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Nazev vynalezu:
Zpiisob izolace a ¢isténi inhibitori HMG-CoA
reduktasy

™

Anotace:

Je popsén zplsob izolace a ¢isténi inhibitord HMG-CoA
reduktasy z myceliové biomasy, ktery obsahuje: vy&ifeni
myceliového kultivaéniho média a koncentrovani vycifeného
média na men$i objem; okyseleni koncentritu na pH v
rozmezi 4,5 aZ 7,5, po kterém nasleduje extrakce inhibitoru
HMG-CoA reduktasy ethylacetatem; krystalizaci inhibitoru
HMG-CoA reduktasy z organického rozpoustédla rozpustného
ve vodé nebo misitelného s vodou; a krystalizaci inhibitoru
HMG-CoA reduktasy z organického rozpoustédia majictho
omezenou rozpustnost.nebo. misitelnost.s vodou. Stupné _ ..
krystalizace se mohou provadét také v opaném potadi. Postup
vyuzivajici kombinovani specifickych stupnd krystalizace
miiZe byt také pouzit pro pfe€isténi surovych inhibitord HMG-
CoA reduktasy.

2 $ 14 ? ! &

P T T e B ER P o o DistON aetitiont ;TSGR nodTace



20

25

30

35

40

45

50

55

CZ 297093 B6

Zpiisob izolace a ¢i§téni inhibitorda HMG—CoA reduktasy

Oblast techniky‘ )

Vynalez popisuje zpiisob izolace a &isténi inhibitord HMG—-CoA reduktasy z myceliové biomasy.

Dosavadni stav techniky

Lovastatin, pravastatin, mevastatin, simvastatin, jejich derivaty a analogy jsou znamé jako
inhibitory HMG—CoA reduktasy a jsou pouZzivané jako antihypercholesterolemicka &inidla. Jsou
vyrabény fermentaci za pouZiti mikroorganismi riiznych druht, jako jsou druhy nalezici do rodu
Aspergillus, Monascus, Nocardia, Amycolatopsis, Mucor nebo Penicillinum.

_ Cistota aktivni slozky je vyznamnym faktorem pfi vyrobé bezpeénych a t&innych farmaceutic- _

kych Cinidel. Nejvyssi mozna Cistota vyrobku je zejména vyznamna v pfipadech, kdy ma byt lék
uzivan dlouhodobé, jak je tomu v pfipadé 1é€by nebo prevence vysokych plasmatickych koncent-
raci cholesterolu. Akumulace necistot z farmaceutickych prostredku nizké Cistoty mize zpUsobit
mnoho vedlejSich G¢inkt béhem lécby.

vvvvvv

tovych piihlaskach obsahu_u rizné kombinace metod extrakce, chromatograﬁe laktonizace
a krystahzace Cistota konecneho matenalu ziskaného temlto postupy je n1251 nez 99 6 %. Ziska-

vvvvv

Je potom nepfijatelné nizky pro pouziti téchto metod v prumyslove vyrobg.

Postup izolace popsany v patentové piihlaSce WO 92/16276 umoziuje ziskani roztoku pro
pfipravu inhibitori HMG—CoA reduktasy v &istoté vy$si nez 99,5 %, ale tento postup vyZaduje
pouZiti zna¢né slozitého vybaveni pro primyslovou vysoce—~vykonnou kapalinovou chromatogra-
fii (HPLC). Podle WO 92/16276 je surovy inhibitor HMG—CoA reduktasy o istoté pfiblizné
85 % nebo vyssi, rozpustén v organickém rozpoustédlu nebo v roztoku organického rozpoustédla
a vody. Smé&s se potom pufruje na pH 2 az 9 a vnese se do HPLC kolony. Po odbéru vybraného
piku predstavujiciho inhibitor HMG—CoA reduktasy se ast rozpoustédla odstrani a pfida se
voda, nebo se — alternativné — odstrani 2/3 smési rozpoustédel za krystalizace inhibitoru HMG~
CoA reduktasy. Na konci procesu je Cistota ziskaného materialu skuteéné alesponi 99,5 %, za
vytézku pfiblizné 90 %.

