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mevinolsav laktonizacidja Gtjan, Gigy, hogy a laktonizacioét vizes kdzegben

végzik és a kivant terméket izolaljak.
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A taldlmany targya 1j eljards nagytisztasagu, I képlettel jellemzett
hipolipémids hatasGi gydgyszerhatdanyag; a lovasztatin eldallitasara és

1zolalasara.

(1)

A taldlmany szerinti termék nagytisztasagan legalabb 95% hatdanyag-

tisztasagot értiink.

Ismert, hogy bizonyos mevalonat-szarmazékok igen hatékony anti-
hiperkoleszterol hatasii gyogyszerhatéanyagok és ezt a kedvezd hatast a
koleszterol bioszintézisének csokkentése révén érik el, az un. HMG-CoA-
reduktaz enzim muikodésének gatlasa kovetkeztében. A lovasztatin,
pravasztatin, simvasztatin, mevasztatin, atorvasztatin, tovabba ezek
szarmazékai és analdgjai; valamennyien mint in. HMG-CoA-reduktaz enzim

inhibitorok, és ennélfogva antihiperkoleszterol-szerekként hasznélatosak.
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Ezeknek a hatdanyagoknak a tSbbségét fermentacids uton allitjak eld,
elsdésorban az Aspergillus, Monascus, Nocardia, Amycolatopsis, Mucor vagy
Penicillium nemzetséghez (génuszhoz) tartoz6 mikroorganizmusokat
alkalmazva. Mas esetekben a fermentaciés uton kapott termékeket még
kémiai szintézisekkel modiﬁkéljék vagy a terméket teljes mértékben kémiai

uton; Un. total-szintézissel allitjak elo.

A lovasztatin a fent emlitett termék-csoport, az Un. sztatinok csaladjabol az
elsd, amelyet széleskériien alkalmaznak a gyakorlatban. A lovasztatint
fermentaciés moddszerrel mikroorganizmus segitségével allitjak  eld.
Mikroorganizmusként Aspergillus terreus térzset hasznélnak ( 1asd: 4 231 938
szami USA-beli szabadalmi leirast), melyet az American Type Culture
Collection ( r6évid nemzetkozi nevén: ATCC) mikroorganizmus-
gylijteményben a 20 541 és a. 20 542 deponalasi szamon talalhatunk. Ismert
a lovasztatin mikrobioldgiai Uiton torténd eldallitdsara a Monascus ruber nevi
mikroorganizmus alkalmazasa is ( lasd: a 3 006 216 szdml német szabadalmi
leirast, ill. a 4822 szamon deponalt fenti nevli mikroorganizmust, mely a
japan Nemzetk6zi Kereskedelmi Minisztérium Fermentaciés Kutatasi

Intézetének t6rzsgyiijteményében talalhato.)

A lovasztatin kémiai neve: 1,2,6,7,8,8a-hexahidro-f, 8-dihidroxi-2,6-dimetil-
8-(2-metil-1-oxo-butoxi)-1-naftalen-heptansav-6-lakton, amelynek szerkezeti

képletét az I képleten mutatjuk be.

A lovasztatin aktiv forméja egy sav, amely kémiailag 1,2,6,7,8,8a-hexahidro-
B,5-dihidroxi-2,6-dimetil-8-(2-metil-1-oxo-butoxi)-1-naftalen-heptansav ~ és

szerkezetét az alabbi II képlettel jellemezhet;jiik:
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()

A kémiai uton elballitott HMG-CoA-reduktaz-inhibitorok kereskedelmi
bevezetése megalapozta azt az igényt, hogy a fermentacids technologiaval
gyartott sztatinok egyre jobb kitermeléssel legyenek eldallithatok. A
technolégia  fejlesztése  magaval hozta a  magasabb  hozamu
mikroorganizmusok térnyerését, az eljarasok nagyitdsanak hatékonysagat, a

fermentlé feldolgozasanak javitasat, valamint az izolalasi technikédk javulasat.

A fermentacios eljaras soran a lovasztatin a fermentlében leginkabb hidroxi-
sav, azaz mevinolsav forméaban van jelen. A lovasztatin fermentlébdl valé
izolalasat a szakirodalom szerint kétféle uton lehet megvaldsitani. Az egyik
ismert médszer ( lasd: 4 319 039 szam USA-beli szabadalmi leirast) abban
all, hogy a mevinolsavat oldoszerrel kiextrahaljdk, majd a mevinolsav
ammonium-sojat izolaljak és ezt kovetden laktonizalassal lovasztatinna

