottunk. Az oszlopot A. mozgé fazissal
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ekvilibraltuk. A kapott mintat Grom-Sil 120-CDS HE oszlopra (Grom Analytic + HPLC
GmbH, Germany) taplaltuk, amelynek részecskemérete 11 um, oszlopmérete 250 x
10 mm. Az oszlopot 7 % dietilén-glikol-dibutilétert A. mozg6 fazisban tartalmazé B.
mozgod fazissal mostuk 4,5 mlfperc dramlési sebességgel. Az abszorbanciat 260 nm
hullamhosszon mértik és az 1 ml-es frakcidkat az abszobancidban megjelend
kezdeti névekedéstdl gydjtottik. Amikor a jel lecsokkent, az oszlopot 25 ml 70 %-os
metanollal mostuk. A 99,5 % vagy annal nagyobb tisztasagu frakciokat 6sszegydj-

tottik. Az 6sszegy(ijtott frakciokban a HPLC-s tisztasag 99,7 % volt.

6. példa

~ Pravasztatin-laktont (0,3 g, HPLC-s tisztasaga 85 %) 80 ml, 30 % metanolt
tartalmazé6 A. mozgd féazisban feloldottunk. Az oszlopot A. mozgé fazissal
ekvilibraltuk. A kapott mintat Licrosphere RP 18 oszlopra taplaltuk, amelynek re-
szecskemérete 12 pm, oszlopmérete 200 x 10 mm. Az oszlopot 5 % dietilén-glikol-
mono-n-hexilétert A. mozgd fazisban tartalmazé B. mozgd fazissal mostuk 4,5
ml/perc aramlasi sebességgel. Az abszorbanciat 235 nm hullamhosszon mértak és
az 1 ml-es frakcidkat az abszobanciaban megjelend kezdeti névekedéstdl gydjtottik.
Amikor a jel lecsékkent, az oszlopot 25 ml 90 %-os metanollal mostuk. A kapott
frakciokat a fenti HPLC-s analitikai eljarassal vizsgaltuk. A 99,5 % vagy annal na-
gyobb tisztasagu frakciokat osszegyijtottik. Az 6sszegy(jtétt frakcidkban a HPLC-s
tisztasag 99,8 % volt.

7. példa

Pravasztatin-laktont (0,3 g, HPLC-s tisztasaga 85 %) 25 ml, 35 % acetonitrilt
tartalmazé6 A. mozgdé fazisban feloldottunk. Az oszlopot A mozgé fazissal
ekvilibraltuk. A kapott mintat Licrosphere RP 18 oszlopra taplaltuk, amelynek ré-
szecskemérete 12 pm, oszlopmérete 200 x 10 mm. Az oszlopot 1 % dietilén-glikol-
dibutil-étert A. mozgé fazisban tartalmazé B. mozgé fazissal mostuk 4,5 mi/perc
aramlasi sebességgel. Az abszorbanciat 235 nm hulldamhosszon mértuk és az 1 ml-
es frakciokat az abszobanciaban megjelent kezdeti névekedéstdl gydjtéttak. Amikor
a jel lecsokkent, az oszlopot 25 ml 90 %-os metanollal mostuk. A kapott frakciokat a

fenti HPLC-s analitikai eljarassal vizsgaltuk. A 99,5 % vagy annal nagyobb tisztasagu
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frakcidkat Gsszegy(ijtéttik. Az Gsszegylijtott frakciokban a HPLC-s tisztasag 99,8 %

volt.

8. példa

A 7. példaban ismertetett eljarast megismételtik, ahol a B. mobil fazis 0,85 %
dietil-ftalat volt az A. mozgé fazisban.
A 995 % vagy annal nagyobb tisztasagu frakcidkat &sszegy(ijtéttik. Az 6sz-

szegyUijtétt frakcidkban a HPLC-s tisztasag 99,8 % volt.

