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(54) Zpisob &isténi surovych anthraeyklinavych glykosidit

1

Zplisob ¢&isténi surovych anthracyklino-
vych glykosidli od organickych nebo anor-
ganickych nedistot spofivd v tom, Ze se
vodny roztok surového glykosidu o pH 3 aZ
5 a koncentraci 0,3 aZ 0,5 % hmot. objemo-
vych adsorbuje na polymerni styren-divinyl-
benzenové pryskyFici nebo slab& kyselé ka-
tiontomé&nicdové pryskyfici nebo ma karboxy-
methylceluléze, anthracyklinovy glykosid se
desorbuje smé&si vody a polarniho rozpous-
tédla, popripadé okyselené anorganickou
kyselinou, o pH 2,5 aZ 3,5, eludt se readsor-
buje na uvedenou polymerni nebo katiomnto-
ménitovou pryskyfici nebo na karboxyme-
thylcelulézu, déale se desorbuje eluci polar-
nim rozpoustédlem nebo svrchu uvedenou
smési rozpoustédel, odpafi ve vakuu a po-
tom se takto pPeiSt&ny anthracyklinovy
glykosid o obsahu nejvy$e 3 % hmot. metis-
tot izoluje.

258114




258114

3

Vynélez se tyka zpisobu ¢&isténi anthra-
cyklinovych glykosidd - pomoci selektivni
adsorpce na pryskyficich nebo na karboxy-
methylceluldze.

PoZadavek vysoce specifické metody po-
uZitelné p¥i ziskdvani uvedenych glykosidd,
které jsou v podstat& v €isté formé&, vyplyva
z toho, Ze jak u fermenta&niho, tak u sym-
tetick@ého zplisobu vyroby je mnoZstvi orga-
nickych a anorganickych nelistot v suro-
vém produktu vyscké a pohybuje se v roz-
mezi od 12 do 25 %.

Dosud obvyklé metody, pouZivané p¥i zna-
mych zplisobech ¢i§téni, provadéjici extrak-
ci surového produktu chlorovanymi roz-
poustédly s nasledujicim promyvanim pufry,
viak vedou ke konednému produktu, kde
je procento nefistot, i kdyZ je podstatng
sniZeno, v rozmezi od 4,5 do 5,0 % hmot.

1 kdyZ se takto ziskany standard cistoly
obecné& poklddal jako prijatelny, vezme-li
se v tvahu mimoF4adné citlivost glykosidové
molekuly k manipulaci a chemickym ¢&ini-
dltm, stimuloval nads zdjem pri hleddn{ zlep-
Sené {istici metody, umoZiinjici ziskdvat v
podstaté €isty koneény produkt.

UvaZujeme-li specidlni pouZiti anthracyk-
linovych glykosidl v Kklinické praxi jako
antitumordlnich prostfedkl a vedlejSi- pro-
blémy davkovédni a toxicity, pak optiméalni
eliminace megistot, obvykle wvysoce toxic-
kych, je zFejmym potvrzenim uZite€nosti
tohoto vynélezu.

Piedmétem vyndlezu je tedy zpflisob ¢&is-
téni surovych anthracyklinovych glykosidd,
ziskanych fermenta&nd nebo synteticky, od
anorganickych nmebo organickych netistot a
spotivd v tom, Ze se vodny roztok surového
glykosidu o hodnoté pH 3 aZ 5 a koncentra-
ci 0,3 aZ 0,5 % hmot. objemovych adsorbuje
na 50 aZ 400 ml polymerni styren-divinyl-
benzenové pryskyfice nebo slab& kyselé ka-
tiontoménitové pryskyfice nebo na karbo-
xymethylceluldze, anthracyklinovy glykosid
se desorbuje eluci smési 1 aZ 3 dill obje-
movych vody a aZ 10 dild objemovych po-
larniho rozpou$tédla, napfiiklad methannlu
nebo ethanolu, popfipad& okyselené aZ 0,2
dily objemovymi anorganické kyseliny, na-
pfiklad kyseliny chlorovodikové, o hodnoté
pPH 2,5 aZ 3,5, eluat se readsorbuje na uve-
denou polymern! nebo kationtomé&nidovou
pryskyFici nebo na karboxymethylcelulézu,
pfiemZ adsorbentovd pryskyfice je zvolena
ze svrchu uvedeného souboru, avsak je po-
piipadé& odliSné od typu pouZitého v prvnim
adsorp&nim stupni, déle se piedistény an-
thracyklinovy glykosid desorbuje eluci po-
larnim rozpou$tédlem nebo smési rozpous-
‘vtédel, jaka je uvedena svrchu, eluat se od-
pafi za sniZeného tlaku a potom se takto
pre€istény anthracyklinovy glykosid o ob-
'?a'pu nejvyse 1,5 aZ 3 % hmot. nedistot izo-
uje.

