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(57)  Anotacia:

Cyklosporiny vieobecného vzorca (I), v ktorom W je
MeBmt, dihydro-MeBmt alebo 8’-hydroxy-MeBmt, X
je aAbu, Val, Thr, Nva alebo MeOThr, R je Sar alebo
(D)-MeAla, Y je MeLeu, t-hydroxy-MeLeu, Melle,
MeVal, MeThr, MeAla, Mealle alebo MeaThr, Z jc
Val, Leu, MeVal alebo MeLeu, a Q je MeLeu, 1-hy-
droxy-MeLeu alebo MeAla, s podmienkou, Ze ak Y je
MeLeu, potom bud’ Z je MeVal alebo MeLeu, alebo W
je 8'-hydroxy-MeBmt, st uréené na pouZitic ako liedi-
vo. VyuZiteIné su pri priprave lie¢iv na lieSenie a pre-
venciu AIDS a tazkosti spojenych s AIDS. Opisuje sa
spdsob pripravy tychto cyklosporinov kultivaciou ples-
fiovych kmefiov, ktoré su tieZ predmetom ochrany.

12 3 4 5 6 7 8 9 10

—W—X—R—Y—Z—Q—Ala— (D) Ala—MeLeu—MeLeu—MeVa l—}
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Oblast’ techniky

PredloZeny vynalez sa tyka novych cyklosporinov,
ich pouZitia ako farmaceutickych prostriedkov a farmace-
utickych prostriedkov obsahujicich tieto cyklosporiny,
sposobu ich pripravy a plesiiovych kmefiov pouZivanych
pri tomto sposobe.

Doterajsi stav techniky

Cyklosporiny zahrnuj( triedu $truktirne rozlisitel-
nych cyklickych poly-N-metylovanych undekapeptidov,
ktoré obvykle vykazuju farmakologickd, najméd imuno-
supresivnu, protizapalovi a/alebo protiparaziticki a¢in-
nost’. Prvy z cyklosporinov, ktory sa izoloval, je v prirode
sa vyskytujici plesitovy metabolit Ciclosporin alebo
Cyclosporine, znamy tiez ako cyklosporin A a ktory je
komeréne dostupny pod ochrannou znamkou SANDIM-
MUN® alebo SANDIMMUNER. Cyclosporin je cyklos-
porin vzorca (A),

eBmt- Abu-Sar-MeLeu-Val-Meleu-Ala- (D}Ala-MeLeu-MeLeu-MeVal
[ﬂl 2 3 4 5 & 7 8 9 10 11

kde MeBmt znamena N-metyl-(4R)-4-but-2E-en-1-yl-4-
-metyl-(L)- treonylovy zvySok vzorca (B),
?1

X

|
N

CHy

EC. (®)

|
\m/ m\@, (8)

¥ CE-CO-
| ®
CBy

kde -x-y- je -CH=CH- (trans).

Od tych &ias, kedy bol objaveny pdévodny Ciclospo-
rin, bola izolovana a identifikovana celd $kéla v prirode
sa vyskytujicich cyklosporinov a mnoho dalSich nepri-
rodnych cyklosporinov bolo pripravenych totalnou synté-
zou alebo semi-syntetickymi spdsobmi alebo aplikaciou
modifikovanych technik kultivacie. Trieda cyklosporinov
je uz teraz rozsiahla a zahrnuje napriklad v prirode sa vy-
skytujlce cyklosporiny A aZ Z (vid’ Traber a kol.; Helv.
Chim.Acta, 60, 1247 az 1255 (1977); Traber a kol; 2,
Helv. Chim. Acta, 65, 1655 aZ 1667 (1982); Kobel a kol.,
Europ. J. Applied Microbiology and Biotechnology, 14,
273 az 240 (1982); a von Wartburg a kol., Progress in
Allergy, 38, 28 az 45, (1986)), ako i rdzne neprirodné de-
rivaty cyklosporinov a umelé alebo syntetické cyklospo-
riny, vratane dihydro-cyklosporinov, (kde ¢&ast -x-y-
zvy$ku MeBmt (vzorec B) je nasytena, takze -x-y- =
= CH2-CH2-); derivaty cyklosporinov (napriklad kde 3'-
-0-atom zvy$ku MeBmt je acylovany alebo kde je zave-
deny dal3i substituent na o.-uhlikovy atém sarkosylového
zvy$ku v polohe 3); cyklosporiny, kde MeBmt zvy3$ok je
pritomny v izomérnej forme (napriklad ked’ konfiguracia
v polohach 6" a 7 MeBmt zvysku je skor cis neZ trans); a
cyklosporiny, v ktorych su v 3pecifickych polohach pep-
tidickej sekvencie zabudované rozne aminokyseliny, na-
priklad pouzitim totalnej syntézy pre pripravu cyklospo-
rinov, ktora vyvinul R.

Wenger - pozri napriklad Traber a kol. 1, Traber a
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kol. 2 a Kobel a kol., ako je citované; US patenty ¢.
4108 985, 4 220 641, 4 288 431, 4 554 351, 4 396 542
a 4 798 823, europske patentové prihlasky ¢.34 567A,
56 782A, 300 784A, 300 785A a 414 632A, medzina-
rodnd patentova prihlaska & WO 86/02080 a anglické
patentové prihlasky &. 2 206 119 a 2 207 678, Wenger 1,
Transpl. Proc., 15 Suppl. 1:2230 (1983), Wenger 2, An-
gew. Chem. Int. Ed. 24, 77, (1985) a Wenger 3, Progress
in the Chemistry of Organic Natural Products, 50, 123
(1986).

Trieda cyklosporinov je v sii¢asnosti skutoéne vel'mi
velk4 a zahrnuje napriklad [The]*, [Val]*, [Nva)]* a
[Nva]? [Nva}’-Ciclosporin (znédme tie? ako cyklospori-
ny C, D, C a M), [3-O-acetyl-MeBmt]'-Ciclosporin
(znamy tieZ ako cyklosporin A acetat), [Dihydro-Me-
Bmt]'-[Val}>Ciclosporin (znamy tiez ako dihydro-
cyklosporin D), [(D)Ser]*-Ciclosporin, [Melle]'!-Cic-
losporin, [(D)MeVal]''-Ciclosporin (zndmy tie? ako
cyklosporin H), [MeAla]®-Ciclosporin, [(D)Pro}-Ciclo-
sporin a pod.

V stlade s konvenénou nomenklaturou pre cyklos-
poriny s tu v opise a v narokoch zlt¢eniny definované
vzhl'adom na $truktaru Ciclosporinu (t. j. Cyclosporinu
A). Najskor sa oznadia tie zvy$ky v molekule, ktoré sa
li%ia od zvykov pritomnych v Ciclosporine a potom sa
uvedie vyraz "Ciclosporin”, ktory charakterizuje zosté-
vajuce zvysky, ktoré sii totozné so zvySkami pritomnymi
v Ciclosporine. Stcasne sa pouZiva predpona "dihydro”
na oznacenie cyklosporinov, kde zvy$ok MeBmt je hyd-
rogenovany (dihydro-MeBmt), t. j. kde -x-y- vo vzorci
(B) je -CH,CH,-. Tak [Thr}*-Ciclosporin je cyklosporin
so sekvenciou znazornenou vo vzorci A, ale aAbu v
polohe 2 je nahradeny Thr a [Dihydro-MeBmt]'-[Val]*-
-Ciclosporin je cyklosporin so sckvenciou zndzornenou
vo vzorci (A), ale zvySok MeBmt v polohe 1 je hydro-
genovany a aAbu v polohe 2 je nahradeny Val.

