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Zplsob separace neutralniho tricyklického makrolidu, od
kyselych, bazickych a nepolarnich neutralnich negistot,
pfitomnych v koncentratu kvasnych Zivnych extraktd nebo
mate€nych vyluhd, obsahujicich uvedeny makrolid, zahmuje
v jakémkoli pofadi jeden &i vice z nésledujicich kroki: a)
roztok uvedeného koncentratu v rozpoustédle, které je
nemisitelné s vodou, se extrahuje vodnym roztokem
anorganické baze k odstranéni v podstaté viech kyselych
netistot; b) roztok uvedeného koncentratu v rozpoustédle,
které je nemisitelné s vodou, se extrahuje vodnym roztokem
anorganické kyseliny k odstranéni v podstaté viech bazickych
necistot; c) roztok uvedeného koncentratu se podrobi reakci

s nearomatickym uhlovodikovym rozpoustédlem k odstranéni
nepolamich neutrélnich negistot.
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Zpiisob separace neutralniho tricyklického makrolidu

Oblast techniky

Vynélez se tyka zplisobu separace pfirozen& se vyskytujiciho neutralniho makrolidu, zejména
tricyklického makrolidu jako je rapamycin, 32—desmethylrapamycin, 15-deoxorapamycin nebo
FK-506, od jinych, pirozené se vyskytujicich sloZek, vzniklych kvasnym procesem. Konkrétné&ji
se tento vynalez tykd zpisobu ziskani tricyklického makrolidu rapamycinu z koncentratu
kvasného Zivného extraktu a z koncentratu mate¢ného vyluhu.

Dosavadni stav techniky

Tricyklické makrolidy, ptedstavované rapamycinem a FK-506, vykazuji imunosupresivni
aktivitu, stejné jako antibiotické a dal3i farmakologické aktivity. Lze je pouZit k 1é¢b& odvrZeni
$tépu &i transplantatu, k 1é8b& zanétlivych a autoimunitnich onemocnéni, jako je lupus,
revmatoidni arthritida, diabetes mellitus (cukrovka) a roztrousena skleroza.

Tricyklické makrolidy rapamycin, 32—desmethylrapamycin, 15-deoxorapamycin a FK-506
vznikaji kvaSenim riiznych kment Streptomyces za vhodnych podminek a jsou neutralni povahy,
nebot’ nemaji z4dnou bazickou aminoskupinu, ani fenolickou skupinu nebo skupinu karboxylové
kyseliny. Rapamycin je ziskavan kultivaci S. hygroscopicus NRRL 5491 ve vodném médiu.
Micely, obsahujici tricyklicky makrolid, jsou izolovany zristového média a extrahovany
organickym rozpoustédlem jako je methanol, &imz vznikd smés, sloZend z pozadovaného
tricyklického makrolidu, z ptibuznych slougenin, kyselych slougenin jako jsou mastné kyseliny,
bazickych slougenin jako jsou alkaloidy a peptidy a z neutralnich lipofilnich slouenin jako jsou
tuky. Kvasny Zivny extrakt je obvykle zahu$tén k usnadnéni pfenosu a/nebo skladovani do doby,
nez bude makrolid izolovan. Izolace a &isténi tricyklickych makrolidii zkvasného Zivného
extraktu predstavovaly v dob& pred timto vyndlezem pracny a nakladny postup, vyZadujici
k ziskani vyg&i§téného materialu pouZiti riznych chemickych a chromatografickych technik.
[US 5091 389; US 3993 749; WO 93/11130; Sehgal, J. of Antibiotics 28 (10), 727, 1975].
Koncentrat kvasného zivného extraktu rapamycinu obsahuje pouze 5 aZ 15 % rapamycinu
a napfiklad nejvy3e asi 50 % kyselych slozek, pficemz je nutné rapamycin od ostatnich slozek
oddglit. Zptisob oddéleni tricyklickych makrolidd z kvasnych Zivnych extraktd obvykle zahrnuje
adsorpci a desorpci z aktivovaného uhliku, postupy, vyuzivajici selektivni rozpustnosti a jeden
&i vice Casové i finanéné narotnych chromatografickych postupi chromatografie na sloupcich
a/nebo vysoce i¢inné kapalinové chromatografie (HPLC). AZ dosud bylo vylougeno pouzivani
kyselych nebo bazickych podminek, nebot tricyklické makrolidy jako rapamycin byly povazova-
ny za nestabilni v takovych podminkach. Rapamycin podléha v roztoku, ktery je misitelny
s vodou, tj. v methanolu nebo tetrahydrofuranu, degradaci anorganickymi bazemi jako je vodny
hydroxid sodny, organickymi bazemi, jako je 4—dimethylaminopyridin (DMAP) &i 1,8-diaza-
bicyklo[5,4,0Jundek-7-en (DBU), nebo vodnymi roztoky mineralnich kyselin, jako kyselinou
chlorovodikovou a Lewisovymi kyselinami, jako je chlorid zine¢naty [Steffan se spoluautory,
Tetrahedron Letters (v tisku), D. Yohanes a S. J. Danishefsky, Tetrahedron Letters 33(49), 7469
az 7472, 1992; Luengo se spoluautory, Tetrahedron Letters 34(6), 991 az 994, 1993 a D.
Yohannes se spoluautory, Tetrahedron Letters 34(13), 2075 az 2078, 1993].