alakitjak.
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A masik megoldas szerint a mevinolsavat oldoszerrel kiextrahaljak, ebben az
oldat-fazisban laktonizilnak, majd a lovasztatint izolaljak ( lasd: WO
97/20834 szamt PCT-szabadalmi bejelentést). A 33 536 szamu EP-
szabadalmi leiras szerint a lovasztatin fermentlébdl valo izolalasat etilacetattal
végzik. Az extraktumot vakuumban bepéroljdk, majd a laktonizalast toluolban
106 C-on 2 6rai idétartamban végzik el. Miutan a laktonizalas teljessé valt,
az oldatot egészen kis térfogatra koncentraljak és oszlopkromatografias
tisztitasnak vetik ald. Olddszerként etilacetatot vagy n-hexant alkalmaznak.
Az 6sszegyljtott frakciokat ismét vakuumban betoményitik és ebbdl a tiszta

lovasztatin lakton-formaban kikristalyosodik.

Osszefoglalva, tehat, mindkét ismert modszer egy végsd tisztitasi lépést

igényel a lovasztatin gyogyszerkonyvi tisztasaganak elérése érdekében.

A fentiek alapjan megaéllapithatd, hogy az anti-hiperkoleszterol szerek
izolalasara és tisztitasara vonatkozd ismert, korabbi szabadalmi eljarasok
lényeges hatranyokat tartalmaznak, miutan tobb technolégiai 1épést, tobbszori
extrakciot, nehézkes kromatografias tisztitast, laktonizaciot és kristalyositasi
metodikékat foglalnak magukba. Igy, bar a végtermék tisztasiga eléri a
gyogyszerkoényvek altal megkovetelt szintet, a hatéanyag rendkiviil alacsony
hozammal allithaté eld. Raadasul, ezek az ismert eljarasok igen jelentos
mennyiségli szerves olddszerek hasznalatat igénylik, és ehhez ipari termelés

esetén nagy méretii, dragan {izemeld berendezések sziikségesek.

A masodik modszerként emlitett magas homérsékleten végzett laktonizalas
gyakran nem kivanatos melléktermékek megjelenését is okozza, igy tovabbi

tisztitasi 1épések beiktatasara is sziikség van.
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A TALALMANY LENYEGE

A taldlmany célja, tehat, olyan eljaras kidolgozésa, amellyel a technika
allasabol ismert eljarasok hatranyai kikiiszobolhetd és egyszerii, hatékony
modszert ad a lovasztatin ipari szintli, gazdasagos el6allitasara.

Célunk volt az is, hogy a termék nagy tisztasaggal legyen eldallithatd,
valamint révid technoldgiai id6kel, kevesebb oldoszer felhasznaldsaval

kapjuk meg a kivant terméket.

Felismerésiink abban all, hogy a mevinolsav laktonizalasat vizes kdzegben a

szobahdmérsékletnél alig magasabb homérsékleten meg lehet valdsitani.

A taldlmany, tehat, eljaras a II képletli mevinolsav laktonizaciojanak
megvaldsitasara és az I képletli lovasztatin izolalasara, olyan mddon, hogy a
laktonizacidt teljesen vizes kdzegben, magaban a fermentlében végezziik el.
Az igy kapott lovasztatin igen magas tisztasagl, annak kromatografias

tisztasdga meghaladja a 95 %-ot.

A talalméany szerinti eljdrdsban a vizes kozeg pH-jat savas tartomanyra
allitjuk, majd az inkubalast 40-60 C°-on, 20-60 6ran keresztiil végezziik. Az
eljarasban vizes koézegként fermentlevet alkalmazunk. Fermentléként,
célszerlien a lovasztatint termelé mikroorganizmus fermentacids kozegét

alkalmazzuk.

A taldlmany  szerinti  eljarasban a  fermentlé  eldallitasara

mikroorganizmusként Aspergillus nemzetséghez tartozé mikroorganizmus
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torzset hasznalunk. Egy el6nyds eljaras-valtozatban az Aspergillus
nemzetséghez tartozé mikroorganizmusok korébol Aspergillus terreus torzset
hasznalhatjuk, célszerlien az ATCC 20 542 deponéléasi szamt Aspergillus

terreus torzset alkalmazhatjuk.

A taldlmany szerinti laktonizaciét savas pH-tartomanyban végezziik,
célszerlien a pH=2,0-3,0 értékii tartomanyt valaszthatjuk. A pH beallitasat
savval, elénydsen asvanyi savval végezziik. Asvanyi savként kénsavat,

salétromsavat, ssavat vagy foszforsavat alkalmazunk.

A taldlmany szerinti eljarasban a laktonizacio hémérsékletét 50-60 C°kozotti

értékben valasztjuk.

Talalmany szerinti eljarasunk értelmében a lovasztatin izolalasat a vizes
rendszer olddszeres extrakcidjaval, ezt kovetd oldoszer-beparléssal,
kristalyositassal és szaritassal végezziik. Az olddszeres extrakciora észter-
tipusi oldodszert, elénydsen etilacetatot, butilacetatot vagy aromas

szénhidrogént, elényosen toluolt hasznalhatunk.