Dalej v zvydkoch aminokyselin oznadenych podla
beznej praxe skratkami, napriklad Ala, MeVal, aAbu
atd’. sa rozumie, Ze maji (L)-konfiguraciu, pokial’ nie je
uvedené inak, napriklad ako v pripade "(D)Ala". Skratky
zvy$kov, pred ktorymi je pouZity vyraz "Me", ako napri-
klad "MeLeu", znamenaji o-N-metylované zvy$ky. Jed-
notlivé zvysky cyklosporinovej molekuly st &islované,
ako je obvyklé v smere otatania hodinovych ruidiek,
pritom sa vychédza od zvy$kov MeBmt alcbo dihydro-
MeBmt v polohe 1. V opise a v ndrokoch sa pouZivaji
rovnaké numerické sekvencie.

Teraz je uZ preukazané, Ze Ciclosporin ruivo pdsobi
na proces aktivacie T buniek blokovanim inicidcie trans-
kripcie IL-2, i ked’ presny mechanizmus nie je eSte ob-
jasneny. Ukazuje sa, Ze Ciclosporin tvori komplex s 17
kD cytosolickym proteinom (cyklofilin), ktory sa vy-
skytuje v mnohych typoch bunick a ktory je identicky s
peptidyl-prolyl-cis-trans-izomerézou, enzymom uvolfio-
vanym pri konformacii proteinu. AZ doteraz viak nie je
jasné, &i viazanie na cyklofilin je priamo spojené s imu-
nosupresivnou uginnostou cyklosporinov alcbo &i via-
zany cyklofilin je sdm dostatoénym kritériom pre imuno-
supresivau uéinnost.

Podstata vynalezu

V sttasnosti sa zistilo, Ze existuji cyklosporiny, kto-
ré st pevne viazané na cyklofilin, ale napriek tomu
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nepdsobia imunosupresivne. Z toho vyplyva, Ze viazanie
na cyklofilin je nutnym, ale nedostatodnym kritériom pre
imunosupresivnu (¢innost.

Podla predloZeného vyndlezu sa ziskaju cyklospori-
ny, ktoré st Gginné proti replikacii HIV-1.

Ludsky virus imunitnej nedostato¢nosti (HIV) prefe-
ren¢ne infikuje T-pomocné (T4) lymfocyty, i ked’ repli-
kuje tieZ v réznych inych typoch buniek, najm4 tych, kto-
1€ majii jednobunedny pdvod. Spdsobuje pomaly prebie-
hajuce ochorenie imunitného systému vyznagené postup-
nou dedtrukciou T4-buniek, nazgvané AIDS. Ostatnymi
imunologickymi abnormalitami AIDS si zvy3enie cyto-
toxickych/supresivnych (T8) lymfocytov, defekt v proce-
se prezentécie/rozoznania antigénu a polyklonélnej akti-
vécie B- buniek. Mechanizmus detrukcie T4-buniek nie
je este stle jasny. Zda sa, Ze relativne malo T4-buniek je
infikovanych a tak priamy cytopatogénny uginok spdso-
beny virusom nemusi byt iba jedinym dévodom pre vy-
¢erpanie T4-bunick. Existuje hypotéza, Z¢ deStrukcia T4-
-buniek moéZe byt zosilnend autoimunitnym procesom
aktivovanym HIV-produkujicimi bunkami alebo T4-bun-
kami potiahnutymi HIV-proteinom. Této kontinualna an-
tigénna stimulacia mdZe viest’ do stavu permanentnej ak-
tivacie T4-buniek, ktoré by zvySovali HIV-replikacie v
tychto bunkach a rozdirovali by T-cytotoxické klony.
Neinfikované T4-bunky sa mézu stat’ antigénnymi viaza-
nfm exogénneho virusu gp120 na CD4 molekuly a stat’ sa
tak cieFom T-cytotoxickej odozvy.

US patent ¢. 4 814 323 uvédza, Ze Ciclosporin vyka-
zuje aktivitu na AIDS a Ze vieobecne "cyklosporiny znéa-
me ako imunosupresory" méZzu byt pri tejto indikécii po-
uziteIné. Nie je viak Ziadny predpoklad, Ze by neimuno-
supresivne cyklosporiny vykazovali tieto vlastnosti.

S prekvapenim sa teraz zistilo, e cyklosporiny, ktoré
sa viaZu na cyklofilin, ale nie s imunosupresivne, vyka-
zujl inhibi¢ny t€inok na HIV-1 replikacie.

Cyklosporin sa povaZuje za viaZuci sa na cyklofilin,
ak sa viaZe na ludsky rekombinovany cyklofilin aspoii z
jednej pétiny rovnako ako Ciclosporin pri kompetitivnom
ELISA teste popisanom v praci Quesniaux, Eur. J. Im-
munol. 1987, 17, 1359 aZ 1365. V tomto teste testovany
cyklosporin sa pridd poZas inkubécie cyklofilinu s po-
tiahnutym BSA-Ciclosporinom a vypotitava sa koncen-
tracia potrebna na ziskanie 50 % inhibicie kontrolnej re-
akcie bez kompetitora (ICsp). Vysledky sa vyjadrujii ako
vézbovy pomer (BR), ¢o je dekadicky logaritmus pomeru
ICs, testovanej zlageniny a ICsy pri simultannom teste
samotného Ciclosporinu. Tak BR 1,0 indukuje, Ze testo-
vand zlidenina viaZe cyklofilin o faktor 10 menej nez
Ciclosporin a negativna hodnota ukazuje viizbu silnejiu
nez Ciclosporin.

Cyklosporiny aktivne na HIV maji Br niZ$i nez 0,7
(pretoze logyo 5 = 0,7 priblizne), vyhodne rovnaky alebo
niZ8i nez 0.

Cyklosporin sa povaZuje za ncimunosupresivny, ak
vykazuje tCinok pri zmieSanej lymfocytovej reakeii
(MLR) nie vi4¢si ako 5 %, vyhodne nie viac ako 2 % 0-
¢inku Ciclosporinu. Zmie$and lymfocytova reakcia je o-
pisand v praci T. Meo, v "Immunological Methods", L.
Lefkovits a B. Peris, vyd. Academic Press, N.Y., str. 227
aZ 239 (1979). Bunky zo sleziny (0,5 x 10°) Balb/c my3i
(samice, 8 az 10 tyZdiiov) sa 5 dni spolu inkubuji s 0,5 x
x 10% bunkami sleziny CBA mysi (samice, 8 az 10 tyz-
dfiov), ktoré boli vopred oZiarené (2000 rad) alebo o3et-
rené mitomycinom C. OZiarené alogénne bunky indukuji
mnoZenie Balb/c slezinnych buniek, ktoré sa moZe merat

10

20

25

30

35

40

45

50

60

65

oznaCenim prekurzora inkorporovaného do DNA. Preto-
Ze stimulané bunky st oZiarené (alebo ofetrené mito-
mycinom C), nereagujii na Balb/c bunky mnozenim, ale
zachovavaju si antigénne vlastnosti.

1Cso ndjdené pre testovanu zlideninu v MLR sa po-
rovnava s hodnotou najdenou pre Ciclosporin v paralel-
nom teste.

Aktivitu cyklosporinov ako inhibitorov HIV-1 repli-
kéacie moZno preukézat’ nasledujucim systémom testov:

1. Inhibicia HIV-1 indukovaného cytopatogénneho e-
fektu v MT4- bunkach.

PouZije sa postup opisany v praci Pauwels a kol., J.
Virol. Meth. 20/309 (1988) s malymi obmenami. Ako
ciel'ové bunky sa pouzijo HTLV-I-transformované T4-
-bunky, MT4, v ktorych bolo vopred preukizané, Ze su
vysoko permisivné pre HIV-infekcie. Inhibicia HIV-1,
kmetiom HTLV-IIIB-indukovany cytopatogénny t&inok
sa stanovi meranim Zivotaschopnosti tak HIV-infikova-
nych, ako aj simulovane infikovanych buniek. Zivota-
schopnost’ sa stanovi spektrofotometricky redukciou in
situ  3-(4,5-dimetyltiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazolium-
bromidu (MTT). Virusom infikované a neinfikované
kultiry bez zlu€eniny sa zahrnuji ako kontroly, rovnako
ako neinfikované bunky o3etrené zlu&eninou. Koncen-
tricia buniek sa vyberé tak, Ze podet bunick ma ml sa
zvysi o faktor 10 podas 4-dennej inkubacie v simulovane
infikovanej kultire. Otko virusu sa upravi tak, ze spé-
sobi ahyn buniek v 90 % cielovych buniek po 4-dennej
inkubacii. Virus sa adsorbuje na 10-nasobne koncentro-
vanu suspenziu buniek pri teplote 37 °C v priebehu 1
hodiny. Potom sa infikované bunky zriedia 1 : 10 a pri-
daja sa do mikrotitraénych dosiek obsahujicich testova-
nu zlageninu.