Tento vynalez poskytuje relativng rychly a Gginny zpisob ziskéni makrolidu, zejména tricyklic-
kého makrolidu, konkrétn&ji pak rapamycinu, z koncentrati kvasnych Zivnych extrakti a matec-
nych vyluh@t nebo koncentrati, ziskanych z rekrystalizaénich rozpoustédel, rozmélfiovanim a
promyvanim produktu a vyhybé se &asové a finanéné naroénému chromatografickému déleni,
popsanému v US 5 091 389, US 3 993 749, WO 93/11130 a Sehgalem v J. of Antibiotics 28(10),
727, 1975. Zpiisob zahrnuje separovani kyselych a/nebo bazickych slozek od neutrélnich slozek
rozpuiténim koncentratu, obsahujiciho makrolid, ve vhodném rozpouitédle, které je misitelné
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s vodou a extrahovani kyselych a/nebo bazickych slozek do vodné baze nebo kyseliny, a déle
pouziva postupy, zaloZené na principu selektivni rozpustnosti nebo extrakéni postupy k odd€leni
neutralniho polarniho tricyklického makrolidu od nepolarnich neutralnich latek, pfitomnych
v koncentratu. Zatimco zde popsanym zplisob se tyka koncentrati kvasnych Zivnych extrakti
nebo roztokli mateénych vyluhdl, roztok celkového extraktu nebo roztoky matecného vyluhu
mohou byt v postupu, predkladaného timto vynalezem, vyuzity za predpokiadu, Ze rozpoustedlo
nebo smés rozpoustédel, pouzité k extrakci kvasné zivné pidy nebo k rekrystalizaci, rozméliio-
vani & k promyvani, jsou pro tento zplsob pouZitelné anejednd se o nevhodny objem
rozpousitédla. Objem rozpoustédla mize byt redukovan jeho CasteCnym zahusténim. Kterykoli
z roztokil, na n&z lze aplikovat zpiisob podle tohoto vynalezu, miize byt oznaCen jako koncentrat,
obsahujici makrolid.

Produkt, ziskany uvedenym zplisobem, miZe byt &iStén aZz do vyhovujici urovné Cistoty
obvyklymi metodami, pouzivanymi v oboru.

Podstata vynéalezu

Podstatu vynalezu tvofi zpisob separace neutralniho tricyklického makrolidu, od kyselych,
bazickych a nepolarnich neutralnich negistot, pfitomnych v koncentratu kvasnych Zivnych
extraktd nebo mate&nych vyluhti, obsahujicich uvedeny makrolid, postup zahrnuje v jakémkoli
pofadi jeden &i vice z nasledujicich kroka:

a) roztok uvedeného koncentratu v rozpoustédle, které je nemisitelné s vodou, se extrahuje
vodnym roztokem anorganické baze k odstran&ni v podstaté viech kyselych negistot;

b) roztok uvedeného koncentratu v rozpouitédle, které je nemisitelné s vodou, se extrahuje
vodnym roztokem anorganické kyseliny k odstran&ni v podstaté viech bazickych necistot;

c) roztok uvedeného koncentratu se podrobi reakci snearomatickym uhlovodikovym
rozpoustédlem k odstranéni nepolarnich neutralnich ne€istot.

Zpusob podle vynalezu je znazornén déle na Schématu 1. V nasledujicim popisu zpisobu podle
vynalezu je nepolarnim rozpoustédlem nearomatické uhlovodikové rozpoustédlo jako cyklo-
hexan, cyklohexan, hexan, heptan, pentan a podobné. Rozpoustédla, nemisitelnd s nearoma-
tickym uhlovodikovym rozpoustédlem jsou rovn&z zahrnuta, ale nejsou omezena jen na aceto-
nitril a dimethylformamid. Vyraz extrakce se vztahuje k postupu diikladného promichani jednoho
roztoku s jinym, vzajemné nemisitelnym roztokem, ktery umoziuje v pfipadé nemisitelnych
roztokli oddéleni jednoho od druhého a fyzické odstranéni jedné vrstvy nebo faze. Vyraz
promyti, vztahujici se k pevné latce a k roztoku, ktery souvisi s extrakénim postupem, oznacuje
vyplachnuti pevné latky rozpoustédlem, ve kterém je pevna latka v podstaté nerozpustnd. Vyraz
mateény vyluh se vztahuje k roztokiim organickych rozpoustédel, ziskanym z krystaliza¢nich
filtratd, promyvacich roztokd a zpétnych extrakci vodnych extraktii a z promyvéni a rozméliiova-
ni shromazdénych pevnych latek.

