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(57) Anotéacia:

Opisany je trihydrat(2R,3S)-4-acetoxy-2alfa-benzoyloxy-
-5beta,20-epoxy-1beta, 7beta, 1 Obeta-trihydroxy-9-oxo-11-
-taxen-13alfa-yl-3-terc-butoxykarbonylamino-3-fenyl-2-
-hydroxypropionatu, ktory sa méze ziskat' napriklad Ciste-
nim Taxoteru odstredivou rozdel'ovacou chromatografiou.
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Oblast’ techniky

Vynélez sa tyka novej chemickej zluéeniny, ktorou je
trihydrat (2R,3S)-4-acetoxy-2alfa-benzoyloxy-5beta,20-
-epoxy-1beta, 7beta, 1 Obeta-trihydroxy-9-oxo-11-taxen-
-13alfa-yl-3-terc-butoxykarbonylamino-3-fenyl-2-hydroxy-
propionatu. Kede uvedend chemick $truktira zdkladnej
zli&eniny zodpoveda $truktire produktu, ktory sa vieobec-
ne oznaduje ako Taxoter, je moZné uvedeny trihydrét strué-
ne oznatit’ ako trihydrét Taxoteru,

Doterajsi stay techniky

10-Desacetylbaccatin Il extrahovany z listov tisu je
uZitoény na pripravu Taxoteru v podmienkach opisanych
napriklad v eurdpskych patentovych dokumentoch EP
0253 738 a EP O 336 841 alebo v medzinarodnej patento-
vej prihlaske PCT WO 92/09589.

10-Desacetylbaccatin III ziskany extrakciou listov tisu
obsahuje v zAvislosti od rastlinného druhu, z ktorého sa
ziskal, necistoty, ktoré v podstate tvoria produkty patriace
do skupiny taxoidov, medzi ktoré napriklad patri 2alfa-ben-
zoyloxy-4-acetoxy-5beta,20-epoxy-1beta,7beta, 10beta,13-
alfa,19-pentahydroxy-9-oxo-11-taxén, 2alfa-benzoyloxy-4-
-acetoxy-5beta,20-epoxy-1beta,7alfa,1 Obeta, 1 alfa-tetra-
hydroxy-11-taxén alebo taxiny.

Taxoter, ktory sa ziska semisyntézou z 10-desacetyl-
-baccatinu 111, obsahuje ako hlavné netistoty esterifikatné
produkty nedistdt obsiahnutych vo vychodiskovom 10-de-
sacetyl-baccatine, ako aj d'aldie nedistoty, ktoré napriklad
pochédzaji z epimeracie uhlikového atdmu v polohe 2'
bo¢ného retazcea.

V publikacii Journal of liquid Chromatography, 15 (4),
697 - 706 (1992) je opisana separécia zmesi taxolu a cefa-
lomaninu z extraktov z 7. baccata rychlou protipridovou
chromatografiou. Touto metédou sa ziskal taxol s maxi-
malnou €istotou 97 %.

10-Desacetylbaccatin IIl a samotny Taxoter sa mdZu
obyajne &istit metddami kvapalinovej stipcovej chroama-
tografie a najmi vysoko g¢innej kvapalinovej chromatogra-
fie (HPLC) na stipei silikagélu, ako je to pisané napriklad v
publikacii J. of Chromatography, 587, 300 - 305 (1991). Aj
ked’ st tieto metédy vhodné na &istenie niekolkych desia-
tok gramov produktu, ich realizécii v priemyselnom me-
radle brania nedostatky, medzi ktoré patria velké objemy
spotrebovanych rozpuitadiel a manipuldcia so stacionarnou
fazou (silikagél) a odblranie tejto stacionarnej fazy, ktord
je kontaminovana toxickymi zvy$kami, pri¢om tieto ne-
dostatky maj zasadny charakter a nemozno ich zanedbat’.

V pripade taxoidov, ktoré tvoria produkty, ktoré maji
zvil8a vysokidl toxicitu a nizku stabilitu, je obzvla$t dole-
zité mat k dispozicii &istiace metédy vykazujiice dobri
produktivitu, ktoré nevyZaduju pouZitie pevnych stacionar-
nych féz, ktorych obstaravacie naklady, pouZitie a odbura-
nie su nakladné, ktoré vyzaduju pouZitie iba malych obje-
mov rozpiitadiel a ktoré s Fahko automatizovatelné a
umoZiiuju tak kontinualnu produkciu.

Teraz sa zistilo, Ze &istenie taxoidov a najmi Cistenie
Taxoteru a 10-desacetylbaccatinu III sa moZe uskuto¢nit
pouzitim odstredivej rozdelovacej chromatografie (CPC)
alebo vel'mi rychlej protiprudovej chromatografie, ktorej
podstatu opisal napriklad A. Foucault a P. Rosset v Analu-
sis, 16 (3), 157 - 167 (1988).