2. Cytotoxicita

Na stanovenie anti-HIV potencialu v d’alSich buneg-
nych liniach a najmd v monocyklickej linii (U937) sa
najprv ur¢i bunedni toxicita testovanej zluCeniny na
tieto buneéné linie. Jurkat a U937 bune&né suspenzie sa
upravia na 1 x 10° buniek/ /ml a inkubuju sa v pritom-
nosti roznych koncentracii testovanej zla&eniny. Po 40
hodindch sa mnoZstvo buniek na ml porovnava zafarbe-
nim s MTT. Cytotoxicita v MTT bunkach sa moZe merat
rovnakym spdsobom.

3. Inhibicia HIV-1 replikacie v Jurkat a U937 bunkach

T4-bunky linie Jurkat a monocytické bunky linie
U937 sa infikuju suspendovanim buniek 10-nisobnej
koncentricie do roztoku virusu. Adsorpcia sa uskutod-
fivje 2 hodiny pri teplote 37 °C. Bunky sa potom vyzra-
7ajh, otko sa odstrini a bunky sa znovu suspendujii na
povodni koncentraciu v &erstvom kultivaénom médiu
obsahujicom tcstovani zlageninu. Substancia sa tak
pridava po adsorpcii. V diioch 2, 3, 8, 12, 15 a 19 po
infekcii sa odobert alikvoty infikovanej kultiry. Bunky
sa vyhodia a supernatanty sa zberaju. Koncentracia viru-
sového antigénu p24 sa v supcrnatante stanovi pouZitim
komertného ELISA prostriedku a slazi ako parameter
produkcie virusu. Po kazdom odobrani alikvot sa spoci-
taji bunky a upravia sa na 2 x 10° buniek/ml pridanim
Cerstvého média obsahujiceho testovani zluteninu v
prisludnej koncentracii.

Zo zltgenin podla predloZeného vynalezu, &iZe nei-
munosupresivnych, cyklofilin viaZucich cyklosporinov
aktivnych na HIV-1 (aktivne zlu€eniny) st nicktoré no-
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vé a ostatné st zname; ale anti-HIV aktivita znAmych ak-
tivnych zli&enin nebola dosial’ opisané a v mnohych pri-
padoch v znamych aktivnych zlG¢eninich nebol stanove-
ny Ziadny farmaceuticky i¢inok.

Zistilo sa, Ze mnohé aktivne zli¢eniny maju $truktiry
odliné od Ciclosporinov, $pecidlne v polohéch 4 a/alebo
5.

Jednou skupinou aktivnych zla¢enin si cyklosporiny,
v ktorych skupina MeLeu v polohe 4 je nahradené roz-
nymi N-metylovanymi aminokyselinami, napriklad t-hy-
droxy-MeLeu, Melle, MeVal, MeThr alebo MeAla. Dalej
moZno pouZit okrem Melle a MeThr tieZ alo-formy Mea-
Ile a MeaThr. V aloforme ma stereochémia v B-polohe o-
paéni konfiguriciu neZ prirodnd aminokyselina, takze
normélna forma a alo-forma tvoria pér diastereoizomé-
rov.

Dalsou skoupinou aktivnych zlienin sii zlueniny, v
ktorych Val v polohe 5 je nahradeny N-alkylovanou, vy-
hodne N- metylovanou aminokyselinou. Vyhodnymi a-
minokyselinami s N-al- kylované Val alebo Leu. Vy-
hodne je vodik v iminoskupine /Val/* nahradeny neroz-
vetvenou alkylovou skupinou s 1 aZz 6 atémami uhlika,
vyhodne metylovou, etylovou alebo n-propylovou skupi-
nou, najmi metylovou skupinou. Tieto menované aktivne
zladeniny st vetky nové.

Navysc alcbo alternativne sa ur€ité aktivne zlu¢eniny
méZu lisit” od Ciclosporinu v polohéach 1, 2, 3 a/alebo 6.
Vyhodnu skupinu aktivnych zlidenin tvoria zli¢eniny
vieobecného vzorca (I).

W—X—R—Y—2—Q—Ala~(D)Ala—MeLeu—MeLeu—Meval
’>123456 7 8 9 10 11‘} (I)

kde W je MeBmt, dihydro-MeBmt alebo 8'-hydroxy-
-MeBmt,

X je aAbu, Val, Thr, Nva alebo O-metyltreonin
(MeOThr),

R je Sar alebo (O)-MeAla,

Y je MeLeu, 1-hydroxy-MeLeu, Melle, MeVal,
MeThr, MeAla, Mealle alebo MeaThr,

Z je Val, Leu, MeVal alebo McLeu a

Q je MeLeu, 1-hydroxy-MeLeu alebo MeAla,
s podmienkou, Ze ak Y je MeLeu, potom bud' Z je MeVal
alebo MeLeu alebo W je 8'-hydroxy-MeBmt.

Skupiny W, X, Y, Z, Q a R mdZu mat’ nezévisie od
seba nasledujice vyhodné vyznamy:
W je vyhodne W', kde W' je MeBmt alebo dihydro-
-MeBmt,
X je vyhodne X', kde X' je aAbu alebo Nva, vyhodnejsie
X", kde X" je aAbu,
R je vyhodne R', kde R' je Sar,
Y je vyhodne Y', kde Y' je t-hydroxy-MeLeu, MeVal,
MeThr alebo Melle,
Z je vyhodne Z', kde Z' je Val alebo MeVal a
Q je vyhodne Q', kde Q' je MeLeu.

Mimoriadne vyhodnou skupinou aktivnych zlicenin
s zlaceniny vieobecného vzorca (I), kde W je W', X je
X,YjeY,ZjeZ, QjeQ aRjeR".

Najmé vyhodné zligeniny vieobecného vzorca (I) si:
a) [dihydro-MeBmt]'-[ 1-hydroxy-MeLeu]*-Ciclosporin
b) [MeVal]*Ciclosporin
¢) [Melle]*-Ciclosporin
d) [MeThr]*Ciclosporin
e) [t-hydroxy-Mel.eu]*-Ciclosporin
f) [Nva}? [-hydroxy-MeLeu]*-Ciclosporin
g) [t-hydroxy-MeLeu}*-[t-hydroxy-MeLeu]°-Ciclosporin
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h) [MeVal]’-Ciclosporin
i) [MeOThr]*-[(D)MeAla]*-[MeVal]’-Ciclosporin
j) [8'-hydroxy-MeBmt] '_Ciclosporin
Dalej st aktivnymi zlageninami uréité zlaCeniny,
ktoré nepatria do rozsahu vieobecného vzorca (I}, napri-
klad
k) [MeAla]®-Ciclosporin a
1) [t-hydroxy-MeLeu]’-Ciclosporin.
Podstatou vynalezu st tieZ nov¢ aktivne zluceniny
vieobecného vzorca (II),
W' —X¥—R—Y—Z—MeLeu--Ala— (D) Ala—MeLau—MeLau—HeVal

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 (11}

kde W', X, R, Y a Z maju uvedeny vyznam s podmicn-
kou, ze

1. ked’ Y je MeLeu alebo MeAla, potom Z je MeVal a-
lebo MeLeu a

2. ked W' je MeBmt, R je Sara Y je t-hydroxy-MeLeu,
potom Z je iné neZ Val.

