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[54) Zpiisab vyroby cyklesporinii

1 2

ReSeni se tyka zptisobu vyroby cyklospo-
rinu, jehoZ zbytek aminokyseliny v poloze
8 je zbytek [D]-acyloxy-¢-aminokyseliny,
latku tak pouZit jako 1é€ivo.
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Vynélez se tykd vyroby novych cyklospo-
rind.

Jako cyklosporiny jsou oznadovany struk-
turdlng zvlasStni, cyklické, poly-N-methylo-
vané undekapeptidy, které vykazuji farma-

PR

kologické Gdinky, zejména imunosupresivni,
protizdnétlivé a antiparazitdrni d€inky. Prv-
nim izolovanym cyklosporinem a také kme-
novou sloudeninou této fFady, je prirozeny
metabolit hub — cyklosporin A vzorce A

—MeBmt—a—Abu—Sar—MeLeu—Val— MeLeu—Ala— (D)Ala—MeLeu—MeLeu—MeVal—

1 2 3 4 5

7 8 9 10 11

kde

—~MeBmt— znamend N-methyl—(4R)-4-
-but-2E-en-1-yl-4-methyl(L}threonylovy zby-
tek obecného vzorce B

CHs

\
|
y

AN
CHz2
| (B])
HO (R) CH

/N
CH (R) CHs

—N—CH—CO—
| (8]
CHs

kde —x—vy znamend —CH=CH— (trans).

0Od plivodniho objevu cyklosporinu A by-
lo izolovdno a identifikovdno mnoho p¥i-
rodnich cyklosporinit a bylo vyrobeno mno-
ho dal8ich, v piirod& se nevyskytujicich
cyklosporint, totdln{ syntézou nebo polosyn-
tetickym zplisobem, nebo také modifikova-
nym kultivaénim zplisobem. Proto stoupl vy-
znam cyklosporini, které nyni napfiiklad
zahrnuji p¥irodni cyklosporiny A aZ Z (viz
Kobel a spol., European Journal of applied
Microbiology and Biotechnology 14, 237 aZ
240 /1982/ referdt predneseny von Trabe-
rem a spol.,, 24 th. Interscience Conference
on Antimicrobial Agents and Chemotherapy,
Washington, /8.—10. 10. 1984/), dale rdzné
cyklosporiny, které nejsou pfirodniho pi-
vodu, obsahujici dihydro-cyklosporiny (kde
skupina —x—y— znamenia ve zbytku
—MeBmt— ve vySe uvedeném vzorci B —
nasycenou skupinu, napfiklad jak je popsa-
no v US patentovych spisech vzorce A, €islo
4108 985, 4210581 a 4220581}, cyklospori-

ny, kde zbytek —MeBmt— je v izomerizova- -

né nebo N-demethylované formé (viz Evrop-
sky patent &. 0034567 a ,,Cyclosporin A",
Proc. Internat. Conference on Cyclosporin
A, Cambridge (U. K.) September 1981, Ed.
D. ]. G. White, Elsevier Press (1982) — oba
ziskané tot4lni syntézou cyklosporintt obje-

venou R. Wengerem, kde se za€lefiuji rtizné
aminokyseliny na ur€itd mista peptidového
Fetézce (viz Evropsky patent & 0056 782].
Jako pfiklady takovychto cyklosporin@i po-
psanych ve shora uvedené literatufe mohou
byt uvedeny: [Thr]?-, [Val]?-, [Nva]?*- a
[Nva]?- [Nva]®-cyklosporin (také nazyvény
jako cyklosporin C, D, G, popfipadé M],
[dihydro-MeBmt ]1-[ Val]2-cyklosporin (ozna-
¢ovany také jako dihydro-cyklosporin D) a
[(D)Ser]3- a [dihydroMeBmt]!-[(D)Ser}%- a
[dihydroMeBmt]!-[ (D)Ser]8-cyklosporin.

V souladu s b&Znou nomenklaturou cyklg-
sporind jsou tyto v popise i v pfedmé&tu vy-
nédlezu oznadovany ve vztahu k cyklosporinu
A. To znamend, Ze se nejd¥ive uvede ta Cést
molekuly, kterd je odliSnd od cyklosporinu
A a pak uvedenim slova ,,cyklosporin“ os-
tatni €ast, kterd odpovidd cyklosporinu A.
Vyraz -dihydro-MeBmt- byl pouZit k ozna-
¢eni zbytku v uvedeném vzorci B, kde —x—y
znamend —CH2—CHz—. Tak byl jako [di-
hydro-MeBmt]!*-[Val]?-cyklosporin ozna&en
onen cyklosporin, ktery obsahuje seskupe-
ni podle vzorce A, ale kde —MeBmt— (vzo-
rec B, —x—y— znamend —CH=CH—
/trans/) je nahrazen v poloze 1-dihydro-
-MeBmt- (vzorec B, —X—y— =
—CH2—CH2—) a skupina -¢Abu- v poloze 2
zbytkem —Val—. Podobnym zplsobem je
jako [(D)Ser]®-cyklosporin ozna&en cyklo-
sporin se sekvenci podle vzorce A, kde ale
-(D)-Ala- v poloze 8 nahrazen-(D)Ser-.

Déle v souladu s b&Znou praxi maji ami-
nokyseliny uvddéné zkratkami, napfiklad
—Ala—, —MeVal— atd., (L}-konfiguraci, po-
kud nenf uvedeno jinak. Zbytky s pfedloz-
kou ,,Me* jako napiiklad —MelLeu—, zna-
menaji N-methylované zbytky. Rizné zbytky
cyklosporinovych molekul se €isluji obdob-
né jako v literatufe, tj. ve sméru hodino-
vych rufiek a vychdzi se od —MeBmt— ne-
bo —dihydro—MeBmt— zbytku v poloze 1.V
popise i v pfedmé&tu vyndlezu je pouZivdno
stdle stejné ¢islovani sekvenci.

Podle vyndlezu bylo nyni nalezeno, Ze
nové cyklosporiny upotfebitelné ve farmacii
mohou byt takové, kde zbytek v poloze 8
je tvofen acyloxy-¢-aminokyselinou s (D])-
-konfiguraci.

PFedloZeny vyndlez se proto tyka zplisobu
vyroby cyklosporini obecného vzorce I
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- X -~ Y —Sar—MeLeu— Z—MeLeu—Ala——Q— MeLeu—"1eLeu—Val
‘ 2

a
3 4 5 6
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|

7 8 9 10 11 § (1)

l

kde

X znamena —MeBmt— nebo
—Dihydro—MeBmt-—,

Y znamend —eAbu—, —Ala—, —Thr—,
—Val— nebo-—-Nva—,

7 znamend —Val— ncho —Nva-- a

Q znsmend zbytek obecného vzorce II

R2
R1-—~CO—0-—-CH(p)
—NH—CH—-CO—

(11}
(D)

kde

R1 znamend vodik, alkyl s 1 aZ 4 atomy
uhliku nebo fenyl a

R2 znamenda vodik nebo methyl,
vyznacujiciho se tim, Ze se cyklosporin o-
becného vzorce 111

i—X—Y—Sar—MeLeu— Z—MeLeu—Ala—W—Me¢Leu—MeLeu—Val—,

P12 3 4 9 ¢
|

kde X, Y a Z maji vySe uvedeny vyznam a W
znamend zbytek obecného vzorce 1V

R2
HO-—-CH
—NII—CH-—CO-—

(1)
(1v)

kde R2 méa vySe uved~ny vyznam,

acyluje, ¢imZ se skupina R1—CO—, kde R1
ma vy3e uvedeny vyznam, zavede do polohy
#, a poptipads se ziskany cyklosporin obec-
ného vzorce I, kde X znamend —MeBmt—,
rodukuje na odpovidajici cyklosporin, kde X
znamené -Dilydro-MéBmt.