P¥i vyhodném provedeni navrZeného zpi-
sobu &isténi se adsorpce roztoku, obsahuji-
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ciho surovy produkt uréeny k cisténi, na
pryskyfici provddi za pouZiti jednoho typu
pryskyfice nebo na rtznych typech prysky-
Fic ve vhodné& zvoleném pofadi, v zavislosti
na povaze odstraiiovanych neéistot.

Adsorpéni pryskyfice mtZe byt obsaZena
ve vhodném zdsobniku nebo nddobé, ktera
ma v podstaté tvar vdZe nebo kolony, vhod-
nd naplnéné &asticemi pryskyfice. Umisténi
karboxymethylceluldézy v pracovnim pro-
storu je analogické. V zdvislosti na druhu
nedistot obsaZenych v surovém produktu,
eluat ziskany desorpci ladtky z jednoho dru-
hu pryskyfice lze potom vyhodn& adsorbo-
vat na pryskyfici odliSného druhu, z niZ je
potom eluovdn zndmym zplscbem.

P¥i naSem chromatografickém &isticim
zplisobu byly pouZity adsorpémi pryskylice
polymerniho a iontoménitového typu a typu
karhboxymethylceluldzy; presny vybér, vhod-
ny sled pfi pouZiti rtiznych druht prysky-
Fice podle surového produktu, ktery ma byt
gistén, mirng kyselé prostfedi béhem ad-
sorpee, umoZiiuji ziskdvat vysoky stupei ¢is-
toty koneéného produktu, eliminaci pouZiti
chlorovanych rozpou$tédel a vyborné vy-
téZky b&hem ¢isténi.

Nésledujici piiklady ilustruji pouZiti vy-
nilezu, aniZ by jej omezovaly.

Priklad 1

Cisténi 4-desmethoxydaunorubicinu

15,0 g 4-desmethoxydaunorubicinu v su-
rovém stavu, s obsahem ldtky 70,2 % a s
obsahem nedtistot 18 %, se rozpusti v 3,6 1
0,5% roztoku octanu sodného. Roztok, jehoZ
hodnota pH byla upravena na 4,7 pfidanim
kyseliny octové, se adsorbuje na 400 ml
pryskyrice Amberlit XAD2 (Rohm and Haas)
na kolond o praméru 2,5 cm. Produkt se
promyje 1000 ml vody a potom se eluuje
smési voda-methanol (5:1 obj./obj.). Nej-
'prve se odebere 2 000 ml roztoku obsahuji-
cciho aglykony a riizné neéistoty.

Eluce pokratuje smési voda-methanol
(1:1 obj./obj.} a shromdZdi se frakce 4500
'mililitri; eludt obsahuje v roztoku 4-desme-
thoxydaunorubicin spolu s 10 % neéistot.

Hodnota pH eluatu se upravi na 2,8 pfi~
danim kyseliny chlorovodikové, potom se
koncentruje ve vakuu na objem 1500 ml
Priddnim octanu sodného se hodnota pH
koncentrovaného roztoku upravi na 4,0 a
islab& kysely roztok se adsorbuje na 150 ml
CM Sepharosy Cl 6B (Pharmacia), obsaZené
v kolon& o préméru 2,5 cm, rychlosti 150
mililitré/h. Po dokontené adsorpci se kolo-
na promyva nejprve 450 ml vody a potom se
eluuje 0,03% Kkyselinou chlorovodikovou.