Podstata vynalezu

Predkladany vynalez se tykd nového primyslového zpusobu izolace a Cisténi inhibitorda HMG-
CoA reduktasy &istoty vyssi nez 99,6 %, vyhodné vy$si nez 99,7 %, z fermentaéniho média.
Pro dosaZeni tohoto cile bylo provedeno intenzivni.studium chemickych slouéenin produkova-
nych béhem fermentace za pouziti mikroorganismii riznych druhg, jako jsou druhy naleZici do
rodu Aspergillus, Monascus, Nocardia, Amycolatopsis, Mucor nebo Penicillinum, jejich chemic-
kych vlastnosti a jejich chovani v riznych rozpoustédlech pfi rizném pH. Tak byl vyse uvedeny
predmét vyfeSen zpisobem podle predkladaného vynalezu, ktery obsahuje nasledujici stupné:

—~ vyCifenf myceliového kultivaéniho média a koncentrovani vy¢ifeného média na mensi
objem;

—  okyseleni koncentratu na pH v rozmezi 4,5-7,5, po kterém nasleduje extrakce inhibitoru
HMG-CoA reduktasy ethylacetatem;
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—  volitelné provedeni laktonizace;

—  provedeni krystalizace inhibitoru HMG—CoA reduktasy z organického rozpoustédla rozpust-
“ného ve vodé nebo misitelného s vodou; a

—  provedeni krystalizace inhibitoru HMG-CoA reduktasy z organického rozpoustédla majici-
ho omezenou rozpustnost nebo misitelnost s vodou.

Prehled obrazkl na vvkresech

Obr. 1 ukazuje zavislost distribu¢niho koeficientu inhibitoru HMG—CoA reduktasy (lovastatinu)
a necistot (v piisluSném potadi) na pH, ve stupni extrakce ethylacetatem; a

Obr. 2, 3 a 4 ukazuji HPLC diagramy vzorku inhibitorda HMG—CoA reduktasy po extrakci ethyl-

__acetatem ve formé surovych sloudenin, po krystalizaci z organického rozpoustédla misitelného

s vodou nebo rozpustného ve vodé, a po dalsi krystalizaci z organického rozpoustédla majiciho
omezenou misitelnost s vodou nebo rozpustnost ve vodg, v piisluiném potadi.

Podrobny popis vynalezu

ProtoZe inhibitory HMG—CoA reduktasy jsou obvykle jak intra—, tak extracelularni produkty, je
vyhodné, ale nikoliv nezbytné, jejich rozpuiténi z mycelia do fermentaéni kapaliny. Zpisob
pouZiti pro rozpusténi popsany v patentové pfihlasce WO 97/20834 obsahuje zpracovani fermen-
ta¢ni kapaliny, s alkalickou bazi pro dosazeni pH 11,5 a miseni po dobu 3 hodin. WO 97/06128
popisuje, Ze rozpousténi mize byt provedeno alkalizaci fermenta¢ni kapaliny na pH 10 az 13.
Také se pouzije teploty mezi 60 az 95 °C. Inhibitory HMG—CoA reduktasy mohou byt velmi
ucinné rozpoustény z mycelia pfi pH vy$S$im nez 9, ale dlouhodoba expozice takovymto rigordz-
nim podminkdm zplsobuje degradaci esterové vazby mezi hydroxylovou skupinou na naftaleno-
vém skeletu a karboxylovou kyselinou. Rovnovaha mezi inhibitory HMG-CoA reduktasy
a deacylovanymi inhibitory HMG—CoA reduktasy se za pfisnéjSich podminek posouva smérem
k deacylovanym produktim. Neocekavané jsme zjistili, Ze G€innost rozpousténi provedeného pii
teploté v rozmezi od 10 do 40 °C, vyhodné v rozmezi od 18 do 25 °C, jako je napiiklad teplota
okoli, po dobu mén¢ nez jedné hodiny, lépe méné nez pil hodiny, napfiklad piiblizn€ 10 minut,
pti pH mezi 9,5 a 13, nejlépe mezi 9,5 a 11,5, je stejné jako ﬁéinnost dosaiené za pouZiti méné
deslych patentovych piihlaskach. Rozpousténi mize byt také provedeno pti pH niz$im nez 9,5
a zejména niz8im nez 6, ale v tomto ptipadé je nutné pouZiti ohromného mnozstvi orgamckych
rozpoustédel.

Pokud je provadéno toto vyhodné rozpousténi inhibitoru HMG—CoA reduktasy, tak je fermen-
tadni kapalina potom zpracovana acidifikaénim &inidlem, obvykle anorganickou kyselinou, pro
Upravu hodnoty pH nebo 7,5 nez 8,5. Vhodnymi anorganickymi kyselinami jsou kyselina fosfo-
re¢n4, sirova a chlorovodikova. Inhibitory HMG—CoA reduktasy jsou stabilni v tomto rozmezi
pH a fermentacni kapalina miZe byt po tomto stupni také. po uréitou dobu skladovéna, pokud je
to vhodné nebo Zadouci.