Ve vzorci 1T je Q vyhodng O-acyl-(D])-sery-
lovy nebo O-acyl-(D}-threonylovy zbytek a
acylskupina ma vzorec R1i—CO—, kde Ri
ma vySe uvedeny vyznam. Y znamena vy-
hodng -—eAbu-—-, —Thr—, -—Val— nebo
-—Nva—.

Skupinu cyklosporint vyrobenych zpiiso-
bem podle vyndlezu tvofi ty sloufeniny
vzorce I, kde Y znamend —«Abu— nebo
—Nva—, Z—Val-— a Rz vodik.

Daldi skupinu cyklosporinli vyrobenych
podle vyndlezu tvol{ ty slouceniny obecné-
ho vzorce I, kde Y znamend —aAbu— nebo
—Nva—, Z—Nva—, R1 vodik nebo alkyl s
1 aZ 4 uhlikovymi atomy a R2 vodik.

Acylace miiZe byt provedena postupy zuné-
mymi pro acylaci hvdroskupin, napfiklad
reakci s vyhodné dvéma ekvivalenty nebo
jestliZe Y = —Thr-—, jednim ekvivalentem
vhodného acylhalogenidu, nebo p¥i formyla-

7 8 9 10 11| (111)

i

ci, reakci napfiklad se smésnym anhydri-
dem kyseliny octové, kyseliny mravendi, pil
teplot® naptiklad od asi —10 do 50 °C. Re-
akce se provddi za bezvodych podminek,
vyhodné v inertnim reozpoustédle jako je
methylenchlorid a za pfitomnosti konden-
zatniho ¢inidla jako je 4-dimethvi-aminopy-
ridin. Za t&chio podminek nrobihd acylace
hydroxyskupiny zhytkem aminokyseliny
snadngji v poloze 8 neZ hydroxyskupiny v
poloze 1.

Popfipadé provadérd redukce miiZe byt
provedena zndmymi postupy pro redukci
pr¥irodnich cyklosporinii, napiiklad kataly-
tickou hydrogenaci, nap¥. postupy uvedeny-
mi v britském patentovém spise ¢&. 1567 201.

Hydrogenace se vyhodn& provadi v neu-
tralni oblasti, pri teplotdch mezi asi 20 a
30 °C a za atmosférického tlaku nebo mir-
né zvySeného tlaku. Jako hydrogenalni ka-
talyzatory se pouZivaji napfiklad oxid pla-
ti€ity nebo paladiové katalyzadtory, napii-
klad palddium na uhli. Hydrogenace se mil-
7@ provadét napiiklad v reakénim rozpous-
tédle inertnim za podminek reakce jako je
ethvlacetat nebo v niZsim alifatickém al-
koholu jako je methanol nebo isopropanol.

Vychozi sloufeniny obecného vzorce III
jsou zndmy uapiiklad z uvedeného evrop-
ského patentu &. 0036782, kde je rovnéZ
popsén zpfisob jejich vyroby, nebo mohou
byt vvrobenvy zpfisobem analogickym postu-
pu popsanému v evropském patentu d&islo
0034567 (na ktery odkazuje zvefejnény
spis 0056 782) pro obecnou uplnou syntézu
cyklosporinu, nebo jeSté dal3imi postupy po-
psanymi zejména v p¥ikladech.

Tak mochou byt napiiklad p¥ipraveny cyk-
losporiny obecného vzorce Illa
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cee—X'—Y‘~-Sar—MeLeu— Z‘—MeLeu—Ala—W'— MeLeu—MeLeu—MeVal -——

1 2 3 4 5 6

kde

Y' znamend —oAbu—,
nebo —Nva—,

7' znamend —l— nebo jestlize Y* zname-

~—Thr—, —Val-—

nad —aAbu— nebo -—Nva— znamena
—Nva—, ,

W* znamend —(D)Ser— nebo jestlize Y'
znamend -—aAbu a Z° —Val— znamena
—(D)Thr— a

X‘ znamend —MeBmt—, nebo jestlize Y

—W*‘—MeLeu—MeLeu—MeVal—X'—Y‘—

8 9 10 11 1 2

kde Y, Z', W' a X' maji vySe uvedeny vy-
znam, cyklizuje, pfitemZ undekapeptid miZe
byt v nechrdnéné nebo O-chrdnéné forms,
a chranici skupina se, je-li to nutné, odsté-
pi, nebo

c) se pro vyrobu cyklosporinu obecného
vzorce 1lla, kde

Y’ znamend —Thr—, —Val— nebo
—Nva—,

Z‘' znamend —Val— nebo, jestlie Y' zna-
mend —Nva—, znamend —Nva—,

W' znamend —(D)Ser— a

X' znamend —MeBmt,

kultivuje kmen hub produkujicich:

(Thr}%-cyklosporin,
(Val)2-cyklosporin,
(Nva)2-cyklosporin nebo
(Nva)?-(Nva)3-cyklosporin

za piitomnosti Zivného média obsahujiciho
{(D)-serin a cyklosporin obecného vzorce
IlIa se ze ziskané kultivaéni bfedky izoluje,
nebo

d) se pro vyrobu cyklosporini obecného
vzorce Ila, kde X' znamen4 -dihydro-Membt-,
redukuje odpovidajici cyklosporin obecného
vzorce IIla, kde X' znamend —MeBmt—.

Undekapeptidy pouZité ve zplisobu b) mo-
hou byt pFipraveny podle postupl uvede-

7 8 9 10 11 (IlIa) .

znamend —7Thr—, —Val-— nebo -—Nva—,
Z‘—Val—a W'—([D}Ser—, znamend -dihyd-
ro-MeBmt,
vyrobeny tak, Ze se

a) v O-chrdnéné formé vySe definovaného
cyklosporinu obecného vzorce III odSt&pi
chrénici skupina, nebo

b) se undekapeptid s pFfimym Fetézcem
obsahujici sekvenci

Sar—MeLeu—Z‘— MeLeu—Ala—
3 4 5 6 7

nych ve vySe citovaném evropském patentu
¢. 0056 782, napiiklad podle schématu v
piikladu la tohoto patentu, kde se peptido-
va sekvence sestdvajici ze zbytkd 8 aZ 11
cyklosporinové molekuly kombinuje se sek-
venci sestdvajici ze zbytkd 1 aZ 7, s nezbyt-
nou substituci zbytku v poloze 2 a/anebo
logickym zptisobem, nebo obecnou syntézou
cyklosporini popsanou v evropském patentu
¢. 0034567 (na ktery odkazuje patent ¢islo
0056 782), nebo ddle popsanym zplusobem
[zejména v pFikladech].

Cyklosporiny vhodné jako vychozi latky
pro zptisob b) mohou byt vyrobeny zpfiso-
bem a).

Ackoliv vychozi slouCeniny obecného
vzorce III, které jsou v nésledujicich pfi-
kladech specificky popséany, spadaji do Sir-
8iho rozsahu evropského patentového spisu
€. 0 056 782, jsou nové, tj. dosud nebyly spe-
cificky popsény. Podle vyndlezu bylo nyni
nalezeno, Ze tyto cyklosporiny maji zv1asté
zajimavé nebo vyhodné spektrum ufinnosti,
zejména immunosupresivni téinnost a zvl1as-
té zabraiiuji neZddoucim efektiim (obrana)
spojenym s transplantacemi, nap¥. transpla-
tacemi orgénd, nap¥. v porovnin{ se zné-
mymi cyklosporiny vzorce 111, tj. s t&8mi cyk-
losporiny vzorce III, které jsou specificky
popsdny v evropském patentu & 0056 782.

