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Sis iSradimas skirtas taksoidy valymo bidui, panau-
dojant centrifigine padalinimo chromatografija.
Tiksliau, 8is i8radimas skirtas taksotero ir 10-dea-

cetil-bakatino III valymo btdui.

10-deacetil-bakatinas III, i3skirtas i3 kukmedZio lapy,
yra naudojamas gauti taksoterui, kurio gavimo saglygos
yra apraSytos, pavyzdZiui, Europos patentuose Nr.
0253738 arba Nr. 0335841, arba tarptautinéje paraiskoje
PCT WO 92/09589.

10-deacetil-bakatinas III, gautas ekstrahuojant kuk-
medzio lapus, priklausomai nuo kukmedZio veislés, 18
kurio jis yra iSskiriamas, turi priemaisy, kurios pa-
grindinai yra produktai, priklausantys taksoidy gru-
pei, tokiy kaip, pavyzdiZiui, 2«x-benzoil-4-aceto-ksi-
5B8,20-epoksi-1f,7B,10B,13x,19-pentahidroksi-9-okso-11~

taksenas, 2x-benzoiloksi-4-acetoksi-5f,20-epoksi-

1B, 7,108, 13x-tetrahidroksi-11-taksenas, arba toksiny.

Taksotere, gautame dalinés sintezes badu i&§ 10-
deacetil-bakatino III, kaip pagrindinés priemaiSos, yra
priemaisy, esanc¢iy l0-deacetil-bakatine III, esterinimo
produktai, o taip pat yra ir kitos ©priemaiSos,
atsirandancios, pavyzdZiui, dél Soninés grandines 2' -

padétyje esancios anglies epimerizacijos.

10-deacetil-bakatinas III ir pats taksoteras aplamai
gali biti valomi, -panaudojant skystine chromatografijg
per kolonéle, konkrec¢iau - aukSto slégio skystine
chromatografijg (HPLC) per silikagelio kolonéle.
Tac¢iau, Jjeigu Sie metodai, aplamai imant, yra tinkami
keleto desim¢iy gramy valymui, ju ekstrapoliavimas 1§
pramone susijes su apribojimais, tokiais kaip

sunaudojamy tirpikliy kiekis, proceso valdymas ir
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stacionarinés fazés (silikagelio), uZtersStos toksinémis

liekanomis, suardymas, kurie tampa pirmaeilés svarbos.

Taksoidy, kuriuose daZnai bina labai toksi$ky produkty
ir kurie yra labai labilGs, atveju, ypatingai svarbu
disponuoti valymo metodais, kurie pasiZyméty geru
nasumu, nereikalauty kietos stacionarinés fazés, kurig
reikia pirkti, panaudoti ir suardyti, nereikalauty
dideliy kiekiy tirpikliy ir baty lengvai automa-

tizuojami, kas uZtikrinty nepertraukiamg gamybg.

Neseniai buvo rasta, ir tai yra Sio idradimo objektas,
kad taksoidai, tiksliau sakant taksoteras ir 10-
deacetil-bakatinas III, gali bati wvalomi, panaudojant
centrifigine padalinimo chromatografijg (CPC) arba
didelio greidio prie&srovés chromatografija, kurios
principa apra$eé, pavyzdZiui, A. Foucault ir P. Rosset,
Analysis, 16(3), 157-167 (1988).

Centrifiiginé padalinimo chromatografija leidZia at-
likti miSinio sudedamuyjy daliy, paskirstyty tarp dviejy
nesimaisSanciy skyscéiy faziuy, padalinimg, sudarant
pusiausvyra, nuosekliai realizuojamg loginiu ir

automatiniu bddu.

Siam metodui charakteringas labai efektyvus padalinimo
mechanizmas, didelis stacionarinés fazés stabilumas ir
labai didelis mobilios fazés greitis, o tai duoda puiky

atskyrimg per keletg valandy.

Centrifiiginéje padalinimo chromatografijoje reikia
panaudoti du arba keletg tirpikliuy, kurie duoda 2
dalinai susimaiSand¢ias fazes. Kadangi egzistuoja ne-
ribotas skaid¢ius tirpikliy, turin€iy Sig savybe,
pramonéje yra ypatingai svarbu panaudoti pramoninius
nechlorintus ir netoksidkus tirpiklius. I3 tirpikliy,

kurie gali bti naudojami pramonéje su maZiausia
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rizika, gali bati paminéti alkoholiai, +tokie kaip
metanolis, eteriai, tokie kaip metil-tret.-butileteris,
esteriai, tokie kaip etilacetatas, ketonai, tokie kaip
metilizobutilketonas, ir alifa-tiniai angliavandeni-

liai, tokie kaip heptanas arba izooktanas.