Mycelium je odstranéno z fermentacni kapaliny za pouZiti vhodnych separaénich kroki, jako je
filtrace a/nebo centrifugace. Filtrace je vyhodn&j$i a miiZe byt pouZita filtraéni technika vybrana
vedle klasické filtrace, také mikro—, ultra— a diafiltrace se miiZze vhodné pouZit. Vy&ifena kapalina
se potom koncentruje na mensi objem, nejlépe pét az deset—krat, za pouZiti reversni osmosy nebo
jiné techniky pro zmenseni objemu.
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Stupn€ acidifikace extrakce ethylacetatem popsané déle jsou vyznamnymi stupni procesu piecis-
téni.

Uvedeny koncentrat je okyselen acidifikaénim ¢inidlem, vyhodné anorganickou kyselinou, na pH
vrozmezi od 4,5 do 7,5. Mohou byt pouZity organické kyseliny, které jiz byly uvedeny vyse.
Potom je inhibitor HMG—CoA reduktasy extrahovan z uvedeného koncentratu s upravenym pH
za pouZziti ethylacetatu. Extrakce je vyhodné provedena za pouZiti extrakéni kolony s protiprou-
dym tokem. Pomér mezi distribu¢nimi koeficienty inhibitorai HMG—CoA reduktasy a neistot
rozpustnych v ethylacetétu je nejvyssi pii pH v rozmezi od 5,5 do 7,5 a zejména pfi pH v rozmezi
od 6,0 do 7,0 a ¢ast polarnich necistot je odstranéna jiz v tomto stupni. Extrakce provedena pri
pH niz8im nez 5,0, zejména niz§im nez 4,0, je G¢innéjsi, z divodu vyssiho distribuéniho koefi-
cientu inhibitordt HMG—CoA reduktasy, ale vede k vyss§i koncentraci polarnich necistot. Distri-
bucni koeficienty nelistot rozpustnych v ethylacetatu jsou také vyssi pfi této hodnoté pH, jak je
uveden na obr. 1. Extrakce do ethylacetatu provedena pfi pH v rozmezi od 4,5 do 7,5, zejména
pfi pH vy3§im nez 5,0, jesté 1épe vyssim nez 5,5, vede k dosazeni niZ§i Grovné polarnich necistot,
z divodu jejich nizSich distribu¢nich koeficienti. Hor3i distribuce inhibitord HMG-CoA redukta-

sy z koncentratu do ethylacetatu pfi této hoginofé pH mize byt vyvazena delsi extrakéni kolonou
s protiproudym tokem.

Pokud je to Zadouci, tak je ziskany ethylacetatovy extrakt potom koncentrovan a inhibitor HMG-
CoA reduktasy je popiipadé v tomto stupni laktonizovan. Pti pH mezi 5,5 a 7,5 je vétSina inhibi-
tort HMG—CoA reduktasy ve formé volné kyseliny. Proto miZe byt koncentrovani a laktonizace
vynechano, pokud neni inhibitor HMG—CoA reduktasy pouzit ve farmaceutickém prostredku ve
formé laktonu. Laktonizace je vyhodné provedena kontaktovanim inhibitoru HMG—CoA redukta-
sy s katalytickym mnoZstvim anorganické nebo organické kyseliny, nejlépe s kyselinou trifluor-
octovou (TFA). Inhibitor HMG—-CoA reduktasy, ktery je voliteln¢ laktonizovan, muze byt pfimo
krystalizovan z ethylacetatu, jak bude popsano dale. Alternativné miize byt ethylacetat odstranén,
vyhodné€ odparenim, a tak se ziska surovy inhibitor HMG—CoA reduktasy, ktery je poptipadé
laktonizovan.

Takto ziskany surovy inhibitor HMG—CoA reduktasy miZe byt potom popiipadé zpracovan
adsorp&ni chromatografii, vyhodné chromatografii s reversni fazi. Jako mobilni faze pro adsorp-
¢ni chromatografii miiZze byt pouzit acetonitril nebo niz§i alkohol, jako je methanol, ethanol nebo
propanol. Vyhodn€ je surovy inhibitor HMG—CoA reduktasy rozpustén v Cistém acetonitrilu
nebo ve smési acetonitrilu/vody s alesporti 30 % (obj./obj.) acetonitrilu, a ziskany roztok se vnese
do kolony pro adsorpéni chromatografii. Kolona obsahuje stacionarni faze zalozené na oktylsila-
nu, dimethylsilanu, oktadecylsilanu, kyan-silanu, polystyrendivinylbenzenkopolymeru nebo
akrylovém kopolymeru. Mohou byt pouZity také dalsi obvyklé materidly pro stacionarni fazi,
jako je napiiklad oxid kfemicity, alumina a podobné. Adsorbované slouceniny jsou eluovany
vhodnou mobilni fazi, jako je napfiklad gradient acetonitril/voda. Vybrany pik inhibitorn HMG-
CoA reduktasy je odebran a rozpoustédlo mobilni faze je odstranéno za krystalizace inhibitoru
HMG—-CoA reduktasy. Cistota krystalizovanych surovych inhibitora HMG—CoA reduktasy je
mezi 80 % a 92 % a zdvisi na profilu nedistot ve fermentaéni kapaling. Voliteln& miZe byt
adsorp&ni chromatografie nahrazeny normalni chromatografii, rychlou chromatografii, primyslo-
vou HPLC nebo metodami extrakce nebo krystalizace.