Proto se predloZeny vyndlez tyka z dalsi-
ho hlediska cyklosporinu vzorce Illa

—X‘'—¥‘—Sar—MelLeu—Z‘—MeLeu—Ala—W‘—MelLeu—MeLeu—MeVal—

1 2 3 4 5 6
kde
Y‘ znamend —a Abu—, —Thr—, —Val—
nebo —Nva—,

Z‘' znamena —Val— nebo, v pfipadé, Ze
Y’ znamend —e Abu— nebo —Nva—, zna-
mend —Nva—,

7 8 9 10 11 (1lla)

W* znamend —([D)Ser— nebo v pi¥ipadé,
kdy? Y' znamend —e« Abu— a Z‘° —Val—,
znamend —(D)Thr— a

X' znamend —MeBmt nebo v pFipads,
kdyZ Y' znamend —Thr—, —Val— nebo
—Nva—, Z‘' znamena —Val— a W' —(D)-
Ser—, znamend X' -dihydro—MeBmt—,
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Specifickymi cyklosporiny vzorce Illa

jsou:

‘a) [(D)Thr]8-cyklosporin

b) [Thr]?—[(D)Ser]3-cyklosporin

c) [dihydro-MeBmt]|!—|[Thr|?*—[(D)Ser]*-
-cyklosporin

d} [Vall’—[(D)Ser]8-cyklosporin

e) [dihydro-MeBmt|!—[Val]}?—[(D)Ser]%-
-cyklosporin

£) [Nva]*—[(D}Ser]®cyklosporin

g} [dihydro-MeBmt]'—[Nva]?’—[(D)Ser]®-
-cyklosporin

h) [Nva]®>—[(D)Ser]®cyklosporin a

i) [Nva]?>—[Nva]®—[(D)Ser]?-cyklospo-
rin.

Z vySe uvedenych cyklosporinit jsou slou-

10

¢eniny a), b}, e), f) a i), zejména a), f) a
i) se zietelem na jejich w&innost, jejich
spektrum Géinnosti, napfiklad jejich immu-
nosupresivni G¢innost, zvldsté zajimavé,
napf. v porovnani se specifickymi cyklospo-
riny popsanymi v evropském patentu ‘¢islo
0 056 782.

Déale se zpasob podle 'vyndlezu pro pii-
pravu vyse definovanych cyklosporini vzor-
ce Illa vyznacuje tim,

c) Ze se o0d8tépi chranici skupina v O-
-chrdanéné formé vySe definovaného cyklo-
sporinu opecného vzorce 111, nebo

d) Ze se undekapeptid s pfimym Fetézcem
obsahujici sekvenci

—W‘—MeLeu—MelLeu—MeVal— X' —Y'—Sar—MelLeu—7‘'—MeLeu—Ala—

8 9 10 11 1

kde Y, Z‘, W' a X' maji vySe uvedeny vy-
znaim, cyklizuje, pfitemZ undekapeptid mii-
Ze byt v nechranéné nebo v O-chrdnéné
formeé, a je-li to nutné oddt&pi se chréanici
skupina, nebo

¢) Zc se pro vyrobu cyklosporinu vzorce
1118, kde

Y znamend —-Thr -, —Val— nebo
—NVa—,

7' znamend -—Val-- nebo v piipads, ze
Y' znamend —Nva, znamena Z' —NVa—,

V7' znamend —(D}Ser— a

X' znamend —MeBmt—,

kultivuje kmen hub produkujicich:

[Thr}?-cyklosporin,

[ Val]?-cyklosporin,

[ Nva]}?-cyklesporin nebo
[Nva]?—[NVa}l°-cyklosporin

v pfitlomnosti Zivného média obsahujiciho
(D)-serin a cyklosporin vzorce Illa se ze
ziskané kultiva&ni bledky izoluje, nebo

{) Ze se pro vyrobu cyklosporinu ohecné-
Lo vzorce IIla, kde X' znamend -dihydro—
—MeBmt—, redukuje cyklosporin vzorce
11la, kde —X' znamend —MeBmt—.

Undekapeptidy pouZité ve zptlisobu-d} mo-
hou byt pfipraveny podle postupfi uvedenych
ve vySe zmin&ném evropském patentu ¢islo
0056 782, napfiklad podle schématu v pii-
kladu la tohoto patentn, kde se peptidova
sekvence sestdvajici ze zbytkd 8 aZ 11 cyk-
losporinové molekuly kombinuje se sekvenci
sestdvajici ze zbytkd 1 aZ 7, s nezbytnou
substituci zbytku v poloze 2 a/nebo 5 a/nebo
8. —(D)Ser— nebo —(D)Thr— =zbytek v
poloze 8 je vyhodn& v O-chranéné formé,
nap®. ve form& O-t-butylderivatu. Cyklizace
se provadi za pouZiti specidlnich metod u-
vedenych ve zminéném evropském patentu,
s néasledujicim od$t&penim O-chrénici sku-

2

3 4 5 6 7

piny v pfipadé postupu a}, provadénym
metodami zndmymi v chemii peptidd.

Vyhodnym kmenem pro pouZiti ve zpliso-
bu ¢} je kmen NRRL 8044 houby Tolypocla-
dium inflatum (Gams). Jeho kultura byla
deponovAna v United States Department of
Agriculture (Nothern Research and Develop-
ment Division], Peoria, I11., USA, kde je pfi-
stupnd vefejnosti.

Dal3i kultura byla deponovéna pod &islem
FRI FERM-P . 2796 ve Fermentation Re-
search Institute, Inage, Chiba City, Japonsko.
Morfologické znaky tohoto kmenu, ktery byl
drive plirazen rodu hub Trichoderma poly-
sporum (Link ex Pers.), jakoZ i metcdy pro
vyrobu a uchovani predkultury a udrZovaci
kultury, jsou popsény v literatui‘e, napfiklad
v britském patentu ¢. 1491 509.

Podle zptsobu c) se kultivuje vybrany
kmen, napf. rodu Tolypocladium inflatum
(Gams]}, vyhodné po dobu asi 2 tydnill v Ziv-
ném médiu popsaném v ndsledujicich pfi-
kladech a za pritomnosti pridaného (D])-
nebo (D,L}-serinu pri teploté 27 °C. Amino-
kyselinovy prekursor se pFidava do kulti-
vaéniho média vyhodné v mnoZstvi od asi
1 do asi 15 g, vyhodngé asi 4 aZ 10 g/litr.

Vyhodné kultivatni médium obsahuje ja-
ko pfidavek prekursor aminokyseliny zbyt-
ku v poloze 2 poZadovaného cyklosporiny,
napfriklad v mnoZstvi od asi 6,0 do asi 10,0,
vyhodné asi 8,0 g/litr kultivadniho média.
Po uplynuti kultiva¢ni doby se ziskany cyk-
losporin vzorce Illa izoluje z kultivaéni
breCky o sob& zndmymi metodami, jako je
napfiklad rozdé&leni bfeCky na mycélium a
kultivaéni filtrat, extrakce mycelia za zho-
mogenizovani a odstfedéni buné&tného ma-
teridlu.

Ziskany surovy cyklosporin se mii¥e pie-
distit naptiklad chromatograficky a/nebo
prekrystalovanim. Tak se odstrani dalSi cyk-
losporiny, zvlasté pFirodni cyklosporiny.

Zphsob d) miiZe byt nap¥iklad proveden,
Ze se pouZije vySe uvedend metoda pro re-
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dukci sloufenin vzorce I, kde X znamend
—MeBmt—.