Vyhodni skupinu novych aktivnych zla¢enin tvoria
zli&eniny vieobecného vzorca (II), kde X je X", Y je Y'
aZ je Z', s podmienkou, Z¢ ak W' je MeBmt, potom Y”
je iné neZ t-hydroxy-MeLeu.

Najmi vyhodné nové aktivne zliCeniny si zliéeniny
a), b), d), f) a h), uz uvedené. Niektoré z tychto zlagenin,
napriklad zlageniny b) a c¢). blokuji imunosupresivne
posobenie Ciclosporinu blokovanim jeho viazania na
cyklofilin a tak pdsobia ako antagonisty Ciclosporinu.

Aktivne zlu¢eniny moZno pripravit mnohymi rdz-
nymi spdsobmi, ktoré moZno roztriedit’ nasledovne:

1. Fermentécia

2. Biotransformacia
3. Derivatizacia

4. Ciasto¢na syntéza
5. Celkova syntéza

1. Urdité aktivne zlideniny sa pripravia ako spolu-
produkty pri fermentécii pdvodnych alebo modifikova-
nych kmefiov organizmov produkujicich Ciclosporin,
ako je Tolypocladium inflatum Gams, ako je doloZené
pri priprave zli&eniny c) v priklade 1.

2. Ostatné aktivne zlu&eniny, vratane zndmych zli-
enin j) a 1), si metabolity Ciclosporinu a moZno ich
izolovat’ chromatografickymi metédami z mocu Tudi a
zvierat, ktori obdrZali Ciclosporin. Dalej mozno pri
tychto a ostatnych transformécidch pouZit' mikroorga-
nizmy, napriklad pri priprave zli¢enin ¢) a g) biotran-
sforméciou cyklosporinu A, ako je opisané v prikladoch
2 a 3 alebo pri priprave zldeniny f) biotransformaciou
cyklosporinu C, ako je opisané v priklade 4. Ticto pri-
klady dokladuju novy sposob pripravy cyklosporinov s
jednym alebo viacerymi zvy$kami t-hydroxy-MeLeu
zvyskov, ktory sa vyznaluje tym, Ze sa kultivuje novy
modifikovany kmefi Sebekia benihana, prida sa cyklos-
porin, ktory ma jeden alebo viac MeLeu zvyskov a izo-
luje sa produkt z fermentaéného média.

3. Derivatizaciou sa rozumie to, %e prirodné alebo
syntetické cyklosporiny moZno previest na aktivne zla-
Ceniny jednou alebo viacerymi chemickymi reakciami,
pri ktorych sa jedna alebo viac aminokyselin modifikuje
bez toho, aby doslo k otvoreniu peptidickych vizieb a
premenia sa. Napriklad triedu aktivaych zli¢enin, kde
Val v polohe 5 je N-alkylovany, moZno pripravit’ reak-
ciou zodpovedajiceho cyklosporinu obsahujiiceho Val v
polohe 5 s butyllitiom a potom reakciou s alkylaénym
¢inidlom, ako je doloZené pre zliceninu h) v priklade 5
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a pre zla€eninu i) v priklade 6.

Dalej mozno zludeninu a) pripravit hydrogenaciou
zli¢eniny ¢) (priklad 7) a zlieninu j), ktora je tieZ hlav-
nym metabolitom Ciclosporinu, mozno pripravit zo zna-
mej zliceniny, Ciclosporin-acetatu, ako je opisané v pri-
klade 8.

4. Vyrazom Ciastoéna syntéza sa rozumie séria che-
mickych reakcii, pri ktorych sa kruh prirodného cyklos-
porinu otvori, odstrani sa jedna alebo viac aminokyselin,
pridaju sa iné aminokyseliny a kruh sa opit’ uzavrie.

5. Celkova syntézu cyklosporinov moZno uskuto&nit
vytvorenim linedrneho undekapeptidu a cyklizaciou, ako
opisal Wenger (pozri vysSie) a pozri tiez US patenty &. 4
396 542 a 4 789 823. V zasade moZno akykol'vek cyk-
losporin pripravit’ celkovou syntézou, ak je viak dostup-
na jedna z ostatnych uvedenych metdd, je to pre celkova
syntézu omnoho vyhodnejsie. Celkovi syntézu moZno
pouZit’ pre pripravu zli¢eniny d) (priklad 9) a pre znamy
metabolit zla&eninu 1.

Zlutenina k) je znama latka, ktorej vlastnosti boli po-
pisané v praci Quesniaux a kol. (Mol. Immunol. 24,
1159, 1987) a ktori moZno tieZ pripravif celkovou synté-
zou. Napriklad celkova syntéza tejto zligeniny je opisana
v US patente ¢. 4 914 188.

Priklady uskutoénenia vynalezu

Priklad 1
[Melle}*-Ciclosporin (zli¢enina c)

Produkeny kmeii

ZNienina c) sa pripravi fermenticiou plesne kmeiia
Tolypocladium inflatum Cy E 4556, uloZeného v
"Deutsche Sammlung fiir Mikroorganismen" za podmie-
nok Budapestianskej dohody 24. juna 1991 pod ¢islom
DSM 6627. Tento kmefi je mutantom kmenia NRRL 8044
druhu Tolypocladium inflatum Cams a je taxonomicky i-
denticky s vychodiskovym kmeiiom, ktory je désledne o-
pisany napriklad v anglickom patente 1 491 509.
Kultira 1. Vychodiskova kultira na agare

Sikmé agarové kultiry kmefia DSM 6627 sa nechaju
rast’ 14 dni pri teplote 27 °C na Zivnom médiu nasleduji-
ceho zloZenia:

extrakt z kvasnic (Cistex) 4¢
sladovy extrakt (Wander) 20¢g
agar 20g

demineralizovana voda do
Toto médium ma pH 5,4 aZ 5,6 a sterilizuje sa 20 mi-
nut pri teplote 120 °C.

2. Prekultira

Spéry mycélia 4 vychodiskovych kultir sa suspen-
duju v 40 ml 0,9 % roztoku soli. Vidy 20 ml tejto sus-
penzie sa inokuluje rad 500 ml Erlenmeyerovych banick
vzdy s obsahom 100 ml média pre prekultiru. Zlozenie
média pre prekultiru je nasledujuce:

kazein (Amber EHC) 25¢g
maltéza 75
KH,PO, 1g
KCl 25g

demineralizovana voda do 1000 ml

Toto médium sa upravi na pIl 5,2 az 5,5 pomocou
HCI a potom sa 20 minut sterilizuje pri teplote 120 °C.
Prekultiry sa fermentuji 24 hodin pri teplote 27 °C na
rota¢nej trepalke pri 200 otackach za mintGtu s excentri-
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citou 50 mm.

3. Medzikultira

25-litorvy ocefovy termentor s 20 litrami média pre
prekultiru sa inokuluje 200 ml prekultiiry. Medzikultira
sa fermentuje 5 dni pri teplote 27 °C pri mie$ani 150 o-
tatok za minitu a prevzduditovani prietokom vzduchu
0,5 /min. na liter a pri tlaku 0,05 MPa.

4. Hlavna kultira

100 litrov média pre prekultiru sa inokuluje 10 lit-
rami medzikultary a fermentuje sa v 120-litrovom oce-
lovom fermentore. K tomuto médiu sa prida 4 g/1 O-
-Treoninu, sterilizovaného filtraciou. Fermentdcia sa
uskutoCtiuje 14 dni pri teplote 27 °C pri mie3ani rychlo-
stou 70 otaCok za minutu a prevzdusiiovani prietokom
vzduchu 0,4 1/min. na liter média a pri tlaku 0,05 MPa
prvych 5 dni, a potas zvyS$ného &asu fermenticie sa
rychlost’ mie3ania zvysi na 100 ot4¥ok za mindtu a pre-
vzdu$iiuje sa prietokom 0,5 /min.