Kombinovana krystalizace, kterd je typicka pro pfedkladany vynalez, bude podrobné&ji popsana
dale. Piesnéji, tato krystalizace obsahuje krystalizaci inhibitoru HMG—CoA reduktasy z organic-
kého rozpoustédla misitelného s vodou nebo rozpustného ve vodé€, a krystalizaci inhibitoru
HMG-CoA reduktasy z organického rozpoustédla majiciho omezenou misitelnost s vodou nebo
rozpustnost ve vod¢. Pofadi obou kroki krystalizace miZe byt opané. Vlastnosti organického
rozpoustédla, které je bud’ misitelné s vodou, nebo rozpustné ve vodé€, nebo které ma omezenou
misitelnost s vodou nebo rozpustnost ve vodé, jsou znAmé v oboru a jsou popsany napiiklad
v ,,Ullmann’s Encyclopedia od Industrial Chemistry*, svazek A24, 5. vydani (1993), str. 437—
505, kterd je zde uvedena jako odkaz. V piedklddaném vynalezu oznaduje termin ,,misitelny
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s vodou nebo rozpustny ve vodé“ organicka rozpoustédla, kterd maji v podstaté neomezeno,
vyhodné 100% misitelnost s vodou nebo rozpustnost ve vodg, a termin ,,majici omezenou misi-
telnost s vodou nebo rozpustnost ve vodé“ zahrnuje také organickd rozpoustédla nemisitelna
s vodou a nerozpustna ve vod&. Dale, technika krystalizace podle ptedkladaného vynalezu také
zahrnuje sraZeni. ‘

Ptiklady organickych rozpoustédel v podstaté misitelnych s vodou nebo rozpustnych ve vodd
zahrnuji niZzsi alkylalkoholy, jako je methanol, ethanol, propanol a isopropylalkohol; nizsi alkyl-
ketony, jako je aceton a methylethylketon; nizsi alkylglykolethery, jako je methylglykol, ethyl-
glykol, propylglykol a ethyldiglykol; a dipolarni aproticka rozpoustédla, jako je N,N—dimethyl-
formamid (DMF), N,N-dimethylacetamid (DMA) a dimethylsulfoxid (DMSO), v&etné smési
takovych rozpoudtédel. Jako zejména vhodné piiklady organickych rozpoustédel misitelnych
s vodou jsou uvedeny aceton a nizsi alkylalkoholy. Ptiklady organickych rozpoustédel majicich
omezenou misitelnost s vodou nebo rozpustnost ve vodé zahruji: vyssi alkylalkoholy jako je
butanol, isobutanol amylalkohol, hexanol, 2—ethylhexanol, benzylalkohol a cyklohexanol, vyssi

_ alkylketony jako je methylbutylketon, methylisobutylketon a cyklohexanon, estery jako je

methylacetat, ethylacetat, n—propyl (a isopropyl) acetat, n—butyl (a iso—butyl nebo sekundérni
butyl) acetat a amylacetat, ethery jako je diethylether a diisopropylether, chlorované uhlovodiky,
Jak je methylenchlorid a chloroform, acetonitril a podobné, véetné smési takovych rozpoustédel.
Zejména vyhodnym rozpoustédlem majicim omezeno misitelnost s vodou nebo rozpustnost ve
vodeé je ethylacetat.

Neocekavan€ jsme zjistili, Ze krystalizace inhibitoru HMG-CaO reduktasy z organického roz-
poustédla misitelného s vodou jako je aceton nebo nizsi alkylalkohol, po které nasleduje dalsi
rekrystalizace ze stejného rozpoustédla, mize odstranit pouze malou &ast nepolarnich a vétsi ast
polarnich necistot, a Ze krystalizace z organického rozpoustédla majiciho omezenou rozpustnost
ve vodé nebo misitelnost s vodou, jako v ethylacetat, po které nasleduje dal3i rekrystalizace ze
stejného rozpoustédla, odstrani pouze vétSinu nepolarnich neistot. Posledni skute€nost je ziejma
z PLC diagrami surového inhibitoru HMG—CoA reduktasy (obr. 2), inhibitoru HMG-CoA
reduktasy po krystalizaci z acetonu (obr. 3) a inhibitoru HMG—CoA reduktasy ziskaného krysta-
lizaci z acetonu a dalsi rekrystalizaci z ethylacetatu (obr. 4). Podle tohoto neogekavaného zjisténi
tedy posledni stupefi podle piedkladaného vynalezu, obsahujici kombinovanou krystalizaci
z organického rozpoustédla misitelného s vodou nebo rozpustného ve vodé a z organického roz-
poustédla majiciho omezenou rozpustnost ve vodé nebo misitelnost s vodou, nemiZze byt vyne-
chan ve zplisobu ziskani inhibitoru HMG—CoA reduktasy o vysoké &istoté.