. Nésledujici pfiklady objasiiuji provedeni
zpisobu podle vynélezu.

P¥iklad 1
Syntéza [ (O-acetyl)—(D)Ser ]8-cyklosporinu

(vzorec I: X = —MeBmt—, Y = —g Abu—,
Z = —Val—, Q = -O-acetyl-(D]Ser}:

20 mg 4-dimethylaminopyridinu se pfFidd
ke 47 mg [(D)Ser]8-cyklosporinu (vyrobeny
v souladu s postupem popsanym v piikladu
1 nebo 3, v§Se zmin&ného evropského pa-
tentu €. 0 056 782) rozpu3t&nym ve 3 ml me-
thylenchloridu. K reak&ni smési se p¥ridé
6,1 mg &erstvé destilovaného acetylchloridu
v 1 ml methylenchloridu a ziskand reaké&ni
smés se micha 1 hodinu p¥i teplotg& mistnos-
ti.

Tato rcakéni smés se zFedi 50 ml methy-
lenchloridu a tfepe se s 30 ml vody. Orga-
nickd fédze se oddéli, susi se siranem sod-
nym, odfiltruje se a odpari. Zbytek se filt-
ruje pfes 60 g silikagelu (0,062 aZ 0,20 mm )
za pouZiti smé&si methylenchloridu s 5 %
methanolu jako elu¢niho €inidla, shromaz-
duji se 25ml frakce. Titulni sloucenina se
ziskd z frakci 4 aZ 8 pomoci chromatografie
na tenké vrstvé za pouZiti methylenchloridu
s 5 % methanolu jako eludniho ¢inidla.

[€]® = —202° (c = 0,92 v CHCI3).
P¥iklad 2

Analogickym pbstupem jako v prikladu 1
se z odpovidajicich neacylovanych cyklo-

sporindt ziskaji nésledujici slou&eniny:

2.1. [(O-benzoyl-(D)Ser]8-cyklosporin

[vzorec I: X = —MeBmt—, Y =
= —qAbu—, Z = —Val—, Q = -O-
-benzoyl—(D)Ser—]:
[€]p?® = —220° (¢ = 1,0 v CHCI3);
2.2. [O-acetyl—(D)Thr]3-cyklosporin
[vzorec I: X = —MeBmt—, Y =
= —gAbu—, Z = —Val—, Q = -0-
-acetyl—(D)Ser—1:
" Je]p® = —219° (¢ = 1,0 v CHCls);
2.3. [Nval]?—[0-acetyl—(D)Ser]3-cyklospo-
rin
[vzorec I: X = —MeBmt—, Y =

= —Nva—, Z = —Val—, Q = -0-ace-
tyl—(D)Ser—]:

[]p® = —240° (¢ = 1,0 v CHCl3),
—233° (¢ = 0,8 v CHCI3), —177° (¢ =
= 0,76 v CH30H):
t. t. 143 aZ 147 °C;
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2.4. [Val]?—(O-acetyl— (D)Ser]8-cyklospo-
rin ‘
[vzorec I: X = —~MeBmt—, Y =
= —Val—, Z = —Val—, Q = -O-ace-
tyl—(D)Ser—]: .
[@]p® = —219° (¢ = 0,9 v CHCl3);
2.5. [Nva]5—[0-acetyl—(D)Ser]%-cyklo-
sporin
[vzorec I: X = —MeBmt—, ¥ =
= —g Abu—, Z = —Nva—, Q = -O-
-acetyl—(D)Ser—1}:
[e]p?® = —215° (¢ = 1,0 v CHCl3);
2.6. [Nva]?’—[Nva]®>—[0-acetyl—(D)Ser]8-
-cyklosporin
[vzorec I. X = —MeBmt—, Y =
= —Nva—, Z = —Nva—, Q = -0-ace-
tyl—(D)Ser—]:
[e]p?® = —196,9° (c == 1,0 v CHCl3) a
2.7. [Thr]?—(0-acetyl— (D)Ser ]®-cyklospo-
rin
[vzorec I: X = —MeBmt—, Y =

= —Thr—, Z = —Val—, Q = -0O-ace-
tyl—(D)Ser—1:

[@]p® = —251° (¢ = 0,86 v CHCI3),
—174° (¢ = 0,81 v CH30H):
t. t. = 143 a¥ 146 °C.

Priklad 3

Syntéza [dihydro-MeBmt]!-—[O-acetyl—(D)-
Ser]8-cyklosporinu

[vzorec I: X = -dihydro-—MeBmt—, Y =
= —a Abu—, Z = —Val—, Q = -0O-ace-
tyl—(D)Ser—]:

54 mg [(O-acetyl)—(D)Ser]3-cyklospori-
nu v 10 m] ethanolu se hydrogenuje za po-
uZiti 10 mg palédia na Zivo&isném uhli (10
procent) pfi teploté mistnosti a normélnim
tlaku. Po 20 hodindch se =ziskany reak&éni
roztok zfiltruje pFes tenkou vrstvu loje a
ethanol se odpali ve vakuu. Po dalSim su-
Seni za vysokého vakua se zisk4 titulni slou-
Cenina.

[@]p?® = —205,8° (¢ = 1,02 v CHCIs).
Piiklad 4

Nasledujici sloufeniny se pFipravi bud
postupem podle pFikladu 1, za pouZiti ne-
acylovanych cyklosporinfi, nebo podle pfi-
kladu 3, hydrogenaci odpovidajicich cyklo-
sporinli popsanych v prikladu 2:

4.1. [dihydro-MeBmt}!—[Nva]?—[O-ace-
tyl— (D)Ser]3-cyklosporin
[vzorec I: X = -dihydro—MeBmt—,
Y = —Nva—, Z = —Val—, Q = -0-
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-acetyl—(D)Ser—1:
t. t. 139 aZ 141 °C;

[e]p® = —225° (¢ = 0,88 v CHCIs),
—-163° (¢ = 0,76 v CH30H);

4.2. [dihydro-MeBmt]!—[Val]?—(O-ace-
tyl— (D)Ser }¥-cyklosporin
[vzorec I: X = -dihydro—MeBmt—,
Y = —val—, Z = —Val—, Q = -0-
-acetyl—(D)Ser—]:

[@]p? = —210° (¢ = 0,85 v CHCls); a

4.3. [dihydro-MeBmt]'—[Thr]*—[0O-ace-
tyl— (D)Ser ]*-cyklosporin
[vzorec I: X = -dihydro—MeBmt—,
Y = —Thr—, Z = —Val—, Q = -0O-
-acetyl—(D)Ser—]:

[@]p® = —241° (¢ = 1,0 v CHCI),
—162° (¢ = 1,0 v CHCI3);
t. t. 148 a% 150 °C.

Vyroba vychoziho materidlu:
P¥iklad 5

Vychozi sloudeniny nutné pro vyrebu slou-
Cenin v prikladech 2.2 aZ 2.7. se ptipravi
ohdobnym zpiisobem jako zndmd sloucenina
[(D)Ser}¥cyklosporin. Vyroba této sloude-
niny je popsdna v piikladu 1 evropského
patentu &. 0056 782, se substituci odpovida-
jiciho zbytku v polohach 2 a/nebo 5 a/nebo
8, jak je popsdno v reakénim schématu u
pfikladu la uvedeného patentu.