Izolacia

Mycélium sa oddeli od média kultury a extrahuje sa
rozmelnenim a mie3anim trikrat 10 litrami zmesi meta-
nolu a vody (9:1 objemovo). Rozmelnené mycélium sa
oddeli od rozpustadla vékuovou filtriciou a spojené fil-
traty sa zahustia odparenim pri zniZzenom tlaku a teplote
40 °C, kym pary nepozostivaji prevaZne zo samotnej
vody. Ziskand zmes sa extrahuje 3tyrikrit pri pouZiti
vzdy 2 litrov 1,2-dichléretanu a spojené 1,2-di-
chléretanové roztoky sa zahustia odparenim pri zniZe-
nom tlaku a teplote 40 °C.

Zvy¥ok sa chromatografuje na koldne silikagélu (10
kg silikagélu, velkost granulatu 0,02 az 0,045 mm,
"Crace") s pouZitim zmesi etylacetitu a vody ako elud-
ného ¢inidla (frakcia 2,5 1). Frakcie 20 aZ 23, obsahujuca
[Melle]*Ciclosporin, sa spoja a potom sa d'alej chro-
matograficky rozdelia pouzitim kolény silikagélu (600 g
silikagélu, velkost’ granulatu 0,04 a2 0,63 mm, "Merck")
a pouZitim zmesi chloroformu a metanolu (98 : 2 obje-
movo) ako eludného &inidla (frakcia 300 ml). Dalsie
Zistenie sa uskutoiluje chromatograficky na koléne sili-
kagélu (400 g silikagélu, velkost granulatu 0,04 az
0,063 mm, "Merck") pri pouZiti zmesi metylénchloridu a
metanolu (90 : 2 objemovo) ako eludného ¢&inidla
(frakcia 200 ml) a ziska sa &isty [Melle]*-Ciclosporin vo
forme bieleho amorfného praskuy, teplota topenia 155 -
-150°C, [a]p™® = - 235°c = 0,68 v CHCl;) a - 193°
(¢=0,74 v CH;0H).

IC spektrum v CH,Cl, je znazornené na obr. 1, kde
T znamené % transmisic a A znamend % absorpcic a
proténové NMR spektrum v COCl; je zndzornené na
obr. 2.

Priklad 2
[t-Hydroxy-MeLeu}*-Ciclosporin (zli¢enina ¢)
Zl&enina e) sa ziska biotransformaciou Ciclospori-
nu pomocou mikroorganizmov Sebekia benihana. Origi-
nalny kmeri je oznaCeny ako NRLL 11111 a patri k dru-
hu Sebekia benihana (Dietz a kol.. Sebekia, novy rod &e-
Pade Actinoplanaceae. Abstrakta 82. Ann. Meet. Amer.
Soc. Microbiol., 163, Atlanta 1982). Tento kmeil je
schopny hydroxylovat novobiocin. Subkultarny kmes,
ktory sa pouZiva na pripravu zlu¢eniny ¢) a pribuznych
zli&enin, je uloZeny "German Colection of Microorga-
nisms" (D-3300 Braunschweig) pod &islom DSM 6182.
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1. Vychodiskova kultira na agare

Sikmé agarové kultary kmeiia DSM 6182 sa nechaja
10 dni rast pri teplote 27 °C na agarovom Zivnom médiu
nasledujuceho zloZenia:

glukdza 10g
gkrob (rozpustny) 20g
extrakt z kvasnic (Cistex) S5g
pepton (N-Z-Amine typ A, Sheffield) 5g
CaCO, 1g
agar (Bacto) 10g
demineralizovand voda do 11

pH: neutralizacia na pH 7 pomocou NaOH/H,SO,
sterilizicia: 20 mindt pri teplote 120 °C

2. Prekultara

Spory a mycélium jednej vychodiskovej kultury sa
suspenduji v 10 ml 0,9 % roztoku soli. Vidy 5 ml tejto
stspenzie sa inokuluje rad 200 ml Erlenmeyerovych ba-
niek vzdy s 50 ml média pre prekultGru. ZloZenie média
pre prekultiru je nasledujuce:

gluk6za g
$krob (rozpustny) 10g
extrakt z kvasnic (Cistex) 45¢g
sladovy extrakt (kvapalny, Wander) 10g
pepton (N-Z-Amine typ A, Sheffield 25¢g
CaCO; lg
roztok stopovych prvkov ¢. 235 1 ml

demineralizovana voda do 1 litra
pH: ncutralizécia na pH 7 pomocou NaOH/H,S0,
sterilizacia: 20 minut pri teplote 120 °C

Roztok stopovych prvkov &, 235:

H;BO, 0,1g
FeSO,.7H,0 Sg
K1 0,05 g
CoCl,.6H,0 2g
CuS0,.5H,0 02g
MHC12.4H20 2 4
ZnS0,.7H,0 4g
demineralizovana voda do 999 ml
H,S0, (97 %) 1 ml

Prekultiry sa fermentuju 4 dni pri teplote 27 °C na
rotatnej trepatke pri 200 otackach <a minitu s excentri-
citou 50 mm.

3. Medzikultara

Rad 200 ml Erlenmeyerovych baniek kazda s 50 ml
média pre prekulturu sa inokuluje vzdy 5 ml prekultary.
Medzikultira sa fermentuje 3 dni pri teplote 27 °C na
rotalnej trepalke pri 200 otatkach za minutu s excentri-
citou 50 mm.

4. Hlavna kultira

Rad 500 ml Erlenmeyerovych baniek vzdy s 50 ml
hlavného média (celkove 12 litrov) sa inokuluje vZdy
5 ml medzikultiry. Tieto kultury sa fermentuju 3 dni pri
teplote 27 °C na rotaénej trepatke pri 200 otackach za
miniitu s excentricitou 50 mm. Po 24 hodinach sa pridd
ku kaZdej hlavnej kultire (=150 mg/l) cyklosporin A
(7,5 mg) solubilozovany v metanole.
Zlozenie média hlavnej kultary je nasledujiice:

cereloza 10g
dextrin 10g
Skrob (rozpustny) 10g
extrakt z kvasnic (Cistex) 25¢g
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séjova mika (Nurupan, Edelsdja) 125¢
K2HPO4 0,25 g
KH,PO, 0,12¢
MgS0,.7H,0 0,i0g
CaCl,.6H,0 0,05¢g
roztok stopovych prvkov AC-1 1 mi
demineralizovand voda do 1 litra

pH: upravené na 7,2 az 7,5 (KOH/H,SO,)
sterilizacia: 20 minit pri teplote 120 °C

Roztok stopovych prvkov AC-1:
Tento roztok ma rovnaké zloZenie ako roztok ¢. 235,
ibaZe sa do neho prida 0,2 g (NH,)sM070,,.

5. Izolacia

Mycélium sa oddeli od média kultiry a vzniknuty
filtrat kultiry (13 1) sa extrahuje trikrat 1,2-dichlé-
retdnom s pouzitim 1,5 | pre kazda extrakciu. Spojené
1,2-dichléretanové roztoky sa odparia pri znizenom tla-
ku pri teplote 40 °C. Surovy zvySok sa podrobi g€lovej
filtracii na Sephadexe LH-20 s pouZitim metanolu ako
eluéného ¢inidla. Tie frakcie, ktoré obsahuji cyklospo-
rinové zligeniny (525 mg), sa spoja a chromatografujl
sa na silikagéle (50 g, velkost’ granuldtu 0,04 aZ 0,063
mm, "Merck") s pouzitim zmesi chloroformu a metanolu
ako eluéného ¢inidla. Opakovanou chromatografiou s
pouzZitim rovnakého systému sa ziska &isty [t-hydroxy-
MeLeu]*Ciclosporin vo forme bieleho amorfného préas-
ku s teplotou topenia 150 a? 153 °C, [a]p™ = - 225° (c =
=0,53 v CHCL), - 171° (¢ = 0,44 v CH;0H).

