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(54) Zpusob CiSténi cyklosporinu A

(57) Cisteni cyklosporinu A chromatografii ze smési obsahuji-

cich zcjména cyklosporiny A, B a C a ostatnl ¢yklosporino-

] vé sloZky polirndj§i nebo apoldmejsi nez cyklosporin A
T nebo jim podobné nedistoty spoiva v tom, Ze se uvedend
o sm&s nebo zbytek po jejim odpafeni zahfeje pod chroma-
tografii na teplotu 80 aZ 115 °C, tavi s a tavenina sc potom

’ chromatografuje o sob® znimym zphsobem. Vyhodnt se
chromatografie provadi za postupného poufiti elu€ni
soustavy tvofené smési chloroformu, dichlormethanu a
cthanolo v objemovém poméru 48:50:2 a elulnl soustavy
tvofené smési chloroformu, ethylacetitu a ethanolu v obje-
movém poméru 48:50:2.
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Oblaszt techniky

Vynalez se tykda zplsobu Cisténi cyklosporlnu A jeho izola-
. ci ze smési obsahujicich zejména cyklosporiny A, B a C a ostatni
cyklosporinové-sloiky,vktefé‘jsou'polérnéjéi nebo apoldrnéjsi
nez cyklosporin &, jako? i neéistoty podobné témto slozkdm. Uve-
dené zoﬁsob zahrnuje chromatografii orovedenou po pfedchdzeji-

c1m teoelnem zpracovani.

Dosavadni stav techniky

i . Cyklosporinova antibiotika se pFipravuji fermentaci. Byli

to vyzkumni pracovnici firmy Sandoz Ltd., kteri. jako prvni popsa-

11 izolaci cyklosporin 2 z B, ziskanvch kultivaci fungélniho

kmene Cylindrocarpon lucidum Bocth 5750 {Svycarsky patentovy

%

spis 589,716). Od té doby aZ dosud bylo izolovdno 25 cyklespo-
rind, které se oznaduji pismeny od A do Z /Helv Chim.Acta 70,
13 (1887)/.

Jedriotlivé cyklesporinové sloiky, kterd si jsou velmi po-
dobné, pokud jde o jejich shemické a fyzikélnﬁ vlastnosti, se
z fermentacniho prostfedi izoluji extrakci, nade? se potom 2
takto lekane surové cyklosporinové smési jednotlivé slozky gelimmmsse——
nekollkasLanovou preparativni chromatografii. I kdyz cyklospo-
rin A, majici selektivni imunosupresivni Udinnost, je vzhledem

k této uCinnosti nejcendidi sloZkou cyklosporinového komplexu,

izoluji se a Cisti i ostatni cyklosporinové slozky.

Pfi zplisobu popsaném v patentovém spisu US 4,117,118 se

cyklosporinovad. smés zavede na sloupec Sephadexu LH20 a eluuije me-

_ thanolem, nale? seuzavede na,sloupec.aluminyeaselunjese Ludn e

soustavou tvofenou smési toluenu a ethylacetdtu (15%) a nakonec -
se zavede na sloupek silikagelu a eluuje smési chloroformu a
methanolu (2%). Vzdor této opakované chromatografii neni ziskany

produkt Cisty a je tvofen smési Cyklosporind A a B.




. —

T

‘\""‘__

la tvofeného toluenem v Iitomnosti rostouqi;koncentr&té‘?fﬁ?l-
. pii .