5.1. [(D)Thr]%-cyklosporin

[vzorec IMla: X' = —MeBmt—, Y' =
= —aAbu—, Z' = —Val—, W' =
= —(D)Thr—1:

[e]p?) = —248,7° (¢ = 1,0 v CHCI3);

5.2. [Nva]?-[(D)Ser]8-cyklosporin

[vzorec ITla: X' = —MeBmt—, Y' =
= —Nva—, 7' = —Val-, W' =
= —(D)Ser—|:

t. t. 150 aZ 153 °C;

[]p?® = —262° (¢ = 0,71 v CHCIs),

—1i91° (¢ = 0,73 v CH50H);

5.3. [Val]?[(D]Ser]®-cyklosporin
[vzorec Illa: X* = —MeBmt—, ¥' =
= —Val—, Z' = —Val—, W' = —(D}-
Ser—1:
lelp? = —257° (¢ = 1,0 v CHCIs),

—225% (¢ = 0.45 v CHCl3}, —198° (¢ =
= 0,42 v CH30H):
t. t. 136 azZ 140 °C;

5.4. [Nval]%-[(D)Ser]%-cyklosporin

[vzorec Illa: X' = —MeBmt—, Y' =
—eAbu—, Z° = —Nva—, W' = —(D}-
Ser—1:

[@]p® = —212° (¢ = 1,0 v CHCIs);

i4
5.5. [Nva]?[Nva]5-[(D)Ser]%cyklosporin
[vzorec Illa: X' = —MeBmt—, ¥ =
—Nva—, Z° = —Nva—, W' = —(D]}-
Ser—]:
[e]p® = —217° (¢ = 1,0 v CHCI3) a
5.6. [Thr]?-[(D)Ser]3-cyklosporin
[vzorec Illa: X' = -—MeBmt—, Y' =
= —Thr—, Z' = —Val—, W' =
= —(D]}Ser—]:
[@]p® = —258° (¢ = 0,39 v CHCI3),
—178° (¢ = 0,40 v CH50H),
t. t. 147 a% 152 °C.
Prfiklad 6

Sloucenina z piikladu 5. 2 miZe byt ta-
ké vyrcobena jinym zplisobem — mikrobio-
logicky — jak je uvedeno dale:

a) 10 litrd Zivného média obsahujicibo
50 g maltdzy, 5 g (DL})-nervalinu, 8 g (D)-
-serinu, 0,75 g dihydrogenfosforetnanu dra-
selného, 0,5 g hetahydratu siranu hcietna-
tého, 0,1 g hexahydrdtu chloridu vapenaté-
ho a 8 g kasienového peplonu na lifr mé-
dia, se ofkuje 1 litrem suspeize konidii a
mycelia kmene houby NRRL 8 044, odebra-
né ze subkultury staré tdi dny. Naotkované
produkéni médium se rozd&li po 100 ml do
100 ml Erlenmaysrovych banék, které sc in-
kuhuji 14 dni p¥i 27 °C na kruhové tfepac-
ce pfi 180 otédfkdch za minutu. Mycelium se
oddeli od kultivadniho média, rozméini se
a za michani se extrahuje 3 X 3 litru 90%
methanolu. Rozmeélnéné mycelium se z roz-
toku oddgli filtraci s odsdvdnim a spojené
filtraty se odpafri ve vakuu pti teploté 40 °C,
aZ se para v podstat® skladéd z vody. Ziska-
na smés se 4 X extrahuje vzdy 0,5 litru 1,2-
-dichlorethanu. Spojenéd 1,2-dichlorethanové
rozioky se odpafi za vakua pri tenlotd 40 °C.

Ziskany zbytek se podrobi gelové filira-
ci na Sephadexu LH-20 (1,4 kg; Pharmacia)
methanoclem, shromaZduji se 280 ml frekce.
Frokce 9 aZz 11 obsahujici cyklosporinovou
smés se speji a pak se déli pomoci sloupco-
vé chromatografie na silikazeclu (1 kg sili-
kagelu, velikost zrn 0,063 aZ 0.2 mm, Merck],
za pouZiti vodou nasyceného ethylacetédiu
jako eluéniho ¢&inidla (frakce 500 ml). V
souladu s polaritou se eluuje nejprve
[Nva]?-cyklosporin (frakce 7 aZ 9), nésle-
duje smé&s obsahujici [Nva]?-[(D)Ser}8-cyk-
losporin a cyklosporin. Oddéleni [Nva]?-
-[{D)Ser]3-cyklosporinu a cyklosporinu se
provadi sloupcovou chromatografil na sili-
kagelu (280 g Merck, 0,63 aZz 0,2 mm] za
pouZiti smé&si chloroform/methanol) (98 : 2)
jako elu€éniho €inidla (frakce 100 ml). Frak-
ce 20 aZ 30 obsahujici surovy [Nva]?-[(D]-
Ser]8-cyklosporin se dale &isti tlakovou
chromatografii na silikagelu s reverzni fazi
(,,Merck* LiChropep RP 18, 260 g velikost
zrn 0,04 aZ 0,063 mm} za pouZiti smési me-
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thanolu a vody (85:15) jako elu&niho ¢&i-
nidla a jimaji se 25 ml frakce. Spojené frak-
ce 45 aZ 55 poskytnou &isty [Nva]?-[(D]-
Ser}8-cyklosporin ve formé& amorfniho bilé-
ho pragku. ’

Subkultura potfebnd pro vySe uvedeny
zplisob milZe byt ziskdna nésledujicim zpli-
sobem:

b) Suspenze spor a mycelia pouZitd pro
otkovani vyrobend z kultury prvotné izolo-
vaného kmene NRRL 8 044 se kultivuje 21
dni pFi 27 °C na néasledujicim agarovém mé-
din: 20 g sladového extraktu, 20 g agaruy,
4 g extraktu z kvasnic v litru demineralizo-
-vené vody. Spory této kultury se vyjmou do
fyziologického roztoku chloridu sodného,
pFitem? je konetnd koncentrace 5 X 108
spor. ml~1.10 ml této suspenze se pouZije
pro ofkovani 1 litru Zivného roztoku stej-
ného sloZeni jako md kultivaini médium v
piikladn 6a, s vyjimkou (D)-serinu a (DL)-
-norvalinu. Inkubace se provadéla 3 dny pfi
27 °C na tfepacce kruhové (200 otddek za
minutu). Tate kultura byla pouZita pro na-
otkovani produkdéni kultury. [Nval?-[(D)-
Ser]8-cyklosporin 1mniiZe byt ve fermentoru
pFipraven nésledujicim zplisobem:

¢) Asi 10° spor kultury kmene NRRL 8 044
na Sikmém agaru se pridd do fermentoru z
nerezové oceli obsahujiciho 20 litrd kulti-
vafniho média nésledujiciho sloZeni:

fruktéza 75 g
Amber EHC 25 g
dihydrozenfosforetnan
draselny 58
chlorid draselny 25 g
dest. voda do 1 litru
{pH == 5,5)

Prfedem se provede sterilizace po dobu
20 minut pFi 120 °C. Vyhodné inkubadni
podminky jsou teplota 27 °C, priichod vzdu-
chu 16 litrd za minutu pfi pipetlaku 0,1
MPa a poétu otd8ek 200 min~L.