Priklad 3
[1:-hydroxy-MeLeu]4-['r-hydroxy—MeLeu]6-Ciclosporin
(zlhgenina g)

Viac polarne vedlajiie frakcie vznikajice pri Cisteni
[t-hydroxy-MeLeu]*Ciclosporinu sa d'alej oddelia opa-
kovanou chromatografiou na koldne silikagélu (velkost
granultu 0,04 aZ 0,063 mm) s pouZitim zmesi octanu a
hexanu 2 : 1 ako elu¢ného ¢inidla a d'al3ou chromato-
grafiou na silikagéle s pouZitim zmesi metyl-
terc.butyléteru, metanolu a vody 90 : 9 : 1 ako eluéného
¢inidla. Prva frakcia obsahuje [t-hydroxy-Leu]*-Ciclo-
sporin, ktory sa d’alej ¢isti odfarbenim aktivnym uhlim.
¢im sa ziska Cista zlugenina vo forme bieleho amorfného
prasky, s teplotou topenia 162 az 164 °C, [a] ™ = - 211°
(¢=0,50 v CHCY,), - 157° (¢ = 0,52 v CH;0H).

Neskorsie frakcie z chromatografie na koldne silika-
gélu  obsahuju  [t-hydroxy-MeLeu]*-[t-hydroxy-Me-
Leu]®-Ciclosporin a ten sa d’alej &isti odfarbenim aktiv-
nym uhlim, pri¢om sa ziska ¢istd zlienina uvedend v
nazve vo forme bieleho amorfného pragku s teplotou to-
penia 157 a% 160 °C, [a]p?® = -217° (c = 0,54 v CHCly),
-176° (¢ = 0,42 v CH;OH).

Priklad 4
[Nva]*[-hydroxy-MeLeu)*-Ciclosporin (zlagenina f)
Zli&enina uvedena v nazve sa pripravi analogicky
ako pri priprave zliceniny c) ([x-hydroxy-MeLeu]*Ci-
closporin), ale s pouzitim cyklosporinu C ([Nva]*-Ci-
closporin) ako vychodiskovej zligeniny. Po Cisteni opa-
kovanou chromatografiou na kolone silikagélu s pouZi-
tim etylacetatu nasytené¢ho vodou a zmesou acet6énu a
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hexanu 2 : 1 ako elu¢nych inidiel sa ziska zlidenina u-
vedena v ndzve vo forme bieleho amorfného prasku s
teplotou topenia 138 az 141 °C [a]p™ =-213° (¢ = 0,69 v
CHCl,), -168° (c = 0,70 v CH,0H).

Priklad 5
[MeVal]*-Ciclosperin (zligenina h)

Cyklosporin A (0,60 g, 0,5 mmol) sa rozpusti v tetra-
hydrofurdne (20 ml) a inkubuje sa s 0,63 ml 1,6 M roz-
toku butyllitia (1,0 mmol) v hexane. Vzniknuty roztok sa
necha reagovat’ s dimetylsulfitom (0,1 ml, 1,5 mmol) pri
teplote -78 °C. ReakZnd zmes sa nech4 pomaly zohriat’ na
izbovi teplotu a mie$a sa cez noc.

Izolaciou rychlou chromatografiou (SiO;, 5 % zmes
metanolu a éteru) a potom vysokotlakovou kvapalinovou
chromatografiou (reverzné faza) sa ziska produkt uvede-
ny v nézve. Zlidenina je charakterizovana 'H NMR (300
MHz, CDCl;) spektrom, ktoré je zndzornené na obr. 3.

Priklad 6
[MeThr]*-[(D)MeAla]’-[MeVal]’-Ciclosporin (zliéenina i)

Zmes 480 ml tetrahydrofurdnu (absolitneho) a 6,96 g
(49,2 mmol) diizopropylaminu sa ochladi na -80 °C a
pomaly sa nalevkou pridava 33,5 ml 1,33 M roztoku bu-
tyllitia v hexane (44,5 mmol). Zmes sa mie3a 30 minit
pri teplote -80 °C a potom sa po&as 2 az 3 minat prida
nalevkou roztok 8 g (6,6 mmol) cyklosporinu C ([The]*-
-Ciclosporin) v 120 ml absolitneho tetrahydrofuranu. Ci-
ry roztok sa miesa d’al§iu hodinu pri teplote -80 °C a po-
tom sa pomaly prida 2,06 ml metyljodidu.

Zmes sa necha zohriat' na izbovu teplotu pocas 2 ho-
din, potom sa prid4 40 ml vody a rozpustadla, odparia sa
na rota¥nom odparovéku pri teplote 30 °C a pri tlaku 2,0
kPa. Zvy3ok sa rozdeli medzi vodu a éter a éterova vrstva
sa premyje Styrikrat polonasytenym roztokom chloridu
sodného, vysusi sa siranom hore¢natym a odpari. Ziska sa
zvy$ok s hmotnostou 8,1 g.

Tento zvy3ok sa chromatografuje na 1200 g silikagélu
a eluuje sa vodou nasytenym etylacetatom, pri€om sa zis-
ka surovy produkt, ktory sa ¢isti d’alSou chromatografiou
na 200 g silikagélu a eluuje sa 5 % MeOH/CH,Cl,, pri-
dom sa ziska &ista zIuenina uvedena v nazve, [ap? =

=-195° (¢ = 1,0 v CHCl);.

Priklad 7
[Dihydro-MeBmt]'-[t-hydroxy-MeLeu]*-Ciclosporin
(zlG&enina €)

K suspenzii 200 mg vopred hydrogenovaného 10 %
palddia na uhli v 4 ml ctanolu sa prida 1,2 g [t-hydroxy-
-MeLeu]*Ciclosporinu (zligenina €) v 10 ml etanolu a
hydrogenacia sa uskuto¢iiuje pri izbovej teplote tak dlho,
kym sa nespotreblva Ziadny vodik. Po odstrdneni kataly-
zatora filtraciou sa roztok odpari, pritom sa ziska zlide-
nina uvedena v nazve vo forme bieleho amorfného prasku
s teplotou topenia 154 aZ 156 °C, [a]p™® = -225° (¢ =
=0,87 v CHCl;), -169° (¢ = 0,70 v CH;OH).

Priklad 8
[8'-Hydroxy—MeBmt]]-Ciclosporin (zlu€enina j)

1. [O-acetyl-o-brém-Bmt)'-Ciclosporin:

Zmes 25,0 g (20 mmol) [O-acetyl-MeBmt]'-Ci-
closporinu (Trabor a kol. Helv. Chim. Acta, 1982, 65
1653), 4,4 g (25 mmol) N-brémsukcinimidu a 400 mg a-
zobisizobutyronitrilu v 250 ml chloridu uhlititého sa zo-
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hrieva do varu 2,5 hodiny. Rozpustadlo sa odpari a na-
hradi sa éterom, pevné podiely sa odfiltruju sa premyju
vodou, vysuia siranom hore¢natym a odparia sa do sucha.
ZvySok sa chromatografuje na silikagéle za elucie zmesi
etyléteru a etylacetatu (4 : 1) a ziska sa 10,7 g (40 %)
amorfného produktu, ktory sa prekrystalizuje zo zmesi éte-
Tu a hexénu a ziska sa 8,4 g Cistej latky s teplotou topenia
207 az 209 °C. Neskor3ie frakcie chromatogramu obsa-
huja d’al¥ich 11,2 g produktu o nieto mensej kvality.