Hodnota pH v prvych 800 ml eludtu ob-
sahujicich 18 % nedistot, byla upravena
priddnim octanu sodného na 4,7 a roztok
pfiddn pro recyklovani k roztoku surového
4-desmethoxydaunorubicinu, ktery byl ad-
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sorbovan na amberlitovou pryskyfici XAD2
pro prvy é&istici stupen.

Nasledujic{ eludt (3500 ml), obsahujici
Cisty 4-desmethoxydaunorubicin, se koncen-
truje ve vakuu na ohjem 50 ml, prida se
250 ml acetonu, ziskand sraZenina se cd-
filtruje, protyje acetonem a sudi. Ziskd se
52% vytézek 4-desmethoxydaunorubicinu,
poc¢itdno na vychozi surovy produkt, obsa-
huje 97 % latky a obsah medistot je niZsf
nez 3 %.

Prliklad 2
Cistén{ daunorubicinu

15,0 £ chlorovaného daunorubicinu, o ob-
sahu 74,2 % 1l4tky a o obsahu nedistot 85
procent, se rozpusti ve 4 500 ml vody. Hod-
nota pH roztoku se upravi na 5,0 pfidanim
octanu sodného a adsorbuje se ma 400 ml
pryskyPfice S112 Kastell nebo Amberlit ER
180 (Rohm and Haas], na kolong o pramé-
ru 2,5 cm a pri pritokové rychlosti 600 ml
na hodinu (1,5 obj.).

Roztok se promyje 1000 ml 1% roztoku
chloridu sodného a eluuje se smési voda-
-ethanol (1:1 obj./obj.).

Prvé frakce (400 ml), obsahujici aglyko-
ny v roztoku, se odstrani a eluce pokracuje
shroméZdénim dalSich 260 ml eludtu obsa-
hujiciho ¢isty daunorubicin. Hodnota pH se
upravi na 2,5 piiddnim zleddné kyseliny
chlorovodikové, k roztoku se pfridd aceton
a produkt se nmechd krystalovat po dobu 8
hodin pii teploté -5 °C. Produkt se odfilt-
ruje, promyje acetonem a sudi po dobu 12
hodin ve vakuu.

Daunorubicin se takto ziskdva ve vyt&iku
80 %, vztaZeno na vychozi produkt, s mé-
sledujicimi vlastnostmi, které byly zjistény
pomoci vysokotlaké kapalinové chromato-
grafie: obsah 97 %, obsah neé&istot 2,6 %.

Priklad 3
Cisténi 4-desmethoxydoxorubicinu

2000 ml vodného roztoku obsahujiciho
10,4 g 4-desmethoxydoxorubicinu o obsahu
14 % nedistot se adsorbuje na 50 mt prys-
kytrice ER 180 (Rohm and Haas) umisténé
v koloné& o primé&ru 2,5 cm, rychlosti 250
mililitri/h.

Eluat, parcidln€ zbaveny selektivni ad-
sorpci nedistot, se potom adsorbuje na 200
mililitrd@ pryskyfice CM Sepharose Cl 6B
i(Pharmacia). Produkt je potom eluovan
smé&si methanol 50, voda 50 a koncentrova-
né kyselina chlorovodikovd 0,015, pFiemZ
prvé frakce (asi 800 ml), obsahujici agly-
konv a dal3i nedistoty, se cdstrani. Odebere
se potom 2000 ml eludtu obsahujiciho &is-
tou latku a koncentruje se ve vakuu na ob-
jem 60 ml. PFidd se 300 ml acetonu za mi-
chéni po dobu 3 hodin. SraZenina se odfilt-
ruje, promyje acetonem a su¥i, Ziské se 6,5

]

gramu Cistého 4-desmethoxydoxorubicinu,
tji. 0 58,2 Up vytdZku a o obsahu nefistoty
3 %.