Kad valymas bity efektyviai atliekamas, reikia pasi-
rinkti tirpikliy mis$ini, kuriame greita ir pilng at-
skyrimg valdyty dvi fazés, kuriose pasiskirstymo koefi-
cientas vyra 0,1-10 ribose, geriau 0,5-5 ribose 1ir

ypatingai tinkamas - apie 1.

Produktas, kurio pasiskirstymo koeficientas (K) yra,
pavyzdZiui, lygus 10, yra 10 karty tirpesnis vir-
Sutinéje fazéje negu apatinéje fazéje. Taigi 7jis bus
eliuuojamas labai greitai, jeigu virZutiné fazé yra
mobili, ir bus eliuuojamas po labai ilgo laiko, ir
esant blogam atskyrimui, jeigu yra mobili apatineé faze.
Tuo atveju, kai K yra artimas 1, tirpumas bus
praktiskai vienodas abiejose fazése ir gali Dbuti
naudojami abu eliuliavimo bidai, kurie, esant rei-
kalui, gali biiti kombinuojami, norint gauti maksimaly

atskyrimg.

Atskiru 10-deacetil-bakatino III atveju ypatingai gerai
tinka alifatinio angliavandenilio, eterio, alkoholio ir
vandens miSiniai, tokie kaip heptano-etilacetato-
metanolio-vandens (1:2:1:2, pagal ttri) miS$inys, dar

geriau - alifatiniy ketony ir vandens miSiniai, tokie

-kaip metiizobutilketono-acetono-vandens (2:3:2, pagal

t@ri) midinys.

Be to, reikia, kad sulaikymas stacionarinéje fazéje,
kuri yra bendro aparato tirio, uZimto stacionarinés
fazés, esandios pusiausvyroje, dalis, esant apibrézZtam
mobilios fazés debitui, bty kuo didesnis ir maZiausiai

lygus 50%.
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Be to, norint pagerinti naSumg, yra ypatingai idomu
turéti galimybe dirbti, esant didesniam debitui, kuri

apriboja maksimalus rotoriaus duodamas slégis.

Atskiru taksotero atveju geriausia naudoti alifatinio
angliavandenilio, esterio, alkoholio ir vandens midini,
tokj kaip heptano-etilacetato-metanoclio-vandens
(2:4:3:2, pagal tiri) sistema, kurios sulaikymas yra
80% ir pasiskirstymo koeficientas apie 0,5, duodantij
siauresni pikg, kuris greitai eliuuojamas ir taip labai

pagerinamas nasumas.

Centrifiginé padalinimo chromatografija gali bati
vykdoma bet kokiame prekybiniame aparate, pritaikytame
Siam tikslui, tokiame kaip aparatai, kuriuos patobulino
Yochiro Ito /CRC Crit. Rev. Anal. Chem., 17, 65 (1986)/
arba parduoda SANKI Engineering Limited, Kioto
(Japonija) .

Sis i3radimas skirtas tiek taksotero, tiek ir 10-
deacetil-bakatino III valymui, jeigu jie gaunami

i3radime apra$ytu badu.

Toliau duodami pavyzdZiai rodo, kaip i%radimg galima

panaudoti praktikoje.
1 pavyzdys

Taksotero valymas

Taksoteras (arba 4-acetoksi-2x-benzoiloksi-5f8,20-
epoksi-1le, 7B, 10B-trihidroksi-9-okso-11-taksen-13x-ilo
3-tret.-butoksikarbonilamino-3-fenil-2-hidroksi-

(2R, 3S) -propionatas) yra gaunamas, veikiant cinku acto
rigstyje 4-acetoksi-2a-benzoiloksi-5f3,20-epoksi-1B-
hidroksi-78,10B-bis(2,2,2-trichloretoksikarbonil-oksi) -

9-okso-1l-taksen-13x-ilo 3-tret.-butoksikarbo-nilamino-
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3-fenil-2-hidroksi- (2R, 3S)-propionatg, reakcijos saly-
gomis, apraSytomis Europos patente EP 0336841.

10 g 4-acetoksi-2«c-benzoiloksi-58,20-epoksi-1Bf-hidro-
ksi-7B,10B8-bis(2,2,2-trichloretoksikarbonilo-ksi)-9-

- okso-1ll-taksen-13x-ilo 3-tret.-butoksikarbonilamino-3-

fenil-2-hidroksi- (2R, 3S) -propionato i3tirpinama 150-je
ml metil-tret.-butileterio ir pridedama 10 g cinko.
Sausail nugarinus, gaunami pilki milteliai, kurie

sudedami i, reaktoriy.