2. [O-acetyl-w-acetoxy-MeBmt]'-Ciclosporin:

Zmes 4,31 g (3,3 mmol) produktu zo stupfia 1
(znetisteného podl'a vypoétu 15 az 20 % vychodiskovou
latkou) a 2,1 g (8 mmol) tetraetylaméniumacetitu-
tetrahydratu v 30 ml metyletylketonu obsahujiiceho ka-
talytické mnozstvo jodidu sodného, sa zohrieva 3 hodiny
na olejovom kapeli na teplotu 105 °C a potom sa udr-
Zuje pri izbovej teplote cez vikend. Zmes sa zriedi me-
tylterc.butyléterom a premyje sa vodou a roztokom chlo-
ridu sodného. Organickd vrstva sa vysusi siranom ho-
re¢natym a odparenim sa ziska 4,0 g surového produktu,
ktory sa &isti na kolonc s reverznou fazou RP-18 (240 g)
a ziska sa 3,07 g zluCeniny uvedenej v nézve s teplotou
topenia 191 az 192 °C.

3. [o-hydroxy-MeBmt]'-Ciclosporin:

Roztok 1,72 g (1,3 mmol) produktu zo stuptia 2 v 75
ml metanolu a roztok 1,2 g sodika v 50 ml metanolu sa
spolu zmie$a a zmes sa udrZzuje 2,5 hodiny pri izbovej
teplote. Potom sa roztok okysli kyselinou octovou. Roz-
pustadlo sa odpari pri znizenom tlaku a zvy3Sok sa roz-
pusti v metylterc.butylétere, premyje sa postupne vodou,
roztokom chloridu sodného a roztokom hydrogénuhli-
Citanu sodného, vysusi sa siranom hore¢natym a odparf{.
Surovy produkt (1,6 g) sa eluuje z kolony RP-18 (240 g)
zmesou metanolu a vody (75 : 15) a ziska sa 1,5 g Cisté-
ho produktu. Vzorka sa prekryStalizuje zo zmesi éteru a
hexdnu a ziska sa kry$talicky produkt s teplotou topenia
181 a7 183 °C.

Priklad 9
[MeThr]*-Ciclosporin (zli¢enina d)

Celkova syntéza Ciclosporinu, ako je opisana v US
patentoch &. 4 396 542 a 4 7698 823, sa uskutoctiuje s
pouZitim zlideniny obsahujucej v polohe 4 MeThr na-
miesto MeLeu. Produkt ma [a]p® = -249,6° (c = 1,0 v
CHCly).

Priklad 10
[MeVal]*-Ciclosporin (zlagenina b)

Celkova syntéza Ciclosporinu, ako je opisand v US
patentach ¢. 4 396 542 a 4 798 823, sa uskutociiuje s
pouzitim zli&eniny obsahujicej v polohe 4 MeVal na-
miesto MeLeu. Produkt ma [aJp™ = -226° (¢ = 0,350 v
CHCl;).

Priklad 11
Imunosupresivna G¢innost’ viazania aktivnych zli¢enin
na cyklofilin, vztiahnuté na Ciclosporin

Tabulka I uvadza v stipci (1) priklady vizbovych
pomerov (BR) aktivnych zlu¢enin na cyklofilin, vztiah-
nuté na Cicloporin, ako bolo merané ELISA testom, a v
stipci (2) imunosupresivna G&innost aktivnych zlugenin,
vztiahnuté na Ciclosporin, ako bolo merané MLR testom
a ako je vyjadrené ako percento uéinnosti, vztiahnuté na
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Ciclosporin, (imunosupresivny pomer oznageny ako IR).
Dalsie vysvetlenie tychto vyznamov a metodiky uskutog-
nenia tychto testov bolo uZ vysvetleng.

Tabulka I

zlGEenina BR(log ) IR (%)
a) {dihydro-MeBut]®=(7-hydroxy-

MeLeu)*-Ciclosporin 0,1 <1
b) [MeVal)*-Cicleaporin 0,1 <1
c)} [MaIle]*-Ciclasporin -0,2 <1
e) (r-hydroxy-MeLeul*-Ciclosporin -0,3 <1
£) (Nva)*-[r-hydroxy-MeLeu)*~

ciclesporin Q,4 <1
h) [MeVal]®-Ciclosporin 0,4 5,3
4) (4" -hydroxy-MeBmt]*~

ciclosporin 9,35 1,8
k) [Merla)®-Ciclosporin -0,4
1) [r-hydroxy-MeLeu]”- Ciclosporin 0,15 2,9

Priklad 12

Anti-HIV ginnost’ a cytotoxicita aktivnych zlG&enin
Priklady G¢innosti aktivnych zld¢enin a Ciclosporinu

ako inhibitora HIV-1 replikacie v MT4-bunkéch a cyto-

toxicita aktivnych zligenin a Ciclosporinu v MT4-bu-

nkach si zhrnuté v nasledujucej tabulke 1. Vyznamy

tychto hodndt a prislu$né metodiky boli uz diskutované.

Tabulka II
2102enina Cytotoxicita anti-HIV
(ug/ml} (IC. )

a) [dihydro-MeBmt)*-[r-hydroxy-

MeLeu]*-Ciclosporin 16,3 0,12
k) (Meval]*-ciclesporin 5,4 0,064
c) [Melle]*-Ciclosporin 3,5 0,086
e) [7-hydroxy-Meleul*-Clclosporin 15,5 0,24
£) (Nva]®~{r-hydroxy-MeLeu}*-

Ciclesporin 14,1 0,85
h) [Meval]®-cCiclosporin 4,4 0,45
1) [MeThr]?-{(D]MeAla]>-[MeVal])*-

Ciclasporin >10 Q,45
i) (8’ -hydroxy-MeBot]*-

Ciclesporin 10,6 Q0,56
k) [MeAla)®~Ciclosporin 5,2 1,34
1) [r-hydroxy-MeLeu]®~ Ciclesporin >10 0,31
Ciclosporin 8,45 0,53

Aktivne zlG¢eniny st indikované tak pre prevenciu
AIDS u asymptomatickych HIV-pozitivnych pacientov,
ako aj o¥etrovani pacientov podozrelych z AIDS. U pa-
cientov, u ktorych sa prejavilo AIDS, by malo podavanic
aktivnej zli&eniny zvratit’ ubytok T4-buniek spojeny s A-
IDS, vyvolat’ pokles tazkosti suvisiacich s AIDS, ako je
Kaposiho sarkém, a znizit' pravdepodobnost’ moznosti
novych infekceii.

PredloZeny vynélez sa tieZ tyka sposobu oetrovania
a prevencie syndromu ziskanej imunitnej nedostato¢nosti
a ostatnych taZkosti vyvolanych virusom HIV-1 u pa-
cientov infikovanych tymto virusom, pri¢om tento sposob
spociva v podavani G¢inného mnoZstva aktivnej zluceni-
ny tymto pacientom.

Aktivne zlGZeniny moZno podavat’ obvyklymi spé-
sobmi, najmi enteralne, napriklad orélne, napriklad vo
forme roztoku na pitie, tabliet alebo kapsli, alebo parente-
ralne, napriklad vo forme injikovatelnych roztokov alebo
suspenzii. Pri intraven6znom podavani sa urend denni
davka moze pohybovat od 1 do 20 mg/kg, vyhodne od 3
do 10 mg/kg, a pri ordlnom podéavani od 1 do 50 mgrkg,
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vyhodne od 7 do 20 mg/ke.

Predpoklada sa, Ze toxicita aktivnych zlidenin je
podobna ako toxicita Ciclosporinu. Pretoze aktivne zIi-
geniny nie si imunosupresivne, nevyvolévajl urlité
vedl'ajsie Gginky, kioré spdsobi Ciclosporin vzhladom
na imunosupresivitu. Aktivne zlugeniny v8ak mdZu spo-
sobit’ ostatné vedlajsie G¢inky ako Ciclosporin, najmi
neurotoxicitu pri dlhodobom pouZivani.