' 1
P¥i zpdsoby Podle patentovéhe Spisu Us 4,215,199 g smés

Cyklosporing a B,ziskans , fermentadnihe Prostredi Obsahujicy-
ho pfevasinz '

noluy, priem? se eludt odpars k éuchu a4 ziskany zbytek se rozpus-
ti v Mmethanoluy 3 chromatografuje na sloupci Sephadexy LH20 za po-
uZiti eluéning ¢inidla tvofeného Methanolem. Elps:
nuji, znovu odpa¥i k suchu, zh 'S

i,

Y se frakcip+ -
YL&X s¢ rozpusty ve smdsi chloro-

~

formu & methanoly Objemovém FOTErY 98:2 2 snoyy e

plromatogra- -

el

i L. .y . . ] . T . FITT 7T T e L™

fuje na sloupci 5111kage{gf/Prvnl OpPousti v eludty Si2Upec Cvkig-
e

sporin A3, kterj_je~hésfédovén cyklosrorinem B. Cisté Cyklospori-~

—

nové sl:iﬁyvﬂfﬁiﬁaxaji'ddbafenimeluétﬁ.

toru typy Westfalia, pgq tomto Zpracovini ge Organicki fi:a ocdra-
ri a surcvé'cyklosvorinové SM€s se zbavy tukl v methanolu 2 pe-
trolethery. pg odpafeni se zbytak rozpusti v ¢hloroformy a Chroma-
tografuje Pl eludnim Sradienty, Pricéms ge Jako eluéni Soustz-

va PouZiji gmgsy Chloroformy a methanoly v objemovych pomérech
98,5:1,5 & 97:3."V:prvém eludty je cyklosporin’A, zatimeo ve

'_druhéhfeluétu lze nalét Cyklosporin B. Cisty krystaliek? pro-

dukt se zigks v dalSich chromatografickjch Stupnich. Frakce A

R




separuje pridanim n-hexanu. Tento produki se poteom chromatogra-

fuje_na_silikagelu_za_pouziti_eludni_soustavy tvorené smési chlo-
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roformu a ethanolu.

VyS8e uvedené chromatografické zpiscby separace cyklospori-
novych smési jsou ponékud zdlouhavé a nidkladné. Cpakovand kapali-
‘novad extrakce, odpatovaci stupné a ndsledné chromatocrafické ope-
race ©ini tento zplsob nehospoddrnym & nevholdnym pro pouziti v-

prumysiovém méritku. -
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---. Vzhledem k tomu je cilem vyndlezu nalézt zplseb
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ktery by umoznoval Jjak separaC1 cy<losDor1novvch smési,
\\C1sten1 cyklosporinu Aa kucbfbwimdho=oodarnv a vhedny pro pouzi-

t1 v prumyslovem me¥itku a k:ery oy byl menenza10uhavy a snaze -

-

__proveditelny. o .

Podstata vyndlezu.

Podstata vynalezu spoCivéd v tom, Ze se smés obsahujici
rizné cyklosporinové sloiky nebo. zbytek porcdpareni vystavi -
pfed chromatografickou.separaci tepelnému zpracovani. Toto tepel-
né zpracovini:zahrnuje. zanh¥dti na teplotu 80 &% 115 °Cc a rozta-
veni. PFi chromatografické séparaci, kterad nidsleduje po tomte
tepelném zpracovéhi, se jednotlivé sloZky déli pfizhivéji av da-

- sledku toho miZfe byt cyklosporin A izolovdn s vy$8i &istotou.

Cyklosporinovéd smés ziskand z fermentaéniho prostfedi
obsahuje cyklosporinové slozky, které isou z chromatografické-
ho hlediska odliiné, zejména cyklosporiny A, B a C a neCistoty,
které jsou apoldrn&jsi nebe polérnéjs$i nez cyklosporin A. Hlavni
¢dst uvedenych nelistot je tvofena ostatnimi cyklosporinovymi

sloZkami nebo nefistotami, které jim jsou podobné.

vVzhledem ke skutelnosti, ze jak cenné cyklosporinové

slozky, “tak i uvedenené nelistoty jsou si chromatograflcky
velmi podobné a to pEi pou21t1 ‘libovolnych eluCnich smési, ne-

miZe byt dosaZeno poZadovaného rozdéleni cyklosporinoveé smési
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v jediném chromatografickém stupni, nebot chromatcgrafické piky,
e—

odpovidajici jednotlivym sloZkam cyklosporinové smési, se pr
kryvaji. 2a 4Celem izolace nékterych cyklosporinovych sicisk v
Cistém stavu je tieba provést dalii chromatografiické Cistici

stupné.