Kombinovana krystalizace podle pfedkladaného vynalezu miZe byt provedena nasledujicim zpa-
sobem. Nejprve se krystaly surového inhibitoru HMG—CoA reduktasy rozpusti ve vyse uvede-
ném organickém rozpoustédle v podstaté (nejlépe 100%) misitelném s vodou nebo rozpustném ve
vodé, konkrétné v acetonu nebo niz$im alkoholu, a potom se piida voda pro zahajeni krystalizace
nebo sraZeni inhibitoru HMG-CoA reduktasy. Alternativné se surovy inhibitor HMG-CoA
reduktasy rozpustény v organickém rozpoustédle v podstaté misitelném s vodou nebo rozpustném

ve vodg piida do'Vody pro zahéjeni krystalizace nebo sraZeni. Tyto postupy mohou byt opakové-

ny se stejnym nebo s jinym organickym rozpoustédlem misitelnym s vodou nebo rozpustnym ve
vodg, pokud je to nutné, napiiklad jednou az &tyfikrat, podle &istoty vychoziho surového mate-
ridlu. : ‘

Krystaly takto ziskané se potom rozpusti ve vySe uvedeném rozpoustédle majicim omezenou
misitelnost s vodou nebo rozpustnost ve vods, jako je ethylacetat, ve vhodné koncentraci, ktera
vyhodné lezi v rozmezi od 10 do 35 g/1, 1épe v rozmezi od 15 do 25g/1. Po odstranéni jedné treti-

~ ny aZ tf Ctvrtin rozpoustédla inhibitor HMG-CoA reduktasy krystalizuje. Krystalizace ze stejné-

ho nebo jiného organického rozpoustédla majiciho omezenou rozpustnost ve vodé nebo misitel-
nost s vodou mize byt opakovana, pokud je to nutné, naptiklad jednou az tiikrat, podle &istoty
materidlu ziskaného krystalizaci z organického rozpoustédla misitelného s vodou nebo rozpustné-
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ho ve vodé. Krystalizovany inhibitor HMG—CoA reduktasy se potom filtruje a su$i se za zisku
produktu o Cistote alespoti 99,6 %.

Jak bylo uvedeno vySe, pofadi krystalizace miize byt opa¢né, tj. nejprve miiZe byt provedena
krystalizace z organického rozpoustédla majiciho omezenou rozpustnost ve vodé nebo misitel-
nost s vodou a potom miiZze byt provedena krystalizace z organického rozpoustédla misitelného
s vodou nebo rozpustného ve vodé. Ve vyhodném provedeni piedkladaného vynalezu se nejprve
provede krystalizace z ethylacetatu jako organického rozpoustédla majiciho omezenou misitel-
nost s vodou nebo rozpustnost ve vodé, vyhodné hned po stupni extrakce ethylacetatem, nebo
volitelné, po stupni laktonizace popsaném vyse.

Pfi pouZiti zpiisobu podle predkladaného vynalezu je mozno ziskat materidly o &istoté alespori
99,6 %, dokonce i o &istote 99,7 %.

V dal$im alternativnim provedeni mohou byt rizné typy krystalizace provedeny opakované sti-

V jiném aspektu piedkladaného vyndlezu jsou popsané zpisoby kombinované krystalizace
z organického rozpoustédla misitelného s vodou nebo rozpustného ve vodé€ a z organického roz-
pouStédla majiciho omezenou misitelnost s vodou nebo rozpustnost ve vodé, pouzity jako konec-
ny preCiStovaci stupeil jakéhokoliv postupu pro izolaci a/nebo &isténi inhibitorit HMG-CoA
reduktasy. Takovy kone€ny precistovaci krok muize byt také aplikovan na surové materialy inhi-
bitoru HMG—CoA reduktasy, které byly ziskany b&znymi zptisoby. Takto je moZno ziskat inhibi-
tory HMG—CoA reduktasy o Cistoté alesporti 99,6 %, dokonce i o Cistoté 99,7 %.