Priklad 4
Cisténi 4'-desoxydoxorubicinu

15,0 g 4'-desoxydoxorubicinu o obsahu
69,2 % a s obsahem organickych nedistot
12 % a s obsahem 12 % mineralnich soli,
se rozpusti ve 2000 ml vody a adsorbuje na
300 ml pryskyfice CM Sephadex C25 rych-
losti 600 mi/h. Po skonSené adsorpci se roz-
tok eluuje 0,03% kyselinou chlorovodikovou
a ziskd se 6 500 ml frakce obsahujici 4'-des-
oxydoxorubicin.

Hodnota pH uvedeného eludtu se upravi
na 3,8 pfiddnim rcztoku hydroxidu sodného
a eludt se adsorbuje na 200 ml pryskyfice
18112 Kastell rychlosti 400 mi/h. Produkt se
promyje 600 ml vody a potom se eluuje me-
thanolem ckyselenym ma hodnotu pH 2.0
kyselinou chlorovzdikovou.

Ziskd se 600 m! jadra eludtu, ktery se
koncentruje ve vakuu na 60 ml. Zkoncent-
rovany roztok se pomalu viije do 600 ml
acetonu. Vznikld sraZenina se odfiltruje,
promyje acetonem a su$i., Ziska se 61% vy-
téZek 4‘'-desoxydoxorubicinu o obsazhu 98,5
procent a o obsahu nedistot 4,2 %.

Priklad 5
Cisténi 4 -epidoxorubicinu

15,0 g surového 4'-epidoxorubicinu o ob-
sahu 75,9 % a s obsahem nedistot 15 % se
rozpusti ve 4 000 m! vody.

Hodaota pH roztoku se upravi na 4,6 pii-
danim mravenanu sodného a roztok se ad-
sorbuje na 400 ml pryskyfice Amberlit IRC
724, umisténé ma kolond o praméru 2,5 cm,
rychlesti 1 600 ml/h (4 obj.).

Kolona se promyje 800 ml vody a potom
se eluuje smési 95 methanolu, 5 vody a
0,015 koncentrované kyseliny chlorovodiko-
vé. Odebird se 4000 m! jddra eludtu se 4'-
-epidoxorubicinem, obsahujicim jestd 10 %
nedistot a 1500 ml konetného eludtu s pie-
viddajicim cbsihem neéistot.

jadro eludtu se koncentruje ma 1500 ml,
hodnota pH se upravi na 4,8 piiddanim mra-
ventanu sodného a adsorbuje se na 250 ml
karboxymethylcelulézové pryskyfice (Wath-
man), umisténé na kolon& o priméru 2,5 cm
rychlosti 500 ml/h {2 obj.).

Po skonfené adsorpci se produkt promyije
smési 99,3 sthanolu, 0,7 vody a 0,015 kon-
centrované kyseliny chlorovodikové a potom
eluuje smési 90 ethanolu, 10 vody a 0,05
koncentrované kyseliny chlorovodikové, pti-
gemZ se shromaZduje 3 200 ml jadra eluatu.

Eluéat se koncentruje ve vakuu na 60 ml
a produkt se srdZi p¥idanim 300 ml acetonu.

Ziskd se 6,9 g 4'-epidoxorubicinu o obsa-
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hu 91,2 % a o obsahu nedistot 3 %. Vytdiek:
55,3 %.

Priklad 6
Cisténi doxorubicinu

a) 70 g doxorubicinu se rozpusti ve 28 ml
vody, hodnota pH se upravi na 3,7 aZ 4,5
pridanim pufru a roziok se adsorbuje na 2
litrech pryskyrice S112 Kastell, umisténé na
koloné o préméru 6 cm. Produkt se eluuje
smési 35 litrflt vody a 15 litr@ methanolu.

40 litrd eludin se koncentruje ve vakuu
na 0,5 litru a produkt vykrysialuje prida-
nim smési 1 litru ethanolu a-4,5 litru ace-
tonu za michdni pii teplot& -{-5 °C po dobu
3 hodin.