Po to, maisSant, per 5 minutes pridedamas 6 ml acto
ragSties ir 50 ml acetonitrilo midinys. Sildoma van-
dens vonioje, kurios temperatira 450C, 1 wvalands.
AtSaldZius ledo vonioje, intensyviai maiSant, pride-
dama 850 ml metil-tret.-butileterio ir nufiltruojamos
cinko druskos ir cinko perteklius per 4-to poringumo

sukepinto stiklo filtrg.

Filtratas sausai nugarinamas. Gaunama liekana (12 g),
kuri tuoj pat tirpinama 20 ml etilacetato, 15 ml me-

tanolio, 10 ml heptano ir 10 ml vandens.

Centrifigine padalinimo chromatografija vykdoma, pa-
naudojant SANKI LLI-07 aparatg. Centrifigavimas mai-
tinamas 2 stlmokliniais siurbliais, kurie turi voZtuvus
su 55 bary slegio riba. Vienas siurblys, déka uZtva-
rinio voZtuvo, skirtas paduoti vienai arba antrai i3

dviejy faziy; antrasis siurblys yra skirtas ileidimui.

UZpildZius aparata stacionarine faze nesmarkiai sukant
(200 aps./min) ir esant dideliam debitui (110 ml/min),

tuoj pat ileidZiama.

IleidZziamos dvi fazés, pradedant nuo vandeninés fazés,
ir eliuuojama, esant 60 ml/min debitui, heksano-

etilacetato-metanolio-vandens  (2:4:3:2, pgal tdri)
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sistemos vandenine faze. Surenkama 1,9 litro stacio-
narinés fazés, esant 71% sulaikymui, paskui renkamos 15

ml tUGrio frakcijos. 72-110-ta frakcijos sumaiSomos ir

sukoncentruojamos iki 140 ml t@rio. Susidariusios
nuosédos nufiltruojamos. Taip gaunama 5,2 g (80, 5%

iSeiga) taksotero trihidrato, kurio grynumas pagal

vidini standarta yra 99,7%.

2 pavyzdys

Taksotero valymas

Dirbant pagal 1 pavyzdyje apra3ytg metodika, tik pa-
émus 82 g 4-acetoksi-2«x-benzoiloksi-5f,20-epoksi-1B-
hidroksi-7B,10B-bis(2,2,2-trichloretoksikarbonilok-si) -
9-okso-11l-taksen-13x-ilo 3-tret.-butoksikarbonilamino-
3-fenil-2-hidroksi- (2R, 3S)-propionato, 82 g cinko ir
150 ml miSinio i3 49,2 ml acto rig3ties ir 328 ml
acetonitrilo, gaunama 115 g negryno produkto, kuriame
teoriskai yra 49,69 g taksotero arba 53 g taksotero

trihidrato.

Negrynas produktas tirpinamas 450 ml metil-tret.-
butileterio ir plaunamas i3 viso 450 ml vandens,
kuriame yra 15 g natrio chlorido. Vandeniniai sluoks-
niai sumaiSomi ir ekstrahuojami du kartus 200 ml metil-
tret.-butileterio. Trys eteriniai ekstraktai sumaidomi
ir sausail nugarinami. Gaunama 72 g liekanos, kuri

tirpinama 120 ml metanolio.

I gauta gelsvg tirpalg pridedama i8 eilés 160 ml

etilacetato, 80 ml vandens ir 80 ml heptano.

Gaunama 2 skystos skaidrios fazeés, kuriy bendras tiaris
yra 460 ml, ir vir3utinis sluoksnis yra apie 1/4 bendro

tirio, vietoj 35%, kali néra taksotero.
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Centrifigines padalinimo chromatografijos aparatas
uZpildomas organine faze, esant 110 ml/min debitui ir
200 aps/min sukimosi” grei&iui. Kai aparatas prisi-
pildo, nustatomas 800 aps/min. sukimosi greitis.

IleidZiama vandenine fazé, po to, ileidus organine

- faze, plaunama 200 ml organinés fazes, paskui

eliuuojama, esant 60 ml/min. debitui, vandenine faze.

Surenkama 2,5 1 stacionarinés fazés pertekliaus, esant
67,7% sulaikymui.

Praleidus 200 ml mobilios vandeninés fazés, renkama 360
frakcijy po 12-13 ml. 25-110-ta frakcijos, su-
koncentruotos iki 200 ml tdrio, duoda 46,5 g (87,7%

iSeiga) taksotero trihidrato, kurio grynumas yra 99,1%.
3 pavyzdys

l10-deacetil-bakatino III valymas

Centrifigine padalinimo chromatografija atliekama
serijos 1000 SANKI HPCPC chromatografu, kurio bendras
tdris yra 250 ml.