Zpisob podle predkladaného vynalezu je zejména vyhodny tehdy, je-li jako inhibitor HMG-CoA
reduktasy vybran lovastatin. V dal$im aspektu vynalezu je zpisob popsany vySe pouZit pro izola-

Mo wev

ci a/nebo precisténi lovastatinu.

V podstaté Cisté inhibitory HMG—CoA reduktasy ziskané zptisobem podle predkladaného vynéle-
zu, jako je lovastatin, mevastatin, prevastatin a simvastatin, stejné jako jejich derivaty a analogy,
mohou byt vyhodné pouzity pro pfipravu farmaceutickych &inidel pro prevenci a/nebo 1é¢bu
onemocnéni. Ziskani inhibitory a farmaceutické prostiedky jsou zejména vhodné jako Iéky nebo
¢inidla vhodna pro prevenci mrtvice, ischemickych kardidlnich obtizi, atherosklerosy a infarktu
myokardu.

Nasledujici ptiklady ilustruji zpisob podle pfedkladaného vynélezu, ale nijak neomezuji predkla-
dany vyndlez, jak je definovan v pfipojenych patentovych narocich.

Piiklady provedeni vyndlezu

Priklad 1

Fermentacni kapalina (160 1) s koncentraci lovastatinu 1 g/l ziskana fermentaci s Aspergillus
terreus ATCC 20542 se umisti do nadoby (400 1) a pH se upravi na pH 10 pomoci 1 M vodného
roztoku hydroxidu sodného. Po 10 minutach intenzivniho miseni pfi teploté okoli se pH kapaliny
upravi na pH 9 pomoci 1 M roztoku kyseliny sirové a biomasa se odfiltruje. Filtrat se potom
okyseli 1 M roztokem kyseliny sirové na pH 6,5. K filtratu se ptidd 160 1 ethylacetatu a ziskana
smés se misi po dobu 20 minut. Vodna a ethylacetatova faze se separuji extrak&nim odsttedénim.
Ethylacetatovy extrakt se koncentruje na rotadni odparce na objem 14 1. Koncentrace lovastatinu
ve formé& volné kyseliny v ethylacetatovém koncentratu dosahuje 10 g/1.



10

20

25

30

35

40

45

50

55

CZ 297093 B6

Ethylacetatovy koncentrat (14 1) se potom umisti do reak&ni nadoby (40 1) a laktonizuje se.
Laktonizace se iniciuje katalytickym mnozZstvim TFA (0,5 ml TFA/1 1 koncentrétu). Laktoniza&ni
procedura trva 2 hodiny pfi 40 °C. Koncentrat se po laktonizaci promyje dvakrat 14 1 5% vodné-
ho roztoku hydrogenuhli¢itanu amonného. Vodna faze se odstrani a organicka faze se dale kon-
centruje do sucha na rotacni odparce. Ziska se olejovy material (1,5 I) obsahujici 133 g lovasta-
tinu.

Ziskany olejovy material (161 ml) se rozpusti v 80 ml acetonitrilu a vnese se do chromatogra-
fické kolony (80 cm, 3,6 cm) naplnéné XAD-16 (XAD-16 je komer&ni nazev spole¢nosti Rohm
and Hass, 20-50 mesh). Kolona se eluuje nejprve acetonitrilem: vodou 40:60 (pH 3, upravené
kyselinou chlorovodikovou), pfi rychlosti 75 ml/min. Eluce se monitoruje UV detektorem
(236 nm) a po prvnim poklesu adsorpce se zahaji eluce kolony acetonitrilem: vodou 55:45 (pH 3,
upravené Kyselinou chlorovodikovou). Hlavni frakce se odebere a po poklesu absorpce se kolona
promyje acetonitrilem: vodou 80:20 (pH 3, upravené kyselinou chlorovodikovou). Acetonitril se
odstrani z hlavni frakce pomoci rotaéni odparky (50 °C, 150 mbar) a vzniklé krystaly se odfilt-

ruji. Hmotnost ziskanych krystald je 24,5 g a obsah lovastatinu je 50 % (hmotn./hmotn). HPLC =~

Cistota je 92,5 %.

Ziskané krystaly (24 g) se rozpusti ve 350 ml acetonu a za stalého miseni se pfida 700 ml vody.
Smés se na 30 minut umisti do prostiedi o teploté 4 °C. Vzniklé krystaly se odfiltruji a susi se ve
vakuu pii teploté okoli. Hmotnost ziskanych krystali je 12,7 g a obsah lovastatinu je 90 %
(hmotn./hmotn). HPLC ¢istota je 98,8 %. Krystalizace z acetonu se opakuje za stejnych podmi-
nek a ziska se 11,3 g krystalii s 97 % (hmotn./hmotn.) lovastatinu. HPLC &istota je 99,4 %.