9. példa

Szimvasztatin-laktont (0,42 g, HPLC-s tisztasaga 87 %) 6 ml, 66 %
acetonitrilben feloldottunk és 1,2 mmol natrium-hidroxiddal hidrolizaltuk. Az
acetonitrilt eltavolitottuk és a pH-t higitott HsPOs-val 7-re allitottuk be. Az oszlopot 14
% metanolt tartalmazd A. mozgd fazissal ekvilibraltuk. A kapott mintat Grom-Sil 120-
ODS HE oszlopra (Grom Analytic + HPLC GmbH, Germany) taplaltuk, amelynek
részecskemérete 11 pm, oszlopmérete 250 x 10 mm. Az oszlopot 6,7 % dietilén-
glikol-mono-n-hexilétert A. mozgé fazisban tartalmazé B. mozgd fazissal mostuk 4,5
ml/perc aramlasi sebességgel. Az abszorbanciat 260 nm hulldmhosszon mertik és a
0,5 ml-es frakciokat az abszobancidban megjelend kezdeti névekedéstdl gydijtottk.
Amikor a jel lecsokkent, az oszlopot 25 ml metanollal mostuk. A 99,5 % vagy annal
nagyobb tisztasagu frakciokat ¢sszegyUjtéttuk. Az 6sszegy(jtétt frakcidkban a HPLC-
s tisztasag 99,8 % volt.

10. példa

Szimvasztatin-laktont (0,5 g, HPLC-s tisztasaga 87 %) 20 mi, 70 % metanolt
tartalmazd mozgé fazisban feloldottunk. Az oszlopot A. mozgo6 fazissal ekvilibraituk.
A kapott mintat Grom-Sil 120-ODS HE oszlopra (Grom Analytic + HPLC GmbH,
Germany) taplaltuk, amelynek részecskemérete 11 um, oszlopmérete 250 x 10 mm.
Az oszlopot 3 % dekansavat A. mozgé fazisban tartalmazé B. mozgé fazissal mostuk
4,5 mlfperc aramlasi sebességgel. Az abszorbanciat 260 nm hullamhosszon mértik

és a 0,75 mil-es frakciokat az abszobancidban megjelend kezdeti névekedéstdl
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gyditéttak. Amikor a jel lecsokkent, az oszlopot 25 ml metanollal mostuk. A kapott
frakcidkat a fenti eljarassal vizsgaltuk. A 99,5 % vagy annal nagyobb tisztasagu
frakcidkat dsszegyUijtottik. Az dsszegy(ijtott frakcikban a HPLC-s tisztasag 99,7 %

volt.

11. példa

Szimvasztatin-laktont (0,5 g, HPLC-s tisztasaga 87 %) 20 ml, 60 % acetonitrilt
tartalmazd mozgd fazisban oldottuk fel. Az oszlopot A. mozgé fazissal ekvilibraltuk. A
kapott mintat Grom-Sil 120-ODS HE oszlopra (Grom Analytic + HPLC GmbH,
Germany) taplaltuk, amelynek részecskemérete 11 pm, oszlopmérete 250 x 10 mm.
Az oszlopot 2 % tetrakisz(decil)-ammonium bromid A. mozgd fazisban tartalmazé B.
mozgé fazissal mostuk 4,5 ml/perc aramlasi sebességgel. Az abszorbanciat 260 nm
hullamhosszon mértik és az 1 mil-es frakcidkat az abszobancidban megjelend
kezdeti ndvekedéstdl gydijtéttuk. Amikor a jel lecsokkent, az oszlopot 25 ml metanol-
lal mostuk. A 99,5 % vagy annal nagyobb tisztasagu frakcidkat 6sszegydjtéttik. Az
osszegy(ijtott frakciokban a HPLC-s tisztasag 99,8 % volt.

12. példa

Lovasztatin-laktont (0,5 g, HPLC-s tisztasaga 87 %) 60 ml, 75 % metanolban
feloldottunk. Az oszlopot 70 % metanolt tartaimazd A. mozgé fazissal ekvilibraltuk. A
kapott mintat Grom-Sil 120-ODS HE oszlopra (Grom Analytic + HPLC GmbH,
Germany) taplaltuk, amelynek részecskemérete 11 um, oszlopmérete 250 x 10 mm.
Az oszlopot 70 % metanolt és 4,5 % dekansavat A. mozgé fazisban tartalmazoé B.
mozgo fazissal mostuk 6 ml/perc dramlési sebesseggel. Az abszorbanciat 260 nm
hullamhosszon mértik és a 1 ml-es frakcidkat az abszobanciaban megjelené kezdeti
novekedéstdl gydjtottak. Amikor a jel lecsokkent, az oszlopot 25 mi metanollal mos-
tuk.