Takto ziskand sublultura se inkubuije 6
dnf a 15 litrfl se vnese do fermentoru z ne-
rezové oceli obsahujiciho 300 litrl produd-
niho média nésledujictho sloZeni:

meltbza ' 75
Amber EHC 25 g
dihydrogenfosforeénan
draselny 5¢g
chlorid draselny 25 g
(DL }-norvalin 58
[D])-serin 8 g
dest. voda do 1 litru
(pH = 5.5)

Bt}

Q

Prfedem byla provedena sterilizace po do-
bu 20 minut pFi teplotd 120 °C. Kultura se
udrznie pfi teplot& 27 °C, provzdusiiuje
vzduchem o priitokn 120 ' za minutu, pfi
pFretlaku 0,1 MPa, miché se p¥i po&tu otdcek
70 min~l, Tvorba p&ny je regulovdna p¥i-
davkem silikonové emulze.
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Po 14 dnech inkubace se kultura, kteréd
mé celkovy objem 275 litrd ochladi na 10 °C
a mycelium se oddé&li za pouZiti Westfalia-
-separdtoru. Filirdt se extrahuje dvakrat
za michani ethylacetdtem. Extrakty se pro-
myji malym mnoZstvim vody, piedisti se a
vysusi ve vakuu. K myceliu se pridd metha-
nol, provede se homogenizace a zfiltruje se.

Extrakce se dvakrat opakuje za pouZiti
90% methanolu. Methanolické extrakty se
spoji a za prFiddni vody se koncentruji ve
vakuu. Zbyly vodny koncentrat se extrahuje
dvakrat ethylacetdtem, extrakty se promyji
malym mnoZstvim vody, spoji a koncentruji
ve vakuu. Extrahovand vodné fdze se jeSté
extrahuje dvakréat smési ethylacetdtu — iso-
propanolu (8:2). Ziskané extrakty se spoji
a znovu se odpari ve vakuu.

Extrakty mycelia a filtrdtu se zfiltruii,
pouZije se padesétindsobek Sephadexu LH-
-20 s methanolem jako eluénim ¢&inidlem.
Pfedni frakce se C¢isti chromatograficky,
pfiemZ se pouZije stondsobné mnoZstvi si-
likagelu 60 (velikost zrn 0,04 aZ 0,063 mm)
za pouZiti vodou nasyceného ethylacetdtu
jako eluéniho ¢inidla. Nejprve se eluuje
[Nva?]-cyklosporin, pak cyklosporin a
[Nva?]—] (D)Ser®]-cyklosporin. Dalsi frakce
se podrobi dalsimu chromatografickému
giSténi, pricemZ se pouZije 140-ndsobné
mnoZstvi Silikagelu 60 (zrnéni 0,063—0,20
milimetru) a smés chloroformmethanol (98 :
:2) jako eludni &inidlo. Ziskd se &isty
[Nva]?—[ (D)Ser®]-cyklosporin.

P¥iklad 7

SlouCenina 7 prikladu 5.3. se mGZe také
pripravit mikrobiologickym postupem stejné
jako v pFikladu 6a) s nésledujicimi zména-
mi: .

a) V Zivhém médiu se (DL)-norvalin na-
hradi 10 g (L)-valinu. Po oddéleni mycelia
z kultivaniho média se provede nésledujici
extrakce:

Surové mycelium se z roztoku odsaje a
spojené filtradty se za pridani vody odpai‘i
ve vakuu pri teploté 40 °C, aZ se pdra sklada
v podstaté z vody. Ziskand smés se tiikrat
extrahuje vZdy 5 litry ethylacetdtu. Spojené
ethylacetdtové extrakty se koucentruji ve
vakuu pii teploté 40 °C.

Ziskany zbvtek se podrobi gelové filtraci
na Sephadexu LH-20 (1,4 kg; Pharmacia) s
methanolem. Frakce, které obsahuji smés
cyklosporinil se spoji a pak se dé&li sloupco-
vou chromatografii na silikagelu (3 kg sili-
kagelu; velikost zra 0,020 aZ 0,45 mm, ,,Gra-
ce'), s poufitim ethylacetdtu nasyceného
vodou jako eluéniho €inidla. V souladu se
svoji polaritou se nejprve eluuje [Val?]-cyk-
losporin, ndsleduje smés obsahujici [Val?]—
—[[D)Ser?]-cyklosporin jako hlavni sloZku.

Dal3i gigténi [Val?]—[{D)Ser®]-cyklospo-
rinu se provadi chromatografii na silikage-
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lu (80 g, ,,Grace“, 0,020 aZ 0,0045 mm) za
pouZiti smé&si aceton/hexan (1:1) jako elué-
niho &inidla. Frakce, které obsahuji surovy
[Val’]—[ (D)Ser8]-cyklosporin, které se da-
le ¢&isti tlakovou chromatografii na sloupci
silikagelu (,,Merck* LiChropep RP 18, 160 g,
zrnéni 0,04 aZz 0,063 mm] s reverzni fazi za
pouZiti smési methanol/voda (80:20) jako
eluéuiho d&inidla, ptridemZ se ziskd Cisty
[Val?]—[ {D)Ser?]-cyklosporin jako amorfni
bily préasek.

b) PotiFebnd subkultura se ziskd postupem
jako v p¥ikladu 6b).

[Val’]—][ (D)Ser®]-cyklosporin  se miiZe
také vyrobit ve fermentoru, pri¢emZ se po-
stupuje podle pfikladu 6c¢) s nasledujicimi
zménami:

¢) Ve sloZeni produkéniho média se [DL]-
-norvalin nahradi 10 g (L)-valinu. Po pridani
methanolu k myceliu, homogenizaci a filtra-
ci (2 X 90% methanolem) se pokrauje né&-
sledujicim zplsobhem:

Methanolické exfrakty se spoji a po piida-
ni vody se koncentruji ve vakuu. Zbyvajici
vodny koncentrat se extrahuje 3X ethylace-
tatem, extrakty se promyji malym mnoZstvim
vody, spoji a odpafi ve vakuu.

Extrakty mycelia a filtrattt se zfliltruji,
prifemZ se pouZije 50ndsobné mnoZstvi
Sephadexu LH-20 a methanol jako elu¢ni ¢i-
nidlo. Prvni frakce se chromatograficky €is-
ti, pouZije se &tyficetindsobné mnoZstvi Sili-
kagelu 60 (zrnéni 0,04 aZ 0,063 mm] a ethyl-
acetdt nasyceny vodou jako elugni &inidlo.
Nejprve se eluuje [Val?]-cyklosporin, pak
cyklosporin a [Val?]-—[({D)Ser?®]-cyklospo-
rin.

Dalsi frakce se podrohi dal§imu chromato-
grafickému ¢iSténi, pricemZ se pouZije sto-
ndsobné ranoZstvi Silikagelu 60 a smési aca-
ton/hexan (1:1) a tlakové chromatografie
na silikagelu (, Merck* LiChroprep RP 18,
zrnéni 0,04 aZz 0,063 mm) s reverzni f4zi za
pouZiti smési methanol/voda (80:20) jako
eluéniho d&inidla, ptifemZ se ziskd disty
[Val?]—[ (D)Ser®]-cyklosporin.

Priklad 8

Sloudenina z piikladu 5.6. miZe byt také
vyrobena mikrobiologicky, pfiemZ se po-
stupuje podle pfikladu 6a) s nésledujicimi
odchylkami:

a) V Zivném médiu se nahradi (DL)-nor-
valin 5 g (L]-threoninu. Po inkubaci se pro-
vede extrakce nésledujicim zplisobem:

Mycelium se oddé&li od kultivaéniho média
a rozmélni v Turraxu a michd se s 3 X 9
litry 90% methanolu pro extrakci. Rozmsl-
néné mycelium se od roztoku odd8li odsa-
tim a spojené filtrdty se za p¥idavku vody
odpa¥i ve vakuu p¥i 40 °C, aZ je pédra v pod-
staté tvofena vodou. Ziskand smés se 3X
extrahuje vZdy 5 litry ethylacetitu. Spojené
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ethylacetatové extrakty se koncentruii za
vakua p¥i teploté 40 °C.