A taldlmany értelmében, tehat, Ggy jarunk el, hogy a lovasztatint fermentacids
Gton mikroorganizmus felhasznalasaval allitjuk eld. Mikroorganizmusként
Aspergillus nemzetségbe tartozd térzset, eldnydsen Aspergillus terreust (

ATCC 20.542) vagy ennek valamely jol termeld variansat hasznaljuk.

A fermentacids eljaras soran a lovasztatint tartalmazo6 fermentlé pH-jat savas
tartomanyban kell tartani, igy a mevinolsav-képz6dés legkedvezébb pH-

ja=2-3 kozotti érték. Az inkubaciot 20-60 6ra id6tartamban, 40-60 C°-os
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tartomanyban célszerli végezni, ekkor a mevinolsav laktonizaciodja lejatszodik
és az oldatbdl a lovasztatin kinyerhetd. A savas pH bedllitdsara az ismert
savakat, el6nydsen &asvanyi savakat, mint példaul sésavat, kénsavat,

salétromsavat, foszforsavat és masokat hasznalhatunk.

A taldlmany szerinti eljaras egy elényds valtozataban a fermentlé inkubalasat
24 o6ran keresztiill végezzilk. A taldlmany szerinti eljarasban kedvezd
eredményeket kapunk 40-60 C°-on végzett, illetve 50-60 C°-on végzett

inkubacio esetén.

A talalmany szerinti eljarasban a lovasztatin izolaldsat dnmagdban ismert,
konvencionalis mddszerekkel végezhetjiik. Célszerlien ugy jarhatunk el, hogy
az oldatbdl a lovasztatint kiextrahaljuk, majd az olddszer beparlassal
eltavolitjuk, a terméket kikristalyositjuk és széritjuk. Extrahalé oldoszerként
észter-tipusi olddszereket, igy etilacetatot, butilacetdtot vagy aromas

szénhidrogéneket, igy példaul toluolt hasznalhatunk.

A taldlmany szerinti eljarasban 6nmagaban ismert mddszerekkel is javithatjuk
az eljaras hatékonysagat. Igy, példaul a kapott lovasztatint tovabbi tisztitas al4

vethetjiik. Ezt a tisztitast oldoszerbdl t6rténd atkristalyositassal végezhetjik.

A taldlmany szerinti eljarast az alabbi példdakban mutatjuk be részletesen,

anélkiil, hogy az oltalmi kort ezekre korlatoznank:

*
LR 12N
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l. példa

6,2 liter fermentléhez 0,8 liter 2n hig kénsavat adunk, igy annak pH-jat 2,1-re
allitjuk. A savanyitott fermentlevet 50 C°-ra melegitjiik és tovabbi 24 6ran
keresztiil 50-60 C°-on keverjiik. Ezen id6 alatt a savas forma 90%-a lakton-
formava alakul, melyet magasnyomasu folyadékkromatografids modszerrel,

nemzetk6zi szakmai roviditéssel: HPLC-mddszerrel kévethetiink.

Az igy kezelt fermentlevet sziirjik, a micéliumot 7,5 liter toluollal
extrahaljuk. A toluolos-szerves fazist 1,3 liter 5 tomeg/térfogat%-os natrium-
bikarbonat-oldattal és 0,65 liter demineralizalt vizzel mossuk. A mosott
toluolos-szerves fazist vakuumban 60 C°-on 160-200 ml térfogatra
beparoljuk. Az igy kapott koncentratumot 5-7 C°-ra hiitjiik és tovabbi 1 6ran
keresztiil keverjiikk. A szuszpenziét sziirjiik, a szliron maradt kristalyokat 50
ml 5-10 C°-ra hiitétt toluollal mossuk. A kapott nedves terméket 40 C°-on 16

6ran keresztiil vakuumban szaritjuk.
A kapott termék: 25,6 g lovasztatin ( kromatografias tisztasaga: 95 % felett).
2. példa

12 liter fermentléhez 1,4 liter 10 tomeg%-os hig salétromsavat adunk, igy
annak pH-jat 2,1-re allitjuk. A savanyitott fermentlevet 50 C°-ra melegitjiik és
tovabbi 48 Oran keresztiil ezen a homérsékleten keverjiik. Ezen id6 alatt a
savas forma 90%-a lakton-formava alakul, melyet HPLC-médszerrel

kovethetiink.
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Az igy kezelt fermentlevet sziirjiik, a micéliumot 12 liter toluollal extrahaljuk.
A toluolos-szerves fazist 1,5 liter 5 tdmeg/térfogat%-os natrium-bikarbonat-
oldattal és 1,5 liter demineralizalt vizzel mossuk. A mosott toluolos-szerves
fazist vakuumban 50 C°-on 300-350 ml térfogatra beparoljuk. Az igy kapott
koncentratumot 5-7 C°-ra hiitjiik és tovabbi 3 dran keresztiil keverjikk. A
szuszpenzidt sziirjik, a szlirdn maradt kristalyokat 100 ml 5-10 C°-ra hiitott
toluollal mossuk. A kapott nedves terméket 40 C°-on 16 oran keresztiil

vakuumban szaritjuk.