Vyndlez je zaloZen na poznatku sooc1va]1c1m v tom, Ze
jestliZe se smés obsahujici rdézné cyklosporinové sloZky vystavi
pfed chromatografickou separaci tepelnému zpracevani, potcm mi-
ze byt dosaZeno priznivého rozd&leni jednotlivych sloZek cyklo-
sporinove smési a cyklosporin A ﬁﬁie byt  potam ziské&n ve vysoké
gistoté. Cisténi a jednos;upnove chromatog*a lcxc ZDVECOV"DL

mize byt provedeno snadno a ekonomlcxv

Uvedené tepelné zpracovéni pfedchézéjici chfomatografic~
kou separaci zahrnuje zah?fdti smési na teplotu dostatefnou k.
~roztaveni a udrZeni smési v roztaveném stavu po urcitou debu.
K roztaveni cyklosporineve smési dochdzi pfi teplotd 80 2% 1135 ¢ =
a to v zdvislosti na fistotd surového produktu. Tavenina se

potom udriuje v roztaveném stavu pri téie teploté po dobu oul

hodiny aZz jedné hodiny, nale? se pomalu ochladi (béhem asi 3 :
hodin) na teplotu 20 a% 25 °C. Takto tepelné zpracovany produk e
_se potom chromatografuije. - -
Podle ziskanych zkufenosti miZe byt tepelnému zpracovi-
ni za ucCelem dosaZeni lep3i chromatografické separace podrobeny
. Ml e

nejen pevné smdsi, nybri stejného vysledku mije byt dosaZeno
tepelnym zpracovédnim zbytku pevné smési, ziskaného z roztoku

vySe specifikovanym zplisobem (3. (kontrola) a priklad 5).

Chromatografie se provadi zménou ndsledujicich elu&nich
soustav: chloroform/methylenchlorid/ethanol (48:50:2) a chloro-
form/ethyladetét/ethanél (48:50:2) v prikladech 1 a 3 a aceton/me-
thylenchlorld (18:20) a aceton/methylenchlorid (20:80) v p?ikladecp
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Tepelné zpracovani pfedchdzejici chromatografickou se-
paraci mé& za ndsledek pfiznivéj3i separaci cyklosporinové smé-

si v pripadé, kdy se pouZije jakdkoliv z vyde uvedenych eluc-

L




ni smési. Cyklosporin A se ziskd v obzvl1a3td vysoké Zistoté v

pripadé, kdy se pouzije trojsloZkovd elulni smés.

Byly provedeny pokusy zahrnujici chromatografickou se-
paraci tepelné zpracovanych a nezpracovanych cyklosporinovych
smési majicich stejné sloieni za pouZiti vyse uvedenych eluc-

nich soustav. Ziskané vysledky jsou ilustrovdny na pripojenych

obr.1 a-obr.2. Cistota produktu-ziskaného z nékxtervch frakci - - -
(% hmotn.) je v grafech na uvedenych obrdzcich vynesena proti
objemu eluentu. Z téchto obrdzkl je zFejmé, Ze v pii

né zpracovanych vzorkl se dosdhne priznivéjsi separa
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- M

Ul

=

a odpovidajici produkty mohou byt takto ziskdny ve v
té.
V ndsleduijici tabulce jsou uvedeny vysledky vvse uvede-

nych pokusd zahrnujicicich Cisténi. tepelné .zpracovanvch .z nezpra- -

covan?ch—cykiosporinov?ch~smésf7fvyjéd%ené“ﬁako—hmotﬂOﬁt«@éﬁkﬁe~+~*—~%i—

ného produktu-s Zistotou vy3si neZ 80 % hmotn. a vytéizek v %.