Ziskany zbytek se podrobi gelové filtraci
na Sephadexu LH-20 (2 kg; Pharmacia) s
methanolem. Frakce obsahujici smés cyklo-
sporinii se spoii a pak rozd8li sloupcovon
chromatografii na silikagelu (2 ko Silikage-
lu, zrnéni 0,02 aZ 0,045 mm, ,Grace’) za
pouZiti ethylacetdtu nasyceného vodou jako
eluniho Cinidla. V souladu s polaritou se
nejprve eluuje cyklosporin, pak [(D)Ser®]-
-cyklosporin, pak [Thr?]-cyklosporin a na-
konec [Thr?]—[(D)Sert]-cyklosporin v su-
rovém stavu.

Daldi ¢isténi [Thr?]—][(D)Serd]-cyklospo-
rinu se provadi chromatografii na silikagelu
(50 g, ,,Grace", 0,02 a% 0,45 mm), za pouZiti
smési aceton/hexan (2:1) jako eluéniho &i-
nidla, ¢imZ se ziskd Cisty [Thr?]—| (D)Ser8]-
-cyklosporin ve formé& amorfniho bilého
prasku.

b) Potfebnd subkultura se ziska zpfso-
bem uvedenym v pfikladu 6h].

[Thr?]—[ (D)Serd}-cyklosporin maZe byt
také vyroben ve fermentoru postupem podle
prikladu 6¢) s nésledujicimi odchylkami:

¢) Ve sloZeni produkéniho média se [DL)-
-norvalin nahradi 5 g (L)-threoninu. Po in-
kubaci a odstranéni mycelia za pouZiti se-
paratoru Westfalia se postupuje ndsleduji-
cim zpfisobem:

K myceliv se pFfidd methanol, zhomogeni-
zuje se a zfiltruje. Tato extrakce se dvakrat
opakuje za pouZziti 90% methanolun. Metha-
nolické extrakty se spoji a za ptidani vody
se koncentruji ve vakuu. Zbyly vodny kon-
centrdt se extrahuje 2X ethylacetdtem, ex-
trakty se promyji malym mnoZstvim vody,
spoji a koncentruji ve vakuu.

Extrakty mycelia se zfiltruji. K této filira-
ci se pouZije padesatindsobné mnoZstvi
Sephadexu LH-20 a jako eluéni &inidlo me-
thanol. Predni frakce se &isti chromatoeara-
ficky, pri€emZ se pouZije tFicetindsobné
mnoZstvi Silikagelu 60 (zrnéni 0,04 aZ 0,063
milimetru) a ethylacetidtu nasyceného vo-
dou jako elu€ntho €inidla. Nejprve se elunje
cyklosporin, pak [{D)Ser8]-cyklosporin né-
sledovany [Thr?}-cyklosporinem a nakonec
[Thr?}—[ (D)Ser®]-cyklosporin. Tyto pozdéi-
81 frakce se podrobi dal§imu chromatogra-
fickému ¢iSténi, pfifem?Z se pouZije 250né4-
sobné mnoZstvi Silikagelu 60 (zrndni 0,02
aZ 0,045 mm) a smés aceton/hexan (2:1)
jako eluéni €inidlo. Ziska se &isty [Thr?]—

[ (D)Ser®]-cyklosporin.

TR

Priklad 9

Nasledujici sloufeniny pouZité jake vicho-
zi latky v prikladech 4.1. aZ 4.3., mohou byt
pripraveny z cyklosporinii uvedenych v p¥i-
kladech 5 aZ 7, pfifemZ se postupuje ana-
logicky jako v piikladu 3.




248542

19
9.1. [Dihydro-MeBmt]!—[Nva]?—][(D)Ser]’-
-cyklosporin
[vzorec Illa: X' = -dihydro—MeBmt—,
Y = —Nva—, Z' = —Val—, W' =

= —(D)Ser—] prFipraven z produktu z
pfikladu 5.2. nebo 6:

lle]p® = —251° (¢ = 1,23 v CHCl3);
—179° (¢ = 1,16 v CH30H);
t. t. 155 az 157 °C.

9.2. [Dihydro-MeBmt]l—[Val]2—[.(D)Ser]?-

-cyklosporin
[vzorec IIla: X' = -dihydro—MeBmt—,
Y = —Val-—, Z' = —Val—, W' =

= —(D)Ser—] pripraven z produktu z
prikladu 5.3. nebo 7:

[w]? = —224°> (¢ = 1,0 v CHCls).

9.3. [Dihydro-MeBmt[*—{[Thr]4—[(D]Ser]é-
[vzorec 1lla: X' = -dihydro—MeBmt—,
-cyklosporin
Y = —Thr—, Z* = —Val—, W' =
== —(D)Ser-—] pripraven z produktu z
pfikladu 5.6. nebo 8:

[i2]% = —262° [c = 0,73 v CHCI3);
—173° (¢ = 0,79 v CH30H);
t. t. = 156 aZ 158 °C.

Cyklasporiny, ve kterych zhytek aminoky-
seliny v poloze 8 je (D)-acyloxy-e-aminoky-
selinovy zhvtek, které zde byly definovany a
popséany, déle cznafované jako cv¥lesporiny
podle vyndlezu, vykazuji farmakolo~ickonu
aktivitu. Zv14Sté vykazujl pri pokusech na
zvilatech immunosupresivni, protizdnétlivon
a antiparasitarni afinnost, jak je zrejmé
napiiklad z testu stimulace lymfocytli podle
Janecssyho a spol. [Clin. Exp. Immunol., 9,
483 (1971.) a 10, 525 (1972)] v koncentracich
od 0,001 deo 10,0 ug/ml, z adjuvansarthritis-
-testu podle Pearsona a spol. [Arthr. Rheum.
2, 440 (1959)1 v davkach od 10 do 30 mg
na kilogram/den p. 0. a z anti-malaria-testu
podle L. Raneho (Chemotherapie and Drug
Resistance in Malaria, vyd. W. Peters, Aca-
demic Press, New York, 1970) v ddvkéch od
25 do 100 meg/kg/den s. c.

Na zéklaed# své immunosupresivni G€in-
nosti mohou byt cvklosporiny podle vynéle-
zi1 pouZity k profylaxi a oSetfeni stavli a
onemocnéni, které vyZaduji sniZeni imunitni
odpovédi. Cyklosporiny podle vynélezu tak
mohou najit pouZiti p¥i potlaceni prolifera-
ce lymfocytli a immunocvtd, nap¥. nii oSe-
tfeni autoimunitnich onemocnéni, k potla-
tovani rejekce p¥i transplantacich, napf.
kliZe, plic. srdce, srdce a plic, kostni d¥eng,
ledvin. sleziny a rohovky.

Specifickymi autoimmunitnimi chorobami,
pii kterych mohou nalézt pouvZiti cyklospo-
riny podle vyndlezu, jsou ta onemocné&ni,
pro kterd je navrZeno oSetfeni cyklospori-
nem A nebo jiZ bylo pouZito, napfiklad
aplastickd anemie, ,,pure red cell anaemia®,
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idiopatickd trombocytopenie, systemicky Lu-
pus erythematodes, Polychondritis, Sklero-
dermie, Wegener granulomatosis, chronickéa
aktivni Hepatitis, Myasthenia gravis, Pso-
riasis, Steven-Johnsonfiv syndrem, idiopatic-
ké& Sprue, Morbus Crohn, Gravesova opthal-
mopatie, Sarcoidose, sklerosa multiplex, pri-
marni billidrni cirrhesa, primirni juvenilni
diabetes, Uveitis posterior, intersticidlni
plicni fibrosa a Psoriasis Arthritis.