Produkt se odfiltrujs, promyje acetonem
a sudi ve vakuu pfi teploté 40 °C po dobu
5 hodin.

Ziska se 56,0 g piedfisténého doxorubi-
cinu (I].

b} 80,0 g predéistdného doxorubicinu (I],
ziskaného postupem podle a), se rozpusti
ve 24 litrech vody a hcdnota pH se upravi
na 4,0 pfidanim pufru.

8
Roztok se adsorbuje na koloné& o priméru
12 cm a obsahujici 1,6 1 karboxymethylce-
lulézové pryskytrice Wathman.

Eluent z kolony se odstrani.

Po promyti 3,2 1 vody se produkt eluuje
55 1 vody o hodnot& pH 2,5 po pfidani ky-
seliny chlorovodikové.

ShromdaZdi se 46 1 eludtu a koncentruje
ve vakuu na objem 0,6 1 a produkt se meché
krystalovat po opatrném pridavku smési
isopropylalkohol-aceton 1 : 3.

Produkt se odfiltruje, promyje 1 1 acetonu
a sudi po dcbu 4 hodin p¥i teplot& 40 °C.

Ziska se 65 g doxorubicinu o obsahu 98,5
procent 2 ohsahu 1,5 % nedéistot.

V piedchéazejicich pfikladech 1 aZ 6 se
pouZiva rliznych typll pryskyfic, které jsou
v textu oznadovany ochrannymi znadmkami.
Uvadi se bliz8i charakterizace t&chto typd
pryskyfic:

Vsechny typy pryskyfic Amberlit a Kastell
jsou tvofeny zesitovanymi styren-divinyl-
benzenovymi kopolymery.

VSechny typy pryskyric Sepharose jsou z
agarony ve formé kuligek.

Sepharexové pryskyrice jsou vyrobeny na
bhazi dextranu & jsou ve formé& kulifek.

PREDMET VYNALEZU

1. Zphsch ¢isténi surovych anthracykli-
novych glykosida, ziskanych fermentatné
nebo synteticky, od organickych nebo anor-
ganickych medéistot, vyznafujici se tim, Ze
se vodny roztok surového glykosidu ¢ hoed-
notd pH 3 aZ 5 a koncentraci 0,3 az 0,5 %
hmot. objemovych adsorbuje na 50 aZ 400
mililitrech polymerni styren-divinylbenze-
nové pryskylice nebo slab& kyselé kation-
tomé&nitové pryskyfice nebo na karboxyme-
thylceluléze, anthracyklinovy glykosid se
desorbuje eluci smési 1 aZ 3 dilli objemo-
vych vady a aZz 10 dild cbjemovych polér-
niho rozpoustédla, napriklad methanolu ne-
bo ethanolu, popfipadé okyselend aZ 0,2 di-
ly objemovymi ancrganické kyseliny, napfi-
klad kyseliny chlorovodikové, o hodn:i8 pH
2,5 aZ 3,5, eludt se readsorbuje na uvedenou
polymerni nebo kationtomé&ni€ovou prysky-

Severografia, n. p. zdvod 7, Most

Fici nebo na karboxymethylceluldzu, pii-
¢em? adsorbentové pryskyfice je zvolena ze
svrchu uvedeného souboru, avSak je popfi-
padé odli$nd od typu pouZitého v prvnim
adsorp&mim stupni, ddle se desorbuje pfe-
Cistény anthracyklinovy glykosid eluci po-
larnim rozpoustédlem nebo smési rozpous-
tédel, jako je uvedena vySe, eludt se odpaki
ve vakuu a potom se takto pFedistény an-
thracyklin o obsahu nejvy$e 1,5 aZz 3 %
hmotncstni nec€istot izoluje.

2. Zplsob podle bodu 1, vyznafujici se
tim, Ze adsorpce roztoku, obsahujiciho su-
rovy produkt uréeny k C¢isténi, na prysky-
Fici se provadi za pouZiti jednoho typu prys-
kyFice nebo, v zavislosti na povaze netistot,
riznych typd pryskyfic ve zvoleném pota-
di.

+ Cena 2,40 Kés
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