Rozpouitédlo makrolidu je rozpoustédlo nebo smés rozpoustédel, schopna rozpoustét makrolid a
doprovodné negistoty, jako jsou kyselé nebo bazické slozky. Rozpoustédlo nerozpoust&jici
makrolid je takové rozpoustédlo (nebo smés rozpoustédel), ve kterém je makrolid v podstaté
nerozpustny, ale jediné, ve kterém jsou rozpustné neutralni slozky jako jsou tuky. Krystalizacni
rozpoudtédlo makrolidu je rozpoustédlo (nebo smés rozpoustédel), z néhoz miZe byt makrolid
rekrystalizovan anebo krystalizovan z amorfniho stavu p¥i rozméliiovani. Pokud postup vyZaduje
zahusténi roztoku, dava se pfednost dostate&né tékavému rozpoustédlu nebo smési rozpoustedel,
aby bylo mozno rozpoustédlo oddestilovat za nedegradujicich podminek tykajicich se teploty
a tlaku.
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Schéma 1:

kyselé
slozZky
surovy koncentrat y -
tricyklického makrolidu, vodny roztok baze - tricyklicky
rozpustény v rozpoustédle vodny roztok “| makrolia
neaisitelném a vedou kyseliny
nepoldarni
lipofilni
bazické rozpoustédlo
sloZky
nepolarni

neutralni latky

Podle zpiisobu, popsaného vynalezem, je koncentrat obsahujici makrolid, at’ uz ziskany z koncen-
tratu kvasného Zivného extraktu, nebo z rekrystalizanich koncentrati a/nebo z promyvacich
rozpoustédel, rozpustén v rozpoustédle (nebo smési rozpoustédel) nemisitelném s vodou, zvole-
ném pro schopnost rozpoustét koncentrat a snadnou oddglitelnost, kterym miize byt, ne viak
vyhradné, dichlormethan, t-butylmethylether, ethylacetat, toluen, 1-butanol, smés ethylacetatu a
toluenu, smés heptanu a ethylacetitu nebo smés hexanu a methylenchloridu. K extrahovani
kyselych slozek jsou zvlast& vhodné vodné roztoky bazi, véetné hydrogenuhliitanu sodného,
hydroxidu amonného, hydroxidu sodného, ktery je nejvyhodngjsi v koncentraci 0,1 a% § M,
s vyhodou 0,1 az 1,0 M a zvl4st& 0,1 az 0,5 M nebo je mozno pouzit uhligitan sodny v polovi¢ni
molarni koncentraci. Organické béze jako je triethylamin nejsou ve srovnani se silng&j$imi
vodnymi anorganickymi bazemi pti odstrafiovani kyselych slozek tak Gginné. K extrakci
bazickych slozek jsou zvlasté vhodné roztoky anorganickych Kyselin, naptiklad kyseliny
chlorovodikové, ktera je nejvyhodngjsi, v rozmezi koncentraci 0,1 a7 5 M, s vyhodou 0,1 az
1,0 M a zvlasté 0,1 az 0,5 M nebo je mozno pouzit napriklad fosfore¢nan draselny nebo siran
sodny s odpovidajicim zpiisobem niZ$i molamni koncentraci. Organické kyseliny, jako je kyselina
trifluoroctova, nejsou ve srovnani s mineralnimi kyselinami tak G&inné v odstrafiovani bazickych
slozek. Extrakce kyselych nebo bazickych sloZek z roztokd, obsahujicich makrolid, se obvykle
provadéji pfi teploté v rozmezi od -5 °C do 45 °C, s vyhodou v rozmezi od -5 °C do 30 °C a
nejlépe v rozmezi od -5 °C do 10 °C. Aby se zamezilo pripadné degradaci makrolidu kyselinou
nebo bézi, mél by byt extrakéni proces dokonéen bez prodleni. V zivislosti na mnozstvi
pfitomnych kyselych nebo bazickych slozek nemusi byt extrakce obou téchto slozek nezbytna a
extrakce samotné kyselé nebo samotné bazické slozky mize dostalovat k odstran&ni dostateéné-
ho mnoZstvi netistoty zroztoku, obsahujiciho makrolid, takZe je moiné tricyklicky makrolid
izolovat.