Na zA&klad& své protizdnétlivé udinnosti
mohou cyklosporiny podle vynédlezu nalézt
pouZiti pii oSetfeni zanétlivych stavii, ze-
jména zanétlivych stavii s aethiologii, kterd
zahrnuje autoimmunni sloZky, napi. k oSe-
tfeni arthritis a rheumatickych onemocnéni
jako je Arthritis chronica progrediens.

Na zdklad& své antiparasitarni uéinnosti
mohou cyklosporiny podle vynédlezu nalézt
pouZiti jako antiparazitdrni 1éCiva, napfl. k
oSetfeni parasitdrnich infekei riiznych typi,
zejména protozodlnich, jakoZ i trematodedl-
nich a nematodeélnich infekei. Specifické
typy parazitdrnich infekci, p¥i kterych mo-
hou cyklosporiny podle vynédlezu nalézt po-
uZiti, jsou takové infekce, pro které bhylo
jiZ v literatul'e navrZeno oSetfeni cyklospo-
riny, napF. Schistomosomiasis, Filariasis,
Leishmania, Coccidiodomycosis a zejména
Malaria.

Pro vy3e uvedené indikace se pohybuje
denni ddvka mezi asi 75 aZ 5 000, vyhodné
kolem 2000, zvla§té vyhodné kolem asi
1500 meg. P¥i pouZiti jednotné ddvky, napf.
pFi ordlnim podéni, je jedna davka asi 25
aZz asi 2590, vyhodn& asi 1000, zv1asté vy-
hodné aci 800 mg cyklosporinu podle vyna-
lezu, smiseného s farmaceuticky p¥ijatelnym
Fedidlem nebo nosicem.

Cvklosporiny podle vyndlezu mohou byt
také podivdnv b&Znym zplisobem, zejména
v souladu s b&Znymi metodami poddvani
cyklosporinu A, zvlasté intravendzni infuzi,
napf. v p¥ipad# transplantace organit pied
a ihned po transplantaci, jakoZ i pf¥i vysky-
tu gastrointestindlnich poruch, které jinak
zhor$uji absorpci, nebo ordlnég, napt¥. ve for-
mé ordlniho roztoku.

Jak jiZ bylo dfive uvedeno, jsou cyklospo-
riny vzorce IIla nové. Mimo pouZiti jako
meziprodukty vykazuji farmakologickou -
¢innost a/nebo profylaktickou, zejména ve
vztahu k imunnosupresivni aktivité a zejmé-
na ve vztahu k jejich pouZiti pfi potladeni
rejekce transplantdtfi. Tato skute€nost je
¢ini zvl143té zajimavymi ve vztahu k ostat-
nim cyklosporinm, které jsou specificky
popsédny v evropském patentu & 0056 782.

Vzhledem ke své imunnosupresivni a&in-
nosti jsoun cvyklosporinv vzorce Illa uZiteéné
k profylaxi a oSetfeni onemocné&ni a stavil,
které poZaduii redukci imunitni odpovédi,
nap¥. k potlaeni proliferace lymfocytl a
imunnocytl, nap¥. pFi oSetfeni onemocnéni
autoimunity, napf. k oSetfeni specifickych
onemocunéni autoimunity jak je uvedeno v
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souvislosti s pouZitim cyklosporinii podle
vyndlezu nebo pfi prevenci rejekce trans-
plantatd, napF. dfive uvedenych specifickych
druzich v souvislosti s pouZitim cyklospori-
nit podle vynalezu.

Se zFetelem na svoji protizdnétlivou uéin-
nost jsou cyklosporiny vzorce Illa také u-
Zitetné k oSetfeni zdndtlivych stavil, zvlasté
z&né&tlivych stavil s aetiolégii obsahujici ne-
bo zahrnujici autoimunni sloZky, napf. k
oSetfeni arthritis a rheumatickych onemoc-
néni jako Polyarthritis chronica progrediens.

Se ziretelem na svoji antiparazitarni ucin-

"nost jsou cyklosporiny vzorce Illa uZite&né
jako antoparazitdrni prostrfedky, napf. pro
o3etfeni parazitdrnich infekci rtiznych typd,
jak je zejména popsdno v souvislosti s po-
uZitim cyklosporinii podle vynélezu.
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Pro vySe uvedené indikace se denni davka
pohybuje v oblasti od asi 75 do asi 5 000 mg
a pfi pouZiti jednotlivé dévky, napf. pro
ordlni podéni, je tato ddvka od asi 25 do
asi 2500 mg cyklosporinu vzorce Iila smi-
Seného s farmaceuticky piijatelnym fedi-
dlem nebo nosiem.

Cyklosporiny vzorce IIla mohou byt po-
davany béZnymi zplisoby, zejména v souladu
s béZnymi metodami pro podéavani cyklo-
sporinu, zvlasté intravenodzni infuzi, napf.
v pripadé transplantace orgénfi, pied a
ihned po transplantaci, jakoZ i p¥i vyskytu
gastrointestindlnich poruch, které jinak
zhor$uji absorpci nebo ordlné, napi¥. ve for-
mé& orédlniho roztoku.

PREDMET VYNALEZU

1. Zptsob vyroby cyklosporini ‘obecnéhovzorce I

——X—Y—Sar—Meleu—Z—MeLeu—Ala—Q-—MeLeu—MeLeu—Val

| 12 3 4 5 6

7 8 9 10 11 | (1)

kde

X znamend —MeBmt— nebo
-dihydro—MeBmt—,

Y znamend —«Abu—, —Thr—, —Val—
nebo —Nva—,

Z znamend -—-Val— nebo —Nva— a

Q znamend zbytek obecného vzorce II

Il{z
R1—CO—0—CH(B)
—NH—CH—CO—

(D)
(11)

X —Y—Sar—MeLeu— Z—MeLe +—Ala—W—MeLeu—MeLeu—MeVal

1 2 3 4 5 6

kde

Ri1 znamena vodik, alkyl s 1 aZ 4 atomy
uhliku nebo fenyl a

Rz znamené vodik nebo methyl,
vyznadujici se tim, e se cyklosporin obec-
ného vzorce III

8 9 10 11 { (111)

|

kde

X znamend —MeBmt— nebo -dihydro—
—MeBmt—,

Y znamend -—aAbu-—-, —Ala—, —Thr—,

—Val— nebo —Nva—,
Z znamend —Val— nebo —Nva— a
W znamend zbytek obecného vzorce IV

}22
HO——CIH

—NH—CH—CO—
(D)

(IV)
kde

Rz znamen4d vodik nebo methyl,

acyluje, ¢imZ se skupina R1—CO, kde R1
znamend vodik, alkyl s 1 aZ 4 atomy uhliku
nebo fenyl, zavede do g-polchy, a je-li to
Zadouci, ziskany cyklosporin obecného vzor-
ce I, kde X znamend —MeBmt—, se reduku-
je na odpovidajici cyklosporin, kde X zna-
mend -dihydro—MeBmt—.

2. Zplsob podle bodu 1, vyznadujici se
tim, Ze se cyklosporin obecného vzorce III,
kde Y znamend —aAbu— nebo —Nva—, Z
znamend —Val— a W znamend zbytek vzor-
ce IV, kde Rz znamené vodik, acyluje.

3. Zpasob podle bodu 1, vyznadujici se
tim, Ze se cyklosporin obecného vzorce III,
kde Y znamend -—aAbu—, Z znameni
—Nva— a W znamend zbytek vzorce IV,
kde R2 znamend vodik, acyluje, ¢imZ se sku-
pina R1—CO, kde Ri znamend vodik nebo
alkyl s 1 aZ 4 atomy uhliku, zavede do po-
lohy 8.
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