Odstrediva rozdelovacia chromatografia umozZiiuje
uskutognit’ delenie zloZiek obsiahnutych v zmesi urlenej na
delenie medzi dve nemie3atel'né kvapalné fazy postupne

realizovanymi rovnovaZnymi stavmi logickym a automa-
tickym spdsobom.

Této metdda sa vyznaluje velmi a¢innym rozdelova-
cim mechanizmom, silnou retenciou stacionarnej fazy a
vel'kou rychlostou mobilnej fazy, o ma za nasledok vyni-
kajucu separaciu pocas niekol’kych hodin.

Odstredivé rozdelovacia chromatografia vyZaduje pou-
Zitie dvoch alebo niekolkych rozpuitadiel poskytujucich
dve Ciastolne mieSatelné fizy. Aj ked' existuje nekonetné
mnoZstvo rozpustadiel s takymto charakterom, je pre prie-
myselné meradlo obzvlast dolezité pouZit’ priemyselné ne-
chlérované a netoxické rozptidtadla. Z rozpudtadiel, kioré
sa mOZu priemyselne pouZit' s obmedzenym rizikom, sa
mdZu uviest’ alkoholy, ako napriklad metanol, étery, ako
napriklad metyl-ferc-butyléter, estery, ako napriklad etyla-
cetat, ketony, ako napriklad metylizobutyl-ketén, a alifatic-
ké uhl'ovodiky, ako napriklad heptan alebo izooktan.

Na uskutoénenie (¢inného Eistenia je nevyhnutné zvo-
lit' zmes rozpistadiel, rychla a iplna separacia ktorych ve-
die k dvom fazam, rozdel'ovaci koeficient ktorych je 0,1 az
10, vyhodne 0,5 aZ 5, pri€om tento rozdel'ovaci koeficient
lezi najma v blizkosti 1.

Produkt, pre ktory sa rozdelovaci koeficient (K) rovna
napriklad 10, je desatkrat rozpustnejsi v hornej faze nez v
spodnej faze. Dosledkom toho sa bude tento produkt vel'mi
rychlo eluovat’ v pripade, ked' vrchna faza bude mobilna, a
iba po dlhom Zase a malo $pecificky v pripade, ked’ bude
mobilnou fdzou spodné faza. Naopak v pripade, ked’ rozde-
lovaci koeficient K bude blizky 1, potom bude rozpustnost’
produktu prakticky rovnaka v oboch fazach, pri¢om sa mé-
Zu pouzit oba elu¢né postupy, pripadne, s cielom maxi-
mélnej separécie, vo vzdjomnej kombinécii.

Okrem toho je ddlezité, aby retencia v staciondrnej fa-
ze, ktord predstavuje zlomok celkového objemu zariadenia
zaujatého rovnovaznou stacionarnou fazou, pri¢om prietok
mobilnej fazy je staly, bola pokial’ moZno ¢o najvy33ia ale-
bo aspoti rovnéa 50 %.

Navyse je vzhl'adom na zlepSenie produktivity obzv1ast
zaujimavé usporiadanie, v ktorom sa mdZe pracovat pri
zvySenom prietoku, ktory je limitovany maximélnym tla-
kom vytvorenym rotorom.

Podstata vynilezu

Pri uvedenom novom spdsobe Cistenia Taxoteru, kto-
rym je, ako uZ bolo uvedené, (2R,3S)-4-acetoxy-2alfa-
-benzoyloxy-5beta,20-epoxy-1beta,7beta, 1 Obeta-trihydro-
xy-9-ox0-11-taxen-13alfa-yl-3-terc-butoxykarbonylamino-
-3-fenyl-2-hydroxypropionét, vzniké ako vysledny produkt
trihydrét Taxoteru, ktory je novou chemickou zluceninou a
tvori podstatu vynalezu.

Pri uvedenom spdsobe Cistenia Taxoteru sa Taxoter
&isti odstredivou rozdelovacou chromatografiou medzi dve
Ciasto¢ne mieSate!né fazy tvorené vodou a nechlérovanymi
a netoxickymi rozputadlami zvolenymi z mnoZiny zahr-
nujlicej alkoholy, étery, estery, ketony a alifatické uhFovo-
diky, pritom podstata tohto spdsobu spodiva v tom, Ze sa
na &istenie Taxoteru pouzije zmes alifatického uhl'ovodika,
esteru, alkoholu a vody, ktorej rozdel'ovaci koeficient me-
dzi obe fazy je 0,1 az 10.