Kyselé (nebo bazické) slozky je vyhodné odstranit z roztoku koncentratu, obsahujiciho makrolid,
vjednom extrakénim kroku, Zetficim &as. MnoZstvi vodné baze (nebo kyseliny), potiebné
k tomu, aby byl v extrakénim procesu dostupny prebytek baze (nebo kyseliny), lze stanovit
extrakei alikvotni &asti, odebrané z roztoku koncentratu, obsahujiciho makrolid s vodnou bazi
(nebo kyselinou), a stanovenim objemu vodné baze (nebo kyseliny), ktery je potiebny k ziskani
extraktu alikvotni &asti o takovém pH, Ze stechiometricky prebytek baze (nebo kyseliny) je
dostupny za pouZiti pHmetru nebo jiného prostredku k méteni hodnoty pH. Objem vodné faze
(nebo kyseliny), potfebny k extrakci roztoku, zn&hoz byla odebrana alikvotni &ast, je tedy
umémy poméru objeml roztoku k extrahovani a zného odebrané alikvotni &asti. Extrakce
kyselych (nebo bazickych) slozek tedy miZe byt uskuteénéna jednou operaci spise nez provade-
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nim n&kolikanasobnych extrakci vodnou bazi (nebo kyselinou). Pokud majf byt z roztoku kon-
centratu, obsahujiciho makrolid, odstranény jak slozky kyselé, tak i bazické, samoziejmé budou
muset byt provedeny oddélené extrakce vodnou bazi a vodnou kyselinou. V pfipadé roztokl
koncentratu, obsahujiciho rapamycin, postaluje k odstranéni v zasadé viech kyselych slozek
jedna extrakce vodnym roztokem hydroxidu sodného, ktery zajiStuje vytvofeni vysledného
pH=12.

Makrolid, ziskany zroztoku za pomoci vy$e uvedenych postupl, mize byt vyCiStén na
pozadovany stupeil Cistoty b&znymi purifikaénimi metodami, pouzivanymi v oboru. Filtrity a
promyvaci roztoky mohou byt, pokud je to Zadouci, znovu zpracovany kizolaci dalSiho
makrolidu.

Po provedeni extrakénich pochodd, slouZicich k odstranéni kyselych a/nebo bazickych slozek
z roztoku s vodou nemisitelného rozpoustédla obsahujiciho makrolid, je mozné makrolid oddélit
od nepolarnich neutralnich sloZek jednou z nésledujicich metod:

1) Rozpoustédlo nerozpoust&jici makrolid (nebo smés rozpoustédel), misitelné s uvedenym
s vodou nemisitelnym roztokem rozpoustédla s obsahem makrolidu, ze kterého byly extrahovany
kyselé a/nebo bazické slozky, se ptida k roztoku, obsahujicimu makrolid v dostate¢ném mnoZstvi
k tomu, aby makrolid a pfipadné i makrolidu podobné produkty u€inilo nerozpustnymi ve
vysledném roztoku a vytvofilo oddélenou fazi, bud’ oleje, nebo pevné latky, kterou pak lze
oddélit b&Znymi separanimi postupy, pouzivanymi v oboru.

2) S vodou nemisitelny roztok rozpoustédla s obsahem makrolidu, z n€hoZz byly extrahovany
kyselé a/nebo polarni slozky, se zahusti a zbyly material, obsahujici makrolid, se rozpusti
v rozpoustédle makrolidu jako je acetonitril nebo dimethylformamid a extrahuje nearomatickym
uhlovodikovym rozpoustédlem, jako je cyklohexan, hexan, heptan nebo cyklohexen. Vrstva .
rozpoustédla, rozpoustéjiciho makrolid, je odd&lena a zahusténa. Zbytek s obsahem makrolidu je
pak rozmélnén s krystalizanim rozpoustédlem k ziskdni makrolidu, pokud je tento pevnou
latkou, anebo je &itén postupy, znamymi odbornikiim v oboru jako je chromatografie, pokud se
jedna o olej. Eventualng miZe byt rozpoustédlo, rozpoustéjici makrolid, po extrakci nearomatic-
kym uhlovodikovym rozpouitédlem uvedeno do styku s misitelnym rozpoustédlem, které
nerozpousti makrolid, jako v predchozim postupu 1).

3) Svodou nemisitelny roztok rozpoustédla, které obsahuje makrolid a ze néhoz byly
extrahovany kyselé a/nebo krystalizaénim rozpoustédlem makrolidu jako je diethylether, diizo-
propylether nebo t-butylmethylether.

Makrolid obsahujici koncentrat mize byt pfipadné nejprve extrahovan podle jedné zvyse
uvedenych metod 1 az 3 k odstranéni nepolarnich slozek a poté mize byt zbytek obsahujici
makrolid rozpustén v rozpoustédle nemisitelném s vodou (pokud v n€m uZz neni rozpustén)
a extrahovan vodnou bazi a/nebo kyselinou k odstranéni kyselych a/nebo bazickych slozek.