N

"Nezpracovand. smés Tepelné. zpracované:
_ SmEs
_ P¥iklad 1 P¥iklad 3 Priklad 2 P¥iklad 4

Hmotnost cyklospo- : :
rinu A 20,26 g 0,0 g 111,80 g 11,94 g

vytézek 14,08 % 0,0 % - 77,75 % 38,89 %

A

Cyklosporin A
(Eistota vyssi
. nez 97,5 % hmotn.)” 0,0 g =~ 0,0 g 21,03 ¢ 0,049 !

vytéiek 0,0 % 0,08 14,62 % 0,0 %

e e mimaan 4 s memem 4 e e mm mmm e mmmam s M e mm = imemmaes = mam e bt e dam e n = mmmm = am -

2 vySe uvedené tabulky je zfejmé, Ze v pripadé tepelné
zpracovanych produktld se v disledku lepsSi separace miiZe izelo-

vat znalné vy$3i mnozstvi ldtky s Eistotcupfesahujicich 90




hmotn.. Rovnéz je tfeba uvést, ie v pfipads, kdy se vychdzi z
tepelné zpracovanych produkti a kdy se pouzije nasledujicich "
eluCnich smési: chloroform/methylenchiorid/ethanol (48:50:2) a
chloroform/ethylacetdt/ethanol (48:50:2), je mo3né ziskat cyklo-
sporin A v jediném stupni s cistotou 97,5 hmoin., pozadovanou
lékopisem USA, Vytéiek produktu ziskaného v kvalité pozadované
1ékopisem USA ]e praktlcky identicky s vytezkem vsech produkzd
ziskanych v c1stote presahu31c1 90 & hmotn. v prlpade, kdy se

chromatografuje predbéiné nezpracovany produkt

P

(Dt

\ nasledu11c1 .Cdsti pﬁpisu je vynalez bliZe:rcbjasndn+ -
pfiklady jeho konkrétniho provedeni, které maji pouze ilustralni
charakter a které nikterak neomezuii rozsah vyndlezu, kter? je
jednoznacné vymezen formulaci patentovych nédrokid. V téchto pri-
kladech jsou Cistény surove cyklosperinové smési zbavené tuka,
které jsou ziskané kultivaci mikroorganismu Tolypocladium vnrlum
. {depozicni &islo: NCAIM(P)F001005) a uzolaci z ferment acnlno
4 prostiedi. Obsah d&inné latky byl stanoven vysokovykonnou ka-
‘palinovou chromatografii popsanou v lékopisu USA (Pharmaccpoeia
XXII).

 Pfiklady provedeni wvyndlezu

Priklad 1

-H*ﬁm“ﬂh‘Zafizeniz.axiélné tlakéQané preparativni kolona pro kapalino-

' vou chromatografii o objemu 4 dm3, plnénd silikage-

% lem s velikosti &3stic od 63 do 200/um.

Pracovni podminky: axidlni hydraulicky tlak: 1 MPa

' pruteok: 60 cm3/min

elucni soustava 1: chloroform/methylen chlo-
ﬂ rid/ethancl v objemovém

4.8.:5.0.:.2.m

eluéni soustava 2: chloroform/ethylacetét/etha-

o i o s POME T U o =

nol v objemovém poméru- =
48:50:2

mnoistvi &isténého produktu: 280 g




slozeni Cisténeho produktu:
CA. {= cyklosporin A): 51,36 % hmotn.

CB (= cyklosporin B): 7,92 % hmotn.
CC (= cyklosporin C}: 7,92 % hmotn..