A kapott frakciokat a fent leirt HPLC-s analitikai eljarassal vizsgaltuk.

. A 99,5 % vagy annal nagyobb tisztasagu frakciokat 6sszegyujtéttik. Az 6sz-
szegy(ijtott frakciokban a HPLC-s tisztasag 99,9 % volt.

13. példa
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Lovasztatin-laktont (0,42 g, HPLC-s tisztasaga 87 %) 8 ml, 50 % acetonitrilben
feloldottunk és 1,5 mmol natrium-hidroxiddal hidrolizaltuk. Az acetonitrilt eltavolitottuk
és a pH-t higitott HsPOs-val 7-re Aallitottuk be. Az oszlopot 14 % metanolt tartalmazo
A. mozgd fazissal ekvilibrltuk. A kapott mintat Grom-Sil 120-ODS HE oszlopra
(Grom Analytic + HPLC GmbH, Germany) taplaltuk, amelyﬁek részecskemérete 11
um, oszlopmérete 250 x 10 mm. Az oszlopot 6,7 % dietilén-glikol-mono-n-hexilétert
A. mozg6 fazisban tartalmazé B. mozgé fazissal mostuk 1 ml/perc aramlasi sebes-
séggel. Az abszorbanciat 260 nm hulldmhosszon mértik és a 0,25 ml-es frakcidkat
az abszobanciaban megjelend kezdeti névekedéstél gyujtéttak. Amikor a jel lecs6k-
kent, az oszlopot 25 ml metanollial mostuk.

A kapott frakcidkat a 9. példaban leirt eljarassal vizsgaltuk. A 99,5 % vagy an-
nal nagyobb tisztasagu frakciokat ésszegydjtottuk. Az dsszegyUlijtétt frakciokban a

HPLC-s tisztasag 99,8 % volt.

14. példa

Mevasztatin-laktont (0,5 g, HPLC-s tisztasaga 85 %) 150 ml, 70 % metanolt
tartalmaz6 mozgo fazisban oldottuk fel. Az oszlopot A. mozgd fazissal ekvilibraltuk. A
kapott mintat Grom-Sil 120-ODS HE oszlopra (Grom Analytic + HPLC GmbH,
Germany) taplaltuk, amelynek részecskemérete 11 um, oszlopmérete 250 x 10 mm.
Az oszlopot 4,5 % dekénsavat A. mozgd fazisban tartalmazé B. mozgé fazissal
mostuk 6 mi/perc aramlasi sebességgel. Az abszorbanciat 260 nm hulldmhosszon
mértik és a 1 ml-es frakcidkat az abszobancidaban megjelend kezdeti névekedestdl
gyUijtottik. Amikor a jel lecsékkent, az oszlopot 25 ml metanollial mostuk.

A kapott frakcidkat a fenti HPLC-s analtikai eljarassal vizsgaltuk. A 99,5 %
vagy annal nagyobb tisztasagu frakciokat osszegylijtottik. Az ésszegydijtott frakciok-
ban a HPLC-s tisztasag 99,8 % volt.
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Szabadalmi igénypontok

1. Eljaras HMG-CoA reduktaz inhibitorok el6allitasara, azzal jellemezve, hogy
a nyers HMG-CoA reduktaz inhibitorok tisztitasi eljarasaban a |épések egyike kizara-
sos kromatografia, amely magaban foglalja egy kiszoritd anyag alkalmazasat a
HMG-CoA reduktaz inhibitor kizarasara.

2. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a HMG-CoA

reduktaz inhibitort a mevasztatin, pravasztatin, lovasztatin, szimvasztatin, fluvasztatin

és atorvasztatin kozul valasztjuk.

3. Az 1. vagy 2. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a HMG-CoA
reduktaz inhibitor lakton alakban vagy sav, illetve annak séjanak alakjaban van.