Vy3e uvedeny postup zvyhodiiuje neofekdvané zjisténi, ze se makrolidy jako je rapamycin
nerozkladaji, jsou-li extrahovany vodnou kyselinou nebo bazi z roztoki, tvofenych rozpoustédly
nemisitelnymi s vodou a koncentraty, obsahujicimi makrolid. Dfive se degradace pfedpoklidala
na zékladé pozorované degradace rapamycinu, nastavajici po pfidavku kyseliny nebo baze do
roztoku.

Tento extrakéni postup velmi zkracuje &as, nezbytny kziskani makrolidu zuvedenych
koncentratli a vyhyba se ¢asové i finanéné naroénym chromatografickym metodam.

Tricyklicky makrolid rapamycin je krystalickd pevna latka, rozpustnd v methanolu, acetonu
a dimethylformamidu, slabé rozpustnad v diethyletheru, omezené rozpustnd vhexanu nebo



10

15

20

25

30

CZ 291865 B6

petroletheru a nerozpustna ve vodé. Rapamycin mé niZe uvedenou strukturu. Systém &islovani
atomi odpovida zptlisobu, uzivanému v Chemical Abstracts.

t

Nasledujici pfiklady jsou pouze dokreslenim zpiisobu podle vynélezu kizolaci rapamycinu
z koncentréti kvasné Zivné piidy a mateSnych vyluhi a nemaji 2adnym zpisobem rozsah tohoto
vynilezu omezovat. V nésledujicich pfikladech byla totoznost izolovaného produktu jako
rapamycinu potvrzena srovnanim fyzikélnich, spektralnich a chromatografickych vlastnosti
s tymiZ vlastnostmi autentického rapamycinu. Cistota produktu (nikoli rekrystalovaného) byla
stanovena analyzou pomoci HPLC (vysoce i¢inné kapalinové chromatografie).

Ptiklady provedeni vynalezu

Ptiklad 1

Roztok koncentrovaného kvasného Zivného extraktu (157,0 g, obsah rapamycinu 10,4 %)
v methylenchloridu (600 ml) byl promyt 3 x 150 ml 0,5 M roztoku NaOH pti teploté 0 aZ 5 °C,
poté byl promyvan vodou az do dosaZeni neutralniho pH vymyvaciho roztoku a nasledng byl
promyt solnym roztokem. Roztok v methylenchloridu byl zahu§tén a zbytek (70,5 g) byl rozmél-
nén s diethyletherem (140 ml). Krystalickd pevna latka byla odebréna, promyta diethyletherem a
vysuSena za zisku rapamycinu (6,3 g, 91,7% &istota, 35,4% vyt&zek). Zahu$téni diethylethero-
vych filtrati poskytlo 63,5 g oleje, obsahujiciho 13,1 % rapamycinu.

Priklad 2

Roztok koncentrovaného kvasného Zivného extraktu (206,0 g, o obsahu rapamycinu 11,8 %)
v t-butylmethyletheru (800 ml) byl promyt 3 x 400 ml 0,5 M roztoku NaOH pi teploté 0 az 5 °C
a poté byl promyvan vodou aZz do dosaZeni neutralntho pH promyvaciho roztoku. Roztok
t-butylmethyletheru byl zahustén a zbytek (75,0 g) byl rozméInén s diethyletherem (150 ml).
Krystalickd pevna latka byla odebréana, promyta diethyletherem a vysu3ena za zisku rapamycinu




20

25

30

35

40

45

50

55

CZ 291865 B6

(11,4 g, 92,2% ¢istota, 43,3% \ytézek). Zahuiténi diethyletherovych filtratd poskytlo 58,7 g
oleje, obsahujiciho 11,3 % rapamycinu.

Ptiklad 3

Roztok koncentrované kvasného zivného extraktu (10,58 g, obsah rapamycinu 10,4 %) v aceto-
nitrilu (23 ml) byl promyt 2 x 23 ml cyklohexanu a poté byl zahugtén. Zbytek byl rozpustén
v dichlormethanu a promyt postupné 3 x 23 ml 0,5 M roztoku NaOH pii teploté 0 az 5 °C,
2x23 ml 0,5 M HClI pti teploté 0 a% 5 °C a poté byl promyvan vodou az do dosaZeni neutralniho
pH vymyvaciho roztoku. Roztok dichlormethanu byl zahustén a zbytek (4,07 g) byl rozmélnén
s diethyletherem. Krystalicka pevna latka byla odebrana, promyta diethyletherem a vysudena za
zisku rapamycinu (0,64 g, 89,5% &istota, 58,2% vytézek). Zahu&t&ni diethyletherovych filtratt
poskytlo 3,36 g oleje, obsahujiciho 9,8 % rapamycinu.