Krystaly (11,3 g) ziskané po druhé krystalizaci z acetonu se rozpusti v 700 ml ethylacetatu
a ethylacetatu se odpafi ve vakuu za dosazeni koncentrace lovastatinu 70 g/l. Koncentrat se na
Jednu hodinu umisti do prostfedi s teplotou 8 °C. Vzniklé krystaly lovastatinu se odfiltruji
a potom se susi ve vakuu. Hmotnost ziskanych krystali je 9,4 g a obsah lovastatinu je 99,6 %
(hmotn./hmotn.). HPLC ¢&istota je 99,7 %.

Priklad 2

Krystaly lovastatinu (3 g), izolované po XAD-adsorpéni chromatografii, jak je popsana
v piikladu 1, se rozpusti ve 170 ml ethylacetatu. Ethylacetat se odpafi ve vakuu (200 mbar) pii
50 °C na objem 35 ml). Koncentrat se umisti na dobu jedné hodiny do prostfedi o teploté 10 °C.
Vzniki€ krystaly lovastatinu se odfiltruji a potom se su$i ve vakuu. Hmotnost ziskanych krystal
Jje 2,1 g a obsah lovastatinu je 96 % (hmotn./hmotn.). HPLC &istota je 99,0 %.

Ziskané krystaly (2,1 g) se rozpusti v 50 ml acetonu a p¥ida se 85 ml vody. Smés se umisti na
dobu 30 minut do prostedi o teploté 10 °C a krystaly se odfiltruji a ve vakuu pii 40 °C. Hmot-
nost ziskanych krystaly je 1,9 g a obsah lovastatinu Jje 99 % (hmotn./hmotn.). HPLC ¢istota je

99,8 %.

Priklad 3

Fermentadni kapalina (30 ml v 50 1 fermenta&nim tanku) obsahujici pravastatin (690 g na kg
fermenta¢ni kapaliny, HPLC distota pravastatinu 48,7 %) se prefiltruje a vysledné mycelium se
promyje vodou. Filtrat (511) se okyseli na pH 5,0 pomoci 10% vodného roztoku kyseliny fosfo-
re¢né. Aktivni substance (pravastatin) se potom extrahuje v extrakéni koloné z filtratu do 70 |
ethylacetatu. Vodna faze (50 1) obsahujici méné neZ 2 g pravastatinu a hlavni &ast negistot se
vypusti. Ethylacetatova faze se odpafi na 800 ml a pouZije se v dalsim procesu izolace. HPLC
Cistota pravastatinu v methylacetatovém extraktu je 70,3 %.
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Pro dal3i izolaci se olejovy material zpracuje adsorp&ni chromatografii a ve stupnich kombinova-
né krystalizace, jak byly popsany v ptikladu 1.

Priklad 4

Surovy simvastatin (2,3 g) ve form¢ laktonu se rozpusti v acetonu (7 ml) a pfida se 15 ml vody.
Vznikne olejovy materidl, ktery krystalizuje v dalsich 10 minutach. Ziskané krystaly se odfiltruji,
promyje se vodou a susi se pfi 40 °C po dobu 60 minut. Ziskané krystaly (2,2 g) s HPLC &istotou
99,51 % se potom rozpusti v ethylacetatu (8 ml). Ziskany roztok se zahusti na 4 ml a simvastatin
se necha krystalizovat po dobu 60 minut pti 8 °C. Vznikly material se prefiltruje a promyje se
vodou. Krystaly se potom sudi pti 40 °C po dobu 60 minut. Cistota ziskaného simvastatinu
(1,7 g) je 99,73 %.

Surovy mevastatin (2,0 g) ve formé laktonu s HPLC &istotou 98,5 % se rozpusti v acetonu (7 ml)
a pfida se 20 ml vody. Vznikne olejovy material, ktery krystalizuje v dalSich 10 minutach. Ziska-
n¢ krystaly se odfiltruji, promyji se vodou a susi se pfi 40 °C po dobu 60 minut. Ziskané krystaly
(1,8 g) s HPLC cistotou 99,33 % se potom rozpusti v ethylacetatu (8 ml). Ziskany roztok se
zahusti na 4 ml a mevastatin se necha krystalizovat po dobu 60 minut pfi 8 °C. Vznikly material
se piefiltruje a promyje se vodou. Krystaly se potom susi pfi 40 °C po dobu 60 minut. Cistota
ziskaného mevastatinu (1,3 g) je 99,72 %.

