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Den foreliggende opfindelse angar en fremgangsméde_ til fremstilling af

hidtil ukendte cyclosporinderivater med den almene formel |
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Det er kendt, jfr. dansk fremlaggelsesskrift nr. 136.780 og beskri-
velsen til dansk patentanspgning nr. 4831/76, at fremstille antibiotika
betegnet cyclosporin A (ogsd kendt som S 7481/F-1), cyclosporin B
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(ogsd kendt som S 7481/F-2) og cyclosporin C ved dyrkning af en
stamme af svampearten Trichoderma polysporum (Link ex. Pers) isa@r
NRRL 8044 og isolering af navnte cyclosporiner fra kulturfiltratet.
Nevnte stamme indordnes nu under svampearten Tolypocladium infla-
tum Cams. Cyclosporin A, B og C har immunoundertrykkende, be-

tendelseshemmende og arthritishemmende virkning.

Det har nu overraskende vist sig, at ovennzvnte svampeart ud over
cyclosporin A, B og C danner en yderligere cyclosporin, nemlig
cyclosporin D.

Fremgangsmaden ifglge den foreliggende opfindelse til fremstilling af
de hidtil ukendte cyclosporin D, dihydro-cyclosporin D eller isocyclo-
sporin D er i overensstemmelse hermed ejendommelig ved, at

a) der ud fra et kulturfiltrat vundet ved dyrkning af en cyclospo-
rin-producerende stamme af svampearten Tolypocladium inflatum Gams
isoleres cyclosporin D, hvorpa det vundne cyclosporin D

b) eventuelt hydrogeneres til dannelse af dihydro-cyclosporin D, eller

c) eventuelt underkastes syrebehandling til dannelse af isocyclosporin
D. '

Til fremstillingen af cyclosporin D kan som navnt anvendes stammer
af svampearten Tolypocladium inflatum Gams, fx NRRL 8044 eller sa-
danne, som kan fas ved selektion eller mutation af svampestammen
NRRL 8044 ved pavirkning med ultraviolette straler eller rgntgen-
stréler eller under anvendelse af andre foranstaltninger, fx behand-
ling af laboratoriekulturer med egnede kemikalier.

Cyclosporin D kan isoleres p3 i og for sig kendt made, fx som be-
skrevet i eksempel 1. Herved kan cyclosporin D skilles fra samtidigt i
store mangder tilstedevaerende noget mere polert cyclosporin A, mere
polert cyclosporin B og det endnu mere polere cyclosporin C.

148751



10

15

20

25

Det eventuelle fremgangsmadetrin b) ifgilge den foreliggende opfindelse
kan udfpres pd i og for sig kendte mader, fx ved katalytisk hydroge-

nering.

Som oplgsningsmidler kan fortrinsvis anvendes lavere aliphatiske alko-
holer, fx methanol, ethanol eller isopropanol, eller ethylacetat. Hy-
drogeneringen udfgres hensigtsmassigt ved neutral pH-vardi ved
temperaturer mellem 20 og 30°C og ved atmosferetryk eller ved svagt
forhgjet tryk. Som Kkatalysator anvendes fortrinsvis palladium, fx

palladium/kul.

Syrebehandlingen ved det eventuelle fremgangsmadetrin c) -kan ud-

fores p3 i og for sig kendt made, fx med trifluoreddikesyre, fortrins-.

vis med methansulfonsyre eller p-toluensulfonsyre.

Den til isomeriseringen anvendte mengde sterk syre ligger fortrinsvis
mellem 1 og 4 mol pr. mol cyclosporin D.

Som oplgsningsmidler kan fx anvendes lavere alkoholer, fx methanol,

halogenerede carbonhydrider, fx chloroform, eller ethere, fx dioxan.

Reaktionstemperaturen kan variere mellem 20 og 65°C, fortrinsvis mel-

lem 45 og 55°C.

Cyclosporin D, dihydro-cyclosporin D og isocyclosporin D udmerker
sig ved interessante kemoterapeutiske og farmakologiske egenskaber

og kan derfor anvendes som