Pfiklad 4

Roztok koncentrovaného kvasného Zivného extraktu (100,0 g, obsah rapamycinu 11,8 %) v ethyl-
acetatu (400 ml) byl promyt 1 x 200 ml a 2 x 100 ml 0,5 M roztoku NaOH pri teploté 0 az 5 °C,
poté byl promyt 2 x 200 ml roztoku 0,5 M kyseliny chlorovodikové pfi teploté 0 az 5°C a
nakonec byl promyvan vodou a7 do dosaZeni neutrlniho pH promyvaciho roztoku. Vodné
promyvaci roztoky byly zpétné extrahovany ethylacetatem (100 ml) a poté byly ethylacetatové
roztoky spojeny. Roztok v ethylacetatu byl zahustén a zbytek (43,2 g) byl rozmélnén s diizo-
propyletherem (45 ml). Krystalickd pevna latka byla odebréana, promyta diizopropyletherem
a vysuSena za zisku rapamycinu (9,5 g, 85,3% d&istota, 68,7% vytézek). Zahusténi diizopropyl-
etherovych filtrat poskytlo 31,6 g oleje, obsahujiciho 6,6 % rapamycinu.

Piiklad 5

Roztok koncentrovaného kvasného zivného extraktu (25,2 g, obsah rapamycinu 10,4 %) ve smési
toluenu (120 ml) a ethylacetatu (25 ml) byl postupné promyt 3 x 50 ml 0,5 M roztoku NaOH pii
teplot€ 0 az 5°C, 2 x 50 ml 0.5M roztoku kyseliny chlorovodikové pfi teploté 0 az 5 °C
a nakonec byl promyvéan vodou az do dosaZeni neutralniho pH promyvaciho roztoku. Roztok
v toluenu a ethylacetatu (128 ml) byl rozdélen na dvé stejné &asti pro zpracovani nasledujicimi
metodami:

Metoda A.  Roztok vtoluenu a ethylacetitu (64 ml) byl zahustén a zbytek (5,7 g) byl
rozmélnén s diethyletherem (11 ml). Krystalick pevna latka byla odebrana, promyta dal$im
diethyletherem a vysuSena za zisku 0,84 g rapamycinu (92,7% Gistota, 64,1% vytézek).
Zahusténim diethyletherovych filtratd se ziskalo 4,3 g oleje, obsahujiciho 6,8 % rapamycinu.

Metoda B.  Roztok v toluenu a ethylacetatu (64 ml) byl zahustén a zbytek (9,0 g) byl rozpustén
v acetonitrilu (50 ml). Roztok acetonitrilu byl promyt 2 x 25 ml cyklohexanu, poté byl zahu$tén
a zbytek (4,3 g) byl rozméInén s diethyletherem (11 ml). Krystalicka pevna latka byla odebrana,
promyta diethyletherem a vysusena za zisku 0,81 g rapamycinu (94,6% &istota, 61,8% vytézek).
Zahusténim diethyletherovych filtratd se ziskalo 3,0 g oleje, obsahujiciho 5,9 % rapamycinu.

Priklad 6

Koncentrat mate¢ného vyluhu (996,0 g, obsah rapamycinu 21,6 %) byl rozmélnén s t-butyl-
methyletherem (4000 ml). Krystalickd pevné latka byla odebrana, promyta t-butylmethyletherem
(500 ml) a vysudena za zisku 36.2 g rapamycinu (95,1% &istoty, 13,8% vyté€zku). Filtraty byly
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promyty 1 x 2000 ml a 2 x 1000 ml 0,5 M roztoku hydroxidu sodného pfi teploté 0 az 5 °C.
Spojené bazické extrakty byly promyty 1 x 500 ml t-butylmethyletheru. Poté byly t-butyl-
methyletherovy filtrat s extraktem spojen a promyvan vodou tak dlouho, dokud nebyl promyvaci
roztok neutralni. Vodné extrakty byly spojeny a extrahovany t-butylmethyletherem (500 ml).
Roztoky v t-butylmethyletheru byly spojeny, zahustény a zbytek (377,1 g) byl rozmélnén
s diizopropyletherem (350 ml). Krystalickd pevna latka byla odebréna, promyta diizopropyl-
etherem a vysuSena za zisku 126,7 g rapamycinu (82,4% (istota, 58,9% vytézek). Celkovy
vytézek rapamycinu z koncentratu mate&ného vyluhu byl tedy 162,9 g (72,7%). Zahusténim
diizopropyletherovych filtratt se ziskalo 157,9 g oleje, obsahujiciho 20,9 % rapamycinu.