PATENTOVE NAROKY

1. Zpisob Cisténi inhibitort HMG—CoA reduktasy, vyznaéujici se tim, Ze inhibitor
HMG-CoA reduktasy se zpracuje v krocich kombinované krystalizace, které zahrnuji krystaliza-
ci zorganického rozpoustédla misitelného s vodou nebo rozpustného ve vodé a krystalizaci
z organického rozpoustédla majiciho omezenou misitelnost s vodou nebo rozpustnost ve vodg,

JakoZzto konené pre€isténi vedouci k ziskani inhibitori HMG-CoA reduktasy s &istotou vy3si
nez 99,6 %.

2. Zpisob podle néroku 1, v yznadujici se tim, Ze ziskané inhibitory HMG—CoA
reduktasy maji Cistotu vyssi nez 99,7 %.

3. Zplsob podle naroku 1 nebo 2, vyznacdujici se tim, Ze jako organické rozpous-
tédlo misitelné s vodou nebo rozpustné ve vodé se pouZije aceton nebo nizsi alkylalkohol.

4. Zpisob podle naroku 3, vyznacdujici se tim, Ze krok krystalizace zahrnuje roz-
pusténi inhibitoru HMG-CoA reduktasy v acetonu a potom pfidani vody do této smési.

5. Zpisob podle jakéhokoliv znarokid 1 az4,vyznaéujici se tim, Ze krok krystali-
zace z organického rozpoustédla majiciho omezenou misitelnost s vodou nebo rozpustnost ve
vod¢ zahrnuje rozpuSténi inhibitoru HMG—CoA reduktasy v organickém rozpoustédle v koncent-
raci 10 az 35 g/l a odstranéni jedné tietiny aZ i Gtvrtin organického rozpoustédla.

6. Zpisob podle jakéhokoliv znérokii 1 az 5, vyzna&ujici se tim, Ze se jako orga-
nické rozpoustédlo majici omezenou misitelnost s vodou nebo rozpustnost ve vodé pouzije ethyl-
acetat.
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7. Zpusob izolace a Cisténi inhibitordt HMG—CoA reduktasy z myceliové biomasy, vyzna-
Cujici se tim, zezahrnuje kroky:

s — vycifeni myceliového kultivainiho média a koncentrovéni vygifeného média na mensi
objem;

_— _ okyseleni koncentratu na pH v rozmezi 4,5 az 7,5, po kterém nasleduje extrakce inhibitoru .
HMG-CoA reduktasy ethylacetatem;

—  popfipad¢ provedeni laktonizace; a
—  CiSténi inhibitoru HMG—CoA reduktasy podle kteréhokoliv z narokd 1 aZ 6.

15 8. Zpilsob podle naroku 7, vyznadujici se tim, Ze dile zahrnuje, pfed krokem

z myceliové biomasy pti pH v rozmezi od 9,5 do 13 ve fermenta&ni tekuting, a upraveni pH kulti-
va¢niho média na pH 7,5 aZ 8,5.

20 9. Zpisob podle naroku 8, vyznacujici se tim, Ze krok rozpousténi se provadi pti
teploté v rozmezi od 10 do 40 °C po dobu kratsi nez 1 hodina.

10. Zpusob podle jakéhokoliv z ndrokti 7az9,vyznadujici se tim, Ze vygifeni myce-
liového média se provadi odstranénim mycelif z média pomoci filtrace.

25
11. Zplsob podle jakéhokoliv z narok 7 az 10, vyznadujici se tim, Ze vycifeni
média se kontroluje pomoci reversni osmosy.

12. Zpihsob podle jakéhokoliv z narokii 7az 11,vyznadujici se tim, Zekoncentrat se
30 okyseli na pH v rozmezi od 5,5 do 7,5.

13. Zptsob podle naroku 12, vyznacujici se tim, Ze koncentrat se okyseli na pH
v rozmezi od 6,0 do 7,0. ’

35 14. Zplsob podle jakéhokoliv znarokd 7 aZ 13, vyznadujici se tim, Ze inhibitor
HMG-CoA reduktasy, ktery se extrahuje z ethylacetatu a ktery se poptipadé laktonizuje, se
precistuje adsorpéni chromatografii.

15. Zpiisob podle néroku 14, vyznaguji ci se tim, ze jako mobilni faze pro adsorpcni
40 chromatografii je pouzita smés acetonitrilu a vody.

16. Zpisob podle jakéhokoliv z narokt 7 az 15, vy z na ¢ujici se tim, Ze poradi krokl
krystalizace je obracené. ' R T _

45 17. Zptsob podle jakéhokoliv znarokd 7 az 16, vyznaujici se tim, Ze inhibitor
HMG—CoA reduktasy je lovastatin. ‘

50
4 vykresy

vytifeni mycelinového kultivaéniho média, kroky rozpousténi inhibitoru HMG-CoA reduktasy
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