Vyhodne je rozdelovaci koeficient medzi obe fazy 0,5
aZ 5. Vyhodne je rozdelovaci koeficient medzi obe fazy
rovnajici sa 1. Vyhodne sa na &istenie Taxoteru pouZije
zmes heptanu, etylacetitu, metanolu a vody. Vyhodne sa
pouZije zmes heptanu, etylacetatu, metanolu a vody v ob-
jemovompomere2:4:3:2.
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Uvedena odstredivd rozdelovacia chromatografia sa
moze uskutotnit' v F'ubovolnom komer¢ne dostupnom za-
riadeni prispdsobenom na tento U&el, napriklad v zariade-
niach, ktoré vyvinula spolo¢nost’ Yoichiro Ito/CRC Crit.
Rev. Anal. Chem., 17, 65 (1986) a uviedla na trh firma
SANKI Engineering Limited, Kyoto (Japonsko).

V nasledujucej tasti opisu bude vynalez bliZsie objas-
neny pomocou prikladov jeho konkrétneho uskuto¢nenia,
priom tieto priklady maju iba ilustralny charakter a nijako
neobmedzujl rozsah vynalezu, ktory je jednoznatne vyme-
dzeny definiciou patentovych narokov.

PrehPad obrazkov na vykresoch

Obréazok | znazoriiuje spektrogram ziskany pradkovou
difrakénou rontgenovou spektroskopiou produktu z prikla-
du 1 uskutodnenou za podmienok opisanych v priklade 1.

Priklady uskutoénenia vynilezu
Priklad 1
Cistenie Taxoteru za vzniku findlneho trihydratu Taxoteru

Taxoter (alebo (2R,3S)-4-acetoxy-2alfa-benzoyloxy-
-Sbeta,20-epoxy-1beta,7beta, 1 Obeta-trihydroxy-9-oxo-11-
-taxen-13alfa-yl-3-ferc-butoxykarbonylamino-3-fenyl-2-
-hydroxypropionat) sa ziska pdsobenim zinku v pritomnosti
kyseliny octovej na (2R,3S)-4-acetoxy-2alfa-benzoyloxy-
-5beta,20-epoxy- 1 beta-hydroxy-7beta,10beta-bis-(2,2,2-tri-
chléretoxykarbonyloxy)-9-oxo-11-taxen-13alfa-yl-3-terc-
-butoxykarbonylamino-3-fenyl-2-hydroxypropiondt za pod-
mienok opisanych v eurépskom patente EP O 336 841.

Rozpusti sa 10 g (2R,3S)-4-acetoxy-2alfa-benzoyloxy-
-Sbeta,20-epoxy-1beta-hydroxy-7beta, 1 Obeta-bis-(2,2,2-tri-
chléretoxykarbonyloxy)-9-oxo-11-taxen-13alfa-yl-3-terc-
-butoxykarbonylamino-3-fenyl-2-hydroxypropionétu v
150 cm® metyl-terc-butyléteru, a potom sa k z{skanému
roztoku prida 10 g zinku. Po odpareni do sucha sa ziska si-
vy prasok, ktory sa zavedie do reaktora. Pri mieSan{ sa pri-
d4 v pricbehu 5 minit zmes 6 cm’® kyseliny octovej a
50 cm® acetonitrilu. Zmes sa zahrieva zvonka na vodnom
kipeli s teplotou 45 °C jednu hodinu. Po ochladeni na l'ade
sa za silného miesania zavedie 850 cm’® metyl-ferc-butyl-
etéru, a potom sa zino&nata sol’ a prebytotny zinok odfil-
truji na sklenej frite s poréznostou 4.

Filtrat sa zahusti do sucha. Takto sa ziska krehky pevny
produkt (12 g), ktory sa bezprostredne vyberie 20 e’ etyl-
acetatu, 15 cm® metanolu, 10 cm® hepténu a 10 cm® vody.

Odstrediva rozdel'ovacia chromatografia sa uskutotiiuje
v zariadeni SANKI LLI-07. Odstredivka sa napdja dvoma
piestovymi &erpadlami vybavenymi hradiacimi ventilmi
limitujucimi tlak na 5,5 MPa. Jedno z &erpadiel sliZi na
pohatianie jednej alebo druhej z oboch faz prostrednictvom
rozvodného ventilu. Druhé &erpadlo je vyhradené na na-
strek.

Po naplneni zariadenia stacionarnou fazou pri nizkych
otatkach (200 otatok za minutu) a velkom prietoku
(110 cm*/minutu) sa bezprostredne uskutodni néstrek.

Nastriekavaji sa obe fazy, pri¢om sa zatina vodnou fa-
zou a eluuje sa pri prietoku 60 cmminitu vodnou fazou
systému hexédn-etylacetdt-metanol-voda (v objemovom
pomere 2 : 4 : 3 : 2). Berie sa 1,9 litra stacionarnej fizy, o
predstavuje retenciu 71 % a potom sa odoberaji frakcie s
objemom 15 cm®. Frakcie 72 aZ 110 sa zI(&ia a zahustia a2

na objem 140 cm’. Vylagena zrazenina sa oddel! filtraciou.
Takto sa vo vytaZku 80,5 % ziska 5,2 g trihydrétu Taxoteru
s Cistotou 99,7 %.