Priklad 7

Koncentrat mate¢ného vyluhu (562,1 g, obsah rapamycinu 21,6 %) v dichlormethanu (2000 ml)
byl promyt 3 x 500 ml 0,5M roztoku NaOH, pfi teploté 0 az 5 °C a spojené vodné bazické
extrakty byly extrahovany 1 x 200 ml dichlormethanu. Organické roztoky byly spojeny a
promyty 2 x 500 ml 0,5 M roztoku HCI pfi teploté 0 az 5 °C. Spojené vodné kyselé extrakty byly
extrahovany 1 x 200 ml dichlormethanu. Spojené organické extrakty byly promyvany vodou tak
dlouho, dokud nebyla promyvaci voda neutrdlni. Organicky roztok byl zahu$tén a zbytek
(255,0 g) byl rozmélnén s diizopropyletherem (250 ml). Krystalicka pevna latka byla odebrana,
promyta diethyletherem a vysusena za zisku 108,6 g rapamycinu (86,6% ¢istota, 77,4% vyt€zek).
Zahuiténim diizopropyletherovych filtratd se ziskalo 100,2 g oleje, obsahujiciho 23,1 %
rapamycinu.

Priklad 8

Vodny 0,5 M hydroxid sodny (400 ml) byl pfi teplot& 0 az 5 °C pfidan k energicky michanému
a chlazenému (0 az 5 °C) roztoku koncentrovaného kvasného Zivného extraktu (198,5 g, obsah
rapamycinu 8,3 %) v t-butylmethyletheru (800 ml) tak rychle, aby mohla byt teplota stale
udrzovana v rozmezi 0 az 5 °C. Po silném michéni po dobu 5 minut byla odstranéna spodni
vodna bazicka vrstva a uschovéna pfi teplot& 0 az 5 °C. Organicka vrstva byla znovu extrahovana
2 x 200 ml 0,5 M roztoku NaOH pti teploté 0 az 5 °C. Vodné bazické extrakty byly spojeny
aznovu extrahovany t-butylmethyletherem (200 ml). Roztoky v t-butylmethyletheru byly
spojeny a promyvany vodou tak dlouho, dokud promyvaci voda nebyla neutrélni (pH = 7). Vodné
promyvaci roztoky byly spojeny a extrahovany t-butyimethyletherem (100 ml). Roztoky t-butyl-
methyletheru byly spojeny, promyty nasycenym vodnym roztokem chloridu sodného a vakuove
zahuitény pki 40 °C. Zbytek byl pfi teploté 20 az 25 °C nejméné 1 hodinu rozmélfiovan s diizo-
propyletherem (85 ml) a smés byla pres noc ochlazovana na 0 az 5 °C. Krystalickd pevna latka
byla ziskana za pomoci Biichnerovy nélevky s fritou a pfi teploté 20 az 25 °C byla promyta smési
diizopropylether/t-butylmethylether v.poméru 4:1 (5x 20 ml nebo az do odbarveni filtrétu).
Krystalicka pevna latka byla vysuSena na konstantni hmotnost se ziskem 12,0 g rapamycinu
(91,2% &istota, 66,4% vytézek). Zahuiténim t-butylmethyletherovych filtrati a promyvacich
roztokd se ziskalo 63,9 g klovatiny, obsahujici 3,63 % rapamycinu.

Priklad 9

Koncentrat mate¢ného louhu (200 g, obsah rapamycinu 25 %) byl za michéni a pfi laboratorni
teploté rozpuitén v t-butylmethyletheru (800 ml). Roztok byl za michéni ochlazen na 0 az 5 °C
a bez prodleni extrahovan 270 ml 0,65 M roztoku hydroxidu sodného, pfedem ochlazeného na
0 az 5 °C za udrzovéni teploty sm&si rovnéz na teploté 0 az 5 °C. (MnoZstvi vodného hydroxidu
sodného, nezbytné ktomu, aby konetné pH extraktu mélo hodnotu 12, bylo stanoveno
v alikvotni &asti koncentrovaného mate¢ného vyluhu).
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Vrstva vodné faze byla uchovavana pfi teploté 0 az 5°C, zatimco organicka faze byla za
udrzovani teploty v rozmezi mezi 0 a 5 °C promyta 5% roztokem chloridu sodného. Bazicky
vodny extrakt byl zp&tné extrahovén t—butylmethyletherem (100 ml). Organické faze byly
spojeny a promyty 3 x 200 ml 5% roztoku chloridu sodného (pH kone¢ného promyvaciho
roztoku bylo 7,4). Organicky roztok byl zahuitén za snizeného tlaku (60 az 130 mm Hg) a teploty
25 a7 40 °C. Ke zbytku byl v prib&hu 30 minut, za michani a pfi laboratorni teplot¢ pomalu
pfidan cyklohexen (80 ml) a michdni pokradovalo az do uplného dokonceni krystalizace
(3 hodiny). Smés byla pti laboratorni teploté michana jesté dalsi hodinu, pak byla ochlazena na
0az 5°C a michana pies noc. Sedobila krystalickd pevna latka pak byla zfiltrovana pomoci
Biichnerovy nalevky s fritou. Pevna latka byla promyta 5 x 40 ml smési t-butylmethyletheru a
cyklohexenu (v poméru 2:3) a poté byla ve vakuové picce pfi teploté 35 az 40 °C vysuSena do
konstantni hmotnosti, ¢imz se ziskalo 22,7 g rapamycinu (90,6% Cistota, 41,4% vyt€zek).
Zahu3ténim filtratd a promyvacich roztoki (t-butylmethyletheru a cyklohexenu) se ziskalo 60,1 g
oleje. obsahujiciho 37,5 % rapamycinu.