Uvedend smés se rozpusti v 1 am> eluéni soustavy 1 a zave-
de na chromatograficky sloupec. Eluce se zapbéne elucni socustavou
1 a porépotfebovéni 20 am’ této elulni soustavy se v elucl po-
kraCuje za pouZiti'eluEni soustavy 2. Prubé&h eluce je graficky
zobrazen na pripojeném obr.i (vynesené hodnoty jscu oznacCené

' prézdnymi krouzky).
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Eluéni~ Odpafend 1l4t- CA CB  Ztrdta suSenim  m., ca*
soustava ka (3 hm.) (% hm.) (% hm.) _ (g) (% hm.)
(an) (g) | ‘
9 10,0 - - - - -
19 19,48 72,26 - 2,39 14,61 74,04
11 21,47 74,95 - 4,72 7,32 78,67
2 12,94 80,59 - 2,34 10,73 82,56
13 10,26 88,29 - 1,75 9,23 89,42
14 9,30 86,64 - = 1,65 8,21 88,15
15 8,95 89,13 - 1,45 8,10 - 90,44
16 - 7,25 90,99 - 1,65 6,71 92,52
17 5,85 92,11 - 1,18 5,45 93,22
15 4,99 84,74 - 1,57 4,30 ° 85,12
19 4,08 82,55 - 2,456 3,45 4,65
29 3,53 84,31 - 1,87 3,05 86,00
21%% 2,52 84,37 - 2,22 2,18 85,42
X 22 2,43 82,53 - 3,25 2,12 85,37
23 1,98 82,86 - 3,93 1,71 86,22
24 18,67 88,34 - 1,48 16,77 89,63
25 9 44 85,52 - 1,48 8,21 86,73
26 7,03 79,10 - 1,32 5,65 80,24
27 6,57 67,95 15,88 1,53 4,75 69,11
28 7,21 35,66 43,73 1,47 2,67 36,21
29 4,95 10,84 62,37 1,25 0,59 10,99
" 30- 2,30 3,527 64,57 0,61 0,09 3,55
31 0,40 3,09 68,82 0,49 0,01 3,16
- 32 1,00 3,22 69,05 0,52 0,03 3,23
‘ 33 0,85 - 75,99 0,33 - -
g 34 1,83 ~ 76,05 0,46 . - -
35 2,20 - - - - -
Car mnodstyd cyklbsporinu A vztaZené na suSinu
* zména elucni soustavy
Vytések: 20,26 g 14,08 %

Cistota: vy3si ne? 90 % hmotn.
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Z7arizenl: axialne tlakovana preparativni Kolona pro .kapalino-
vou chromatografii o objemu ¢ dm3,~plnéné silikagelem
Merck s velikosti Cdstic 63 az 200/um.
Pracovnl pedéminky: axiédlni hvdraulicky tlak: 1 MPa
pratok: 60 cm3/min
eluéni soustava 1: chloroform/methylenchlo- - -
rid/ethanol v objemovém
poméru 48:50:2
eluéni soustava 2: chloroform/ethylacetdt/-
ethanol v objemovém poméru-
48:;50:2
mnozstvi Cisténého produktu: 280 g
slozeni Cisténého produktu:
CA (=cvklospoerin A}: 51,35 % hmotn.:

NEd

CB (=cyklosporin B): 7,92 % hmotn.
CC (=cyklosporin C): 7,92 -% hmotn..

Uvedend smés se vystavi' tepelnému.zpracovani: pfi.teplo-.
£& 110 °c na vzduchu. po dobu jedné hodiny, nadei se v pribéhu
5 hodinochladi.na_tepiotu:20Agc-stéle.pod.atmosfércu-vzduchuw:
- Tavenina se potom rozpusti v 1 am’ elucni soustavy 1 a zavede
na chrematograficky sloupec. Eluce se zahdji eluéni soustavou 1
a po spotfebovani 27 dm3‘této soustavy se' v eluci pokracuie za
pouziti eluéni soustavy 2. Pribéh eluce je graficky zobrazen

na obr.1 (vynesené hodnoty jsou oznacCené plynymi krouzky).