A kapott termék: 46,2 g lovasztatin ( kromatografias tisztasaga: 95 % felett).

3. példa

8500 liter fermentléhez 540 liter 2n hig kénsavat adunk, igy annak pH-jat 2,0-
re allitjuk. A savanyitott fermentlevet 50-55 C°-ra melegitjiik és tovabbi 22
oran keresztiil ezen a hdmérsékleten keverjlik. Ezen id6 alatt a savas forma

90%-a lakton-formava alakul, melyet HPLC-mddszerrel kdvethetiink.

Az igy kezelt fermentlevet szlirjilkk, a micéliumot 7600 liter toluollal
extrahaljuk. A toluolos-szerves fazist 1340 liter 5 tomeg/térfogat%-os
natrium-bikarbonat-oldattal és 670 liter demineralizalt vizzel mossuk. A
mosott toluolos-szerves fazist vakuumban 40-60 C°-on 200 liter térfogatra
beparoljuk. Az igy kapott koncentratumot 5-8 C°-ra hiitjiikk és tovabbi 2 oran
keresztiil keverjiik. A szuszpenziot sziirjiik, a szlir6n maradt kristalyokat 130
liter 5-10 C°-ra hiitstt toluollal mossuk. A kapott nedves terméket 40 C°-on 16

oran keresztiil vakuumban széritjuk.
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A kapott termék: 45,3 kg lovasztatin ( kromatografids tisztasaga: 95 % felett).

Megjegyezziik, hogy a fenti példdkat még egyéb Onmagaban ismert
modszerekkel tovabbfejleszthetjilk, ezek a megoldasok is jelen talalméany

oltalmi korébe tartoznak.
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SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Eljaras az (I) képletii

5 (1)
lovasztatin nagytisztasagban t6rténd el6allitasara a II képletii
H
HO E 40
N OH
o) OH

H
CHs

(1)

mevinolsav laktonizacidja utjan, azzal jellemezve, hogy a laktonizaciot

10  vizes kdzegben végezziik és a kivant terméket izolaljuk.
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2. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a vizes
kozeg pH-jat savas tartomdnyra allitjuk, majd az inkubalast 40-60 C°®-on,

20-60 oran keresztiil végezziik.

3. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy vizes

kozegként fermentlevet alkalmazunk.

4, A 3. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy
fermentléként a lovasztatint termelé mikroorganizmus fermentacios

kozegét alkalmazzuk.

5. A 4. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy
mikroorganizmusként Aspergillus nemzetséghez tartozé
mikroorganizmus torzset hasznalunk.

6. Az 5. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy
mikroorganizmusként az  Aspergillus  nemzetséghez  tartozd

mikroorganizmusok k6réb6l Aspergillus terreus térzset hasznélunk.

7. A 6. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy
mikroorganizmusként az ATCC 20 542 deponalasi szamu Aspergillus

terreus torzset hasznaljuk.

8. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a

laktonizaciot savas pH-tartomanyban végezziik.

9. A 8. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a

laktonizaciot pH=2,0-3,0 értékii tartomanyban végezziik.
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10. A 9. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a pH

beallitasat savval végezziik.

11. A 10. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a pH

beallitasat asvanyi savval végezziik.

12. A 11. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy asvanyi

savként kénsavat, salétromsavat, sdsavat vagy foszforsavat alkalmazunk.

13. A 2. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a

laktonizacié homérsékletét 50-60 C°kozotti értékben valasztjuk.

14. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a kivant
termék; a lovasztatin izoldlasat a vizes rendszer oldoszeres
extrakciojaval, ezt kovetd oldoszer-beparlassal, kristalyositassal €s

szaritassal végezziik.

15. A 14. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy az
oldoszeres extrakciora észter-tipusi oldoszert, eldnydsen etilacetatot,

butilacetatot vagy aromas szénhidrogént, elény6sen toluolt hasznalunk.

A bejelent6 helyett a meghatalmazott:

¢

Dr. AsnoTit-Dr. Biczie & « TARSA , ; e
OUYVEDLES SZABADALMI IRODA . o
i

1535 Budapese. P 901 4 A

(Dr. ASBOTH Domokos)
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