4. Az 1-3. igénypontok barmelyike szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a ki-
zarasos kromatografia a kévetkezo lépéseket foglalja magaban:
a) egy kromatografias oszlopot egy mozgd fazissal kondicionalunk,
b) mozgé fazisban feloldott nyers HMG-CoA reduktaz inhibitort taplalunk be,
c) bevezetjik a kiszoritd anyagot a HMG-CoA reduktaz inhibitor oszloprél térténd
kiszoritasara és
d) kinyerjik a tisztitott HMG-CoA reduktaz inhibitort.

5. A 4. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a tisztitott HMG-CoA
reduktaz inhibitort
d1) a frakcidk dsszegytjtésével és
d2) a frakciok analitikai HPLC-vel torténé vizsgalataval és a frakciok tisztasagtol

fluggb 6sszegylijtésével nyerjik Ki.

6. A 4. vagy 5. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a kizarasos
kromatografia egy azt kévetd tovabbi Iépést foglal magaban:
e) a_kromatografias oszlopot az oszlop alkohol/viz elegyével térténé moséasaval

regeneraljuk, hogy a kiszoritéd anyagot elualjuk.
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7. A 4. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a mozgé fazist a viz,
acetonitril/viz oldatok vagy a révidszénlanci alkoholok vizes oldatai, valamint a
szerves, halogénezett szerves vagy szervetlen savak fém kationokkal, ammoniaval

vagy aminokkal pufferolt hig oldatai kozul valasztjuk.

8. A 7. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a mozgo fazis a viz,

egy acetonitril/viz oldat vagy révidszénlancu alkoholok vizes oldatanak valamelyike.

9. A 4. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy az alkalmazott mozgo

fazis pH-ja 4,5 és 10,5 kézétt van.

10. A 9. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy az alkalmazott moz-

g6 fazis pH-ja 6,5 és 8 k6z6tt van.

11. A 10. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy az alkalmazott

mozgo6 fazis pH-ja 7.

12. A 4. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a mozg6 fazis at-
aramlasi sebessége a kromatografias oszlopon 1,5 és 30 ml/(perc-cm?) kézétt van.

13. A 4. igénypont szerinti eljards, azzal jellemezve, hogy a mozgé fa-
zis/kiszoritd anyag elegyének ataramlasi sebessége a kromatografias oszlopon 3 es

15 ml/(perc-cm?) kozétt van.

14. A 6. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy az allo fazist a kro-
matografia befejezését kévetden révidszénlancu alkoholok 20-100 %-os vizes olda-

taval regeneraljuk.

15. A 4. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy az 4ll6 fazis forditott

fazis.

16. A 15. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy az allo fazis egy
természetes alapu forditott fazis, igy szilikagél Kkilénb6z6 hosszusagu

alkilcsoportokkal.
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17. A 15. igényponi szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy az allo fazis vagy

C-18, vagy C-8.

18. A 15. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy az all6 fazis egy

szintetikus térhaldsitott polimer matrix.

19. A 18. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a térhaldsitott po-

limer matrix sztirol és divinil-benzol kopolimere.

20. A 4. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy az all6 fazis ré-

szecskemérete 3 és 20 pm kdzétt van.

21. A 20. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy az allé fazis ré-

szecskemérete 7 és 15 um kéz6tt van.

22. A 4. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a kiszoritdé anyagot
a hosszuszénlancu alkoholok, hosszuszénlancu karbonsavak, hosszuszénlancu alkil-
amménium sok, aromas dikarbonsav-észterek, oxo- és dioxo-alkoholok, poli(alkilén)-

poliglikol-éterek és poliaril- vagy polialkilén-poliaril-éterek kézdl valasztjuk.

23. A 4. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a kiszoritdé anyag

koncentracioja a mozgo fazisban 1 és 35 % k0zott van.

24. A 23. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a kiszorité anyag

koncentracioja a mozgé fazisban 2 és 20 % kézott van.

25. Az 1-24. igénypontok barmelyike szerinti eljaras alkalmazasa egy 99,7 %-
ot meghaladé HPLC-s tisztasagi HMG-CoA reduktaz inhibitor eléallitasara.

A meghatalmazott
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