]
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Elucni Odpafend ldtka Ca C3 Ztrata sudenim nca Cca
soustava

(dm3) (q) (3 hm.) (3. hm.) (% hm.) (g) (% hm.)
31 13,59 93,54 - 1,68 14,84 95,18
32 21,353 94,76 - 2,87 21,03 - 97,56
33 8,93 91,68 - 2,01 8,36 93,36
34 4,33 89,13 0,38 1,42 3,92 90,59
35 2,79 86,12 0,84 1,42 2,44 87,37
38 6,72 72,30 14,98 1,05 4,92 _ 73,17
37 6,92 13,39 45,49 1,75 1,04 13,64
38 2,82 9,05 72,50 1,41 0,29 9,18
39 1,02 7,43 53,24 0,89 0,08 7,50
40 1,07 5,0 67,09 1,42 0,06 5,60 .
a1 1,10 6,79 62,63 3,32 0,11 7,04,
42 0,89 4,06 68,15 4,29 0,07 4,25
43 1,20 4,24 77,21 4,78 0,10 4,456
44 1,13 2,83 90,51 0,10 0,03 2,83
43 1,34 1,72 83,29 - 0,02 -

4% 1,44 1,63 80,80 0,82 0,03 -
Cax mozstvi cyklosporinu A vztadené na sudinu

En zména eludéni soustavy

Celkovy vytéZek: 118,8. g (77,75 %)
Cistota: vyS3i neZ 90 % hmotn. _
Cistota 21,03 g produktu (14,62 %) byla vy$si neZ 97,5 % hmotn.).

Priklad 3
Zarizeni: kolona pro preparativni chromatografii o objemu 700
em’, plnéhd silikagelem Merck s velikost{ Gdstic 63

' az 200/um.
Pracovni podminky: pritok: 3 cm3/min ‘
elucni soustava 1: aceton/methylenchlorid v

objemovém poméru 18:82




-

eluéni soustava 2: aceton/methylenchlorid v

objemovem poméru 20:80

mno¥stvi &istdné smisi: 50 g rozpuSténo v
350 ml methylenchlo-
ridu

loZzeni Cis=2nd smési:

n

[

Ca (=cyklosporin A}: 61,48 % hmotn.
CB (=cvklosctorin B): 9,41 % hmotn.

CC (=cyxlesoorin C): 7,47 % hmotn..

-

Pribé&h eluce je graficky zobrazen na c¢br.2 (vvnesené hodnoty
J).‘

1
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31s0 gznacene razanvm krouzk
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Eluéni  Odpafens litka ca CB Ztrdta sufenim mcx 2
soustava
lam3) (9) (%hm) (3 hm) (3 ) () (% m)
200 - . - - - -
400 - - . - - - -
600 - - - - - - -
800 8,38 66,38 - 0,44 5,56 55,57
1000 10,82 77,65 - 1,0 8,40 78,73
1200 4,26 77,71 - 0,08 3,31 73,13
1400 2,88 71,23 0,22 1,28 2,05 72,13
1600 1,99 71,65 0,50 1,83 1,42 72,97
1800 1,45 68,16 1,03 1 31 0,98 33,03
2000 1,12 72,41 1,42 0 33 0,81 731,52
2200 1,09 56,57 1,60 1,12 0,84 30,24
% 2400 0,89 63,17 2,22 0,54 0,56 23 3:
‘ 2600 0,78 9,35 2y65 0,5 -0545_33.v.
L- 2800 0,85 - - T - i
3000 0,53 50,02 4,06 0,70 0,26 53 3%
3200 0,74 - Tl T - -
3400 o74d 20,85 432 0,73 915 a9 s
J3E0CLT g 30,78 4,17 0,51 0,12 30,13
3800 0,63 - - - - -
4000 0,48 - - - - -
4200 0,40 . - - - - - =
T a0 © 0,40 - - - - -
4600 0,20 ~ - - - -
. 4800™* 0,26 - - - - ~
E' 5000 10,50 - - - - -
4 5200 0,25 - - - - -
5400 0,07 - - - - -
5600 . 0,03 - - - . - -
5800 005 e i S
6000 0,06 - - - -
6200 0,06 - - - - -
6400 11,48 2,38 0 0,57 0,27 0,39