Ziskany produkt sa analyzoval pouZitim praskovej di-
frakénej rontgenovej spektroskopie uskuto¢nenej v zaria-
denf Siemens D5000 Matic (trubica s kobaltovou antikaté-
dou, privedené urychlovacie napitie 40 kV, intenzita viak-
na 30 mA) a linedrneho detektora Braun (vybaveného de-
tek&nym okienkom so Sirkou 10° v 26). Dopadajice svetlo
je filtrované 0,2 mm ¥trbinami usporiadanymi pred difrak-
trometrom a Sollerovymi 3trbinami. Zaznam difrak&ného
spektrogramu sa uskutoéituje za nasledujicich podmienok:
rozsah 1,5 aZ 50° 20 po krokoch 0, 02° 26, meracia doba 10
sekiind). Ziskany spektrogram je zobrazeny na obrazku 1.

Elementérna analyza
(Taxoter.3HzO = C43H53NO]4.3H20)

(¢ )] H(¥) Ni¥) of¥) veda{s)
vypoditané 59,92 6,90 1,63 31,55 6,27
néjdené 60,36 6,96 1,68 28,28 4,9 - 6,0 - 5,2

Priklad 2
Cistenie Taxoteru za vzniku finalneho trihydratu Taxoteru

Postupuje sa rovnako ako v priklade 1, pri¢om sa vSak
vychadza z 82 g (2R,3S)-4-acetoxy-2alfa-benzoyloxy-Sbe-
ta,20-epoxy-1beta-hydroxy-7beta,10beta-bis-(2,2,2-tri-
chléretoxykarbonyloxy)-9-oxo-11-taxen-13alfa-yl-3-terc-
-butoxykarbonylamino-3-fenyl-2-hydroxypropiondtu, 82 g
zinku a 150 cm® zmesi 49,2 cm® kyseliny octovej a 328 cm’
acetonitrilu a ziska sa 115 g surového produktu, ktory teo-
reticky obsahuje 49,69 g Taxoteru alebo 53 g trihydratu
Taxoteru.

Surovy produkt sa vyberie 450 cm’® metyl-terc-butyl-
éteru a trikrat sa premyje celkom 450 cm® vody obsahuji-
cej 15 g chloridu sodného. Vodné fazy sa zIigia a dvakrat
extrahuji 200 cm® metyl-ferc-butyléteru. Tri éterické
extrakty sa zI(¢ia a zahustia do sucha. Takto sa ziska 72 g
krehkého pevného produktu, ktory sa vyberie 120 cm’® me-
tanolu.

K ziskanému bledoZItému roztoku sa v nasledujicom
poradi pridd 160 cm® etylacetétu, 80 cm® vody a 80 cm’
heptanu.

Takto sa ziskaji dve &ire kvapalné fazy s celkovym
objemom 460 cm’, pritom horna vrstva predstavuje len
jednu $tvrtinu celkového objemu namiesto 35 % v nepri-
tomnosti Taxoteru.

Zariadenie na odstrediva rozdel'ovaciu chromatografiu
sa naplni organickou fazou pri prietoku 110 cm*/minitu a
rychlost'ou ota€ania 200 otatok za minutu. Ked’ je zariade-
nie plné, zvy$i sa rychlost’ otatania na 800 otadok za mi-
natu. Nastriekne sa vodna fiza a po néstreku organickej fa-
zy sa uskutoéni premytie 200 cm® organickej fazy a eluuje
sa pri prietoku 60 cr’/mintitu vodnou fazou.

Odobera sa 2,5 litra nadbyto¢nej stacionarnej fizy, ¢o
predstavuje retenciu 67,7 %.

Po prechode 200 cm® vodnej mobilnej fazy sa odobera
360 frakcii s objemom 12 az 13 cm’. Frakcie 25 a% 110 po
zahusteni aZ na objem 200 cm® poskytnii vo vytazku
87,7 % zrazeninu 46,5 g trihydratu Taxoteru, s Cistotou
99,1 %.

Aj tento produkt sa analyzoval pomocou praskovej di-
frak¢nej rontgenovej spektroskopie a elementérnej analyzy,
pri¢om sa ziskali rovnaké vysledky oboch analyz ako v pri-
klade 1.
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PATENTOVE NAROKY

Trihydrét (2R,3S)-4-acetoxy-2alfa-benzoyloxy-5Sbeta,-
20-epoxy-1beta, 7beta, 1 Obeta-trihydroxy-9-oxo-11-taxen-
-13alfa-yl-3-terc-butoxykarbonylamino-3-fenyl-2-hydroxy-
propionatu.

1 vykres
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