Vyhodné liedivé pripravky s aktivnymi zlu¢eninami
st mikroemulzie, ako s opisané v anglickej patentovej
prihlaske 2 222 770A, ktoré zahrnuji tak topické, ako i
oralne formy a d'alej oralne a injikovatel'né formy ziska-
né z tuhych roztokov obsahujlcich monoester mastnej
kyseliny so sacharidom, napriklad monolauréat sacharo-
zy, ako je opisané v anglickej patentovej prihlaske 2 209
671A. Vhodna jednotkova davka pre oralne aplikécie je
napriklad od 25 do 200 mg aktivnej zIuEeniny na davku.

Priklad pripravku A:

produkt podra prikladu 1 50,0 mg
Glycofurol 75 180,0 mg
Miglyol 812 90,0 mg
Cremophor RI1140 180.0 mg
a-tokoferol 0,5 mg
Priklad pripravku B:

produkt podla prikladu 1 100,0 mg
tetraglykol 20,0 mg
Captex 800 20,0 mg
Nikkol HCO-40 860,0 mg
butylhydroxytoluén (BHT) 1,0 mg
Priklad pripravku C:

produkt podla prikladu 1 25,0 mg
Glycofurol 75 100,0 mg
Miglyol 812 35,0 mg
Cremophor RH 40 90,0 mg
butylhydroxyanizol (BHA) 0,2 mg
Priklad pripravku D:

produkt podFa prikladu 1 10,0 mg
tetraglykol 10,0 mg
myritol 5,0 mg
Cremophor RH 40 75,0 mg
a-tokoferol 0,1 mg

Jednotlivé zlozky tychto pripravkov, ako i spdsoby
ich pripravy su opisané v anglickej patentovej prihlaske
¢. 2222 770, ktora je tu uvedend ako odkaz.

Priemyseina vyuZitePnost’

Zlu&eniny opisané v predloZenom vynaleze moZno
pouZit’ na lietenie a prevenciu syndromu ziskanej imu-
nitnej nedostatodnosti a ostatnych tazkosti vyvolanych
virusom HIV-1 u pacientov infikovanych tymto viru-
som.

PATENTOVE NAROKY

1. Cyklosporin vieobecného vzorca (I),

—W—mX—R—Y—Z—Q—Ala- (D) Ala—MeLev—Me. LEU—MCVMT

12 3 4 S5 5 7 8 9 1% 1 (L
J




SK 278808 B6

kde W je MeBmt, dihydro-MeBmt alebo 8'-hydroxy-Me-
Bmt,
X je aAbu, Val, Thr, Nva alebo McOThr,
R je Sar alebo (D)-MeAla,
Y je MeLeu, t-hydroxy-MeLeu, Melle, MeVal,
MeThr, MeAla, Mealle alebo MeaThr,
Z je Val, Leu, MeVal alebo MeLeu, a
Q je MeLeu, t-hydroxy-MeLeu alebo MeAla,
s podmienkou, Ze ak Y je MeLeu, potom bud’ Z je MeVal
alebo MeLcu alebo W je 8-hydroxy-MeBmt, na pouZitie
ako liecivo.
2. Cyklosporin podla ndroku 1 vieobecného vzorca

@,

W'-X'~8ar-Y'-2'-MeLeu-hAla- (D) Ala~Meleu—MeLeu—MeVal
!‘1 2 3 4 5 € 7 g 9 1 11—‘ ("

kde W' je MeBmt alebo dihydro-MeBmt,

X' je aAbu alebo Nva,

Y' je t-hydroxy-MeLeu, MeVal, MeThr alebo Melle,

Z' je Val alebo MeVal,
na pouZitie ako lie¢ivo.

3. Cyklosporin podFa naroku 1, vybrany zo skupiny
zahrnujicej:

[dihydro-MeBmt]'-[ 1-hydroxy-MeLeu]*-Ciclosporin
[MeVal]*-Ciclosporin

[Mclle]*-Ciclosporin

[MeThr]*-Ciclosporin
[t-hydroxy-MeLeu]*-Ciclosporin
[Nva]*-[-hydroxy-MeLeu]*-Ciclosporin
[t—hydroxy—MeLeu]“-[‘r-hydroxy-MeLeu]6-Ciclosporin
[MeVal]*-Ciclosporin
[MeOThr]*-[(D)MeAla]’-[MeVal]*-Ciclosporin
[8-hydroxy-MeBmt]'-Ciclosporin a
[t-hydroxy-MeLeu)’-Ciclosporin,

na pouZitie ako lie¢ivo.

4. Pouzitie cyklosporinu podla narokov 1, 2 alebo 3
pri priprave lietiva na lietenie a prevenciu AIDS a faz-
kosti spojenych s AIDS.

5. Cyklosporin vieobecného vzorea (II) podla néroku

L,

W1 e X—FR—Y—Z—MHaLau—Ala— (D) Ala—NMeLeu—MeLeu—Meaval-
11 | (I1)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

kde W' je MeBmt alebo dihydro-MeBmt,

X je aAbu, Val, Thr, Nva alebo MeQThr,

R je Sar alebo (D)-MeAla,

Y je MeLeu, t-hydroxy-MeLeu, Melle, MeVal,
MeThr, MeAla, Mealle alebo MeaThr a

Z je Val, Leu, MeVal alebo MeLeu,
s podmienkou, Ze 1) ak Y je MeLeu alebo MeAla, potom
Z je MeVal alebo MeLeu, a 2) ked W' je MeBmt, R je
Sar a Y je 1-hydroxy-MeLeu, potom Z je iné ako Val.

6. Cyklosporin podla naroku 5 vieobecného vzorca
an,

W'—aAbu-Sar-Y'—Z'-Meleu-Ala—(D) Ala—MelLeu—MeLeu-Meval

102 3 4 5 6 7 8 9 10 11 (11}

kde W' je MeBmt alebo dihydro-MeBmt,

Y' je t-hydroxy-MeLeu, MeVal, MeThr alebo Melle,
a

Z' je Val alebo MeVal,
s podmienkou, Ze ak W' je MeBmt, Y' je iné ako 1-
hydroxy-MeLeu.
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7. Cyklosporin podla néroku 6 vybrany zo skupiny
zahrnujiicej:
[dihydro-MeBmt]'-[t-hydroxy-MeLeu]*-Ciclosporin
[MeVal]*-Ciclosporin
[Melle]*-Ciclosporin
[MeThr]*Ciclosporin
[Nva]’-[-hydroxy-MeLeu] *-Ciclosporin
[t-hydroxy-MeLeu]*-[t-hydroxy-MeLeu]*-Ciclosporin
[McVal]’-Ciclosporin a
[MeOThr]*-[(D)MeAla]’-[MeVal]*-Ciclosporin.

8. Cyklosporin podFa naroku 7, ktorym je [Melle]"-
-Ciclosporin.

9. Spdsob pripravy [Melle]*-Ciclosporinu podla nd-
rokov 1, 2,3 a5 a8 vyznadujaci sa
ty m, Ze sa kultivuje plestiovy kmeii DSM 6627 v Ziv-
nom médiu a produkt sa izoluje z fermentadnej Zivnej
pody.

10. Cista kultara plestiového kmetia DSM 6627.

11. Spésob pripravy cyklosporinov obsahujucich je-
den alebo viac 1-hydroxy-MeLeu zvyskov podla nédro-
kovl,2,3a5a28, vyznadujici sa tym,
Ze sa kultivuje plestiovy kmeti DSM 6182 v Zivnom mé-
diu, pridd sa cyklosporin obsahujici jeden alebo viac
MeLeu zvyskov a z fermentacnej Zivnej pddy sa izoluje
produkt.

12. Cista kultiira plesiiového kmefia DSM 6182.

3 vykresy
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