6600 . - 0,25 ‘ - - -~ - -




CA* koncentrace cyklosporinu A vztaZena na susinu

* % " zména elucni soustavy ' - - ;

v

Nebyl izolovén'zadhy produkt, jehoi Cistota by preszhovala
90 % hmotn..
Obsah cyklosporinu A ve frakci majici nejvysSi obs h Gci

nn
latky ¢ini 78,7 %, coz.odpovidd 8,4 g Cistého cyklespeorinu A. . .
priklad 4

Zarizeni: kolona pro preparativni kapalinovou chromatogrziii o
obsahu 700 cm3, naplnénd silikagelem Merck s velikos-
ti Castic 63 az 200/um.

Pracovni podminky: prutok: 3 cm3/min

eludni .soustava 1: aceton/methylenchlerid

3]

v objemcveém poméru 18:8

e e -

R T eTudni - SOUStcva 2: aceton/methylenchlorié
v objemovém poméru 20:80

mnoistvi ¢isténé -smési: 50 g smési tepelné

ct
(D«

~w.. _.zDracované po dobu jedné hodiny ori teple

T,
110 °C. Tavenina se ochladi,. rozpustl U3

1
b
o
&

o
‘cmB methylenchloridu a pfevede na chromato-
graficky sloupec

sloleni ZistEné emdsi:
CA (= cyklosporin A): 61,48 % hmotn.
CB (= cyklosporin B}: 9,41 % hmotn.
, CC (= cyklosporin C}: 7,47 % hmotn..
Prib&h eluce je graficky zobrazen na pIipojeném obr.2 (vynesené

hodnoty jsou oznalené plnymi krouzky).

B T G il I TR TR




CB

Eluéni Odpafend ldtka CA Ztrdta suSenim mca ca
soustava
(dm?) (g) (8 hm.) (8 hm.) (% hm.) (G ) (3 tm.)
600 - - - - - -
800 0,29 + . - - - - -
1000 5,4 68,50 - 0,33 3,69 58,72
1200 13,26 90,09 - - 1,37 11,94 31,34
1400 4,48 88,20 =~ 0,50 3,95 . 38,354
1600 2,84 84,41 0,30 0,34 2,38 34,53
1800 1,98 B1,68 "~ 0,877 0,45 1,62 82,25
2000 1,38 78,16 1,30 0,42 1,07 78,30
2200 1,49 77,40 1,92 1,37 1,15 78,47
2400 0,95 70,80 2,26 1,14 ,67 71,81
2600 0,75 65,93 3,08 0,34 0,50 67,2l
y 2800 0,80 64,78 4,07 0,65 0,38 63,21
£| 3000 0,39 58,07 5,33 0,63 0,22 38,43
’ 3200 0,43 53,11 5,22 0,31 0,23° 53,27
3400 0,41 46,48 5,84 0,47 0,15 45,59
3600 0,37 - - - - -
3800 . - 0,34 - - - - -
£600 0,23 - - - - -
4200 0,27 - - - - -
4400 0,19 - - - - -
avapmnnses 4600 . 0,16 - ~ - - -
4800 0,10 - - - - -
. 5000** 0,20 - - - - -
F[ 5200 0,15 - - - - -
! 5400 0,15 - - - - -
5600 0,28 - - - - -
5800 0,10 - - - - -
6000 0,04 - - - - -
“6200 - AR K DO 4 ) - 9T 249"
6400 4,59 - 6,62 0,56 - -
6600 0,62 - 0,87 0,34 - -
6800 0,06 - - - - -

i




CA*  Xoncentrace cyklosporinu A vztaZend na suSinu

¥ zména elulni soustavy

vyteiek: 11,94 g 38,89 %

r
Cistota: vy83i nez 90 § hmotn..
Priklad 5

7atizeni: kolona pro preparativni kapalinovou chromatografil o
obsahu 700 cm3, naplnénéAsilikagelem Merck majicim
velikost &dstic 63 aZ 200 um. '

Pracovni podminky: pritok: 3 cm3/min

elutni soustava 1: aceton/methylenchlorid v

objemevém poméru 18:82

eludni soustava 2: aceton/methylencnlorid v

objemovém poméru 20:80.

e

Roztok 50 g ldtky rozpudténé v methylenchloridu se odpa-
#{ a takto ziskany zbvtek se tepelnd zpracuje po dobu dvou hodin

“. L~ 0 - _ ‘ . 4
pri tepleote 80 "C a zavede na chromatograiicky sloupec.