PATENTOVE NAROKY

1. Zpusob separace neutralniho tricyklického makrolidu, od kyselych, bazickych a nepolamich
neutralnich nedistot, pfitomnych v koncentratu kvasnych Zivnych extrakti nebo mateCnych
vyluht, obsahujicich uvedeny makrolid, vyznacéujici se tim, Ze zahrnuje v jakémkoli
pofadi jeden ¢i vice z nasledujicich kroki:

a) roztok uvedeného koncentratu v rozpoustédle, které je nemisitelné s vodou, se extrahuje
vodnym roztokem anorganické baze k odstranéni v podstaté viech kyselych necistot;

b) roztok uvedeného koncentratu v rozpouitédle, které je nemisitelné s vodou, se extrahuje
vodnym roztokem anorganické kyseliny k odstranéni v podstaté viech bazickych netistot;

c) roztok uvedeného koncentritu se podrobi reakci s nearomatickym uhlovodikovym
rozpoustédlem k odstranéni nepolarnich neutralnich necistot.

2. Zplisob podle narokul, vyznaéujici se tim, Ze se nepolarni neutrdlni slozky
koncentratu kvasného Zivného extraktu nebo mate¢ného vyluhu odstrani tak, Ze se tento
koncentrat rozpusti v prvnim rozpoustédle, nemisitelném s nearomatickym uhlovodikovym
rozpoustédlem, nateZ se nepolami neutralni negistoty extrahuji nearomatickym uhlovodikovym
rozpouitédlem, v némz je &istény neutrélni tricyklicky makrolid nerozpustny.

3. Zpisob podle naroku 1, vyznadujici se tim, Ze se svodou nemisitelny roztok
s obsahem makrolidu po extrakci kyselych a/nebo bazickych slozek zahusti a necha se
krystalizovat z krystaliza&niho rozpoustédla nebo ze smési rozpoustédel.

4. Zplsob podle niroku 1, vyznadujici se tim, Ze sesvodou nemisitelny roztok
s obsahem makrolidu po extrakci kyselych a/nebo bazickych slozek zahusti a zahuStény roztok se
rozpusti v prvnim rozpoustédle, nemisitelném s nearomatickym uhlovodikovym rozpoustédlem,
naez se nepolarni neutralni negistoty extrahuji druhym nearomatickym uhlovodikovym
rozpoustédlem, v némz je &istény neutralni tricyklicky makrolid nerozpustny.

5. Zpisob podle naroku 1, vyzna&ujici se tim, Ze se koncentrit kvasného Zivného
extraktu nebo koncentrat mateéného vyluhu nejprve rozpusti v prvnim rozpoustédle, které je
nemisitelné s nearomatickym uhlovodikovym rozpoustédlem a pak se neutraini nepolarni ne€isto-
ty extrahuji druhym rozpoustédlem, kterym je nearomaticky uhlovodik, nemisitelny s prvnim
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rozpoustédlem, nalez se roztok v prvnim rozpous$tédle zahusti, rozpusti se v rozpouitédle,
nemisitelném s vodou a extrahuje vodnym roztokem anorganické baze a/nebo anorganické
kyseliny k odstranéni kyselych nebo bazickych negistot.

6. Zpisob podle niroku 1, vyzna&ujici se tim, Ze tricyklickym makrolidem je
rapamycin nebo jeho v ptirodé se vyskytujici homolog nebo analog nebo FK-506 nebo jeho
v piirodé se vyskytujici homolog nebo analog.

7. Zpusob podle nirokul, vyznaéujici se tim, Ze tricyklickym makrolidem je
rapamycin, 32-desmethylrapamycin nebo 15-deoxorapamycin.

8. Zpisob podle niroku 1, vyzna&ujici se tim, Ze tricyklickym makrolidem je
rapamycin.

9. Zpisob podle nirokul, vyznadujici se tim, Ze tricyklickym makrolidem je
FK-506.

Konec dokumentu
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