Rotorius, besisukantis 100 aps/min. greidiu, uZpil-
domas, naudojant Zemyneigi btdg, tuo padiu metu pum-
puojant metilizobutilketono-acetono-vandens (2:3:2,
pagal tari) misSinio organine faze, esant 6 ml/min.

debitui, ir vandenine faze, esant 3 ml/min. debitui.

Tada nustatomas 1200 aps./min. sukimosi greitis ir
ileidZiama 1,5 g nedvaraus, kristalinio 10-deacetil-~-
bakatino III, turindio 83,3% 10-deacetil-bakatino III
ir 3,4% 10-deacetil-19-hidroksi-bakatino III.

Po to eliuuojama Zemyneigiu bidu, esant 3 ml/min.

debitui, ir renkamos 6 ml frakcijos kas 2 minutés.
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10-deacetil-19-hidroksi-bakatinas I1I yra 39-52-je

frakcijose.

Pradedant nuo 6l-osios frakcijos, eliuavimo kryptis
pakei&iama, naudojant organine faze kaip mobilig faze
ir auk$tyneigi badg, esant 5 ml/min. debitui, ir

renkamos 10 ml frakcijos kas 2 minutés.

70-84-ji frakcijos, kuriose yra 10-deacetil-bakatinas
ITI, koncentruojamos sumaZintame slégyje. Perkris-
talinus 18 15 ml acetonitrilo, gaunama 1,25 g balty
kristaly pavidalo 10-deacetil-bakatino III solvato su
acetonitrilu (1 molis/moliui), kurio grynumas, nusta-
tytas aukSto slégio skystineés chromatografijos metodu,

naudojant vidini standartag, yra 98%.

Pakoreguota iSeiga yra 91,2%.
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ISRADIMO APIBREZTIS

1. 10-deacetil-bakatino III ir taksotero valymo btdas,
panaudojant centriftugine padalinimo chromatografija

tarp dviejy dalinai besimai$an&iy faziy, susidedan&iy

18 wvandens ir nechlorinty ir netoksisky tirpikliy,

pasirinkty iS5 alkoholiy, eteriy, esteriy, ketony ir
alifatiniy angliavandeniliu, b e s i s k i r i a n -
t 1 s tuo, kad l0-deacetilbakatino III valymui naudoja
alifatinio angliavandenilio, esterio, alkoholio ir
vandens mi$ini, kurio pasiskirstymo tarp dviejy faziy
koeficientas yra 0,1-10 ribose, arba alifatiniy ketony
ir vandens miSinji, kurio pasiskirstymo tarp dviejy
faziy koeficientas yra 0,1-10 ribose, ir taksotero
valymui naudoja alifatinio angliavandenilio, esterio,
alkoholio 1ir vandens mi$ini, kurio pasiskirstymo tarp

dviejy faziy koeficientas yra 0,1-10 ribose.

2. Bltdas pagal 1 punktg, b e s i s ki riantis

tuo, kad pasiskirstymo tarp dviejuy faziy koeficientas

yra 0,5-5 ribose.

3. Bidas pagal 1 punkta, b e s i s ki r iant¢tis

tuo, kad pasiskirstymo tarp dvieju faziy koeficientas

yra artimas 1.

4. Budas pagal bet kuri 1% 1-3 punkty, b e s i s k I-
r I a n t 1 s tuo, kad 10-deacetil-bakatino IIT
atskyrimui naudoja heptano, etilacetato, metanolio ir

vandens misini,. -

5. Bidas pagal 4 punkta, b e s i s k i riantis
tuo, kad naudoja heptano-etilacetato-metanolio-van-

dens, kuriy santykis 1:2:1:2 (pagal tirji), misini.
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6. Bidas pagal bet kuri i8 1-3 punkty, b e s 1 s k i-
r i antis tuo, kad naudeja metilizobutilketono,

acetono ir vandens mi8inij.

7. Budas pagal 6 punkta, b e s i s k 1 r i ant i s
tuo, kad naudoja metilizobutilketono-acetono-vandens,

kuriy santykis 2:3:2 (pagal tiri), misSini.

8. Biidas pagal bet kuri i% 1-3 punkty, b e s i s k i-
r'iant i s tuo, kad taksotero valymui naudoja

heptano, etilacetato, metanolio ir vandens miSinj,.

9. Badas pagal 8 punkty, b e s i s ki r iantis
tuo, kad naudoja heptano-etilacetato-metanolio-van-

dens, kuriy santykis 2:4:3:2 (pagal tiri), misinij.
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