Slozeni Cisténé smési:

CA (= cyklosporin A): 30,74 % hmotn.
CB (= cyklosporin B): 4,7 % hmotn.
CC (= cyklosporin C):- 3,7 % hmotn..

| T~
S i

Cpve -



Eluéni  Odpafend latka CA CB Ztrata sudenim mcy ca”t
soustava
@nd)  (g) (% hm.) (3 hm.) (% hm.) ($) (% hm.)
800 - - - - - -
1000 8,95 " 74,32, - 0,85 6,65 74,53
1200 8,56 85,33 - - 1,45 7,30 85,53
1400 3,91 ¢ 86,03 - 1,32 3,36 87,53
1600 2,72 84,20 0,42 0,58 2,25 £4,53
1800 1,94 76,74 0,47 0,96 1,48 77,0z
2000 ", 1,54 _ 084,71, 1,13 0,38 | 1,30 84,73 :
2200 1,28 - 84,85 1,78 0,42 1,08 83,23
2400 1,04 85,38 2,36 0,36 0,88 83,63
2500 1,02 84,25 3,51 0,28 0,85  §4,42
12800 0,76 82,36 4,27 0,38 0,62 §2,5%-
3000 0,56 76,25 4,85 0,54 0,43  73,%:
f 3200 0,48 76,38 4,25 0,64 0,38 78,72 .
g 3400 0,47 - - - - -
' 3600 0,42 - - - - - .
3800 . 0,62 - - - - -
4000 0,32 - - -~ - - 3
4200 0,54 - - - - -
4400 0,56 - - - - -
. 4600 0,54 - - - - -
1 4800 0,54 - - - - -
{ " s000** 0,61 - - - - -
5200 0,78 - - - - -
5500 0,92 - -~ - - -
5600 0,62 - - - - -
cax kontehtrace-gyklosporinu A vztaiéné na susinu
*ho ‘zména eluéni soustavy

Nebyla izolovdna 24dnd frakce s obsahem ddinné ldtky presa-
hujicim 90 $%. Obsah cyklosporinu 2 ve frakci majici nejvy3di
obsah u¢inné 1ldtky &ini 87,08 3, col odpovidd 3,36 g Zistého

vcykloéporinu A.




NAROKY

PATENTOVE

1. Zpusob Cisténi cyklosporinu A chromatografii ze smési ;
obsahujicich zejména cyklosporiny A, B a C a ostatni cyklospo-

rinové slozky polérnéijsi nebo apoldrnéjsi nez cyklosporin A
tim, Ze se

nebc jim podobné necCistoty, vy.znaceny
smés nebo zbytek po jejim odpareni zahreje pred chromatografii

na teplotu 80 az 115 OC, tavi se a tavenina se potom chromato-

grafuje o sobé znamym zplsobem,

tim, Ze se

2. 2puscb podle ndrcku 1, vy znadc¢eny
chromatografie provadi :za poétupného pouziti eluéni soustavy
tvorené smési chloroformu, dichlormethanu-a ethanolu v objemc-

vém poméru 48:50:2 a eludni soustavy tvoYené smési chlorofermu,

u a ethanolu v objemovém poméru 48:50:2.

Zastupuje :

=3 |
253 1 0w S J
Trusmctl o~ ce :
t ":7’!- :
J,-{?.,|“:; < g (: .
S PRI _“H“%gggL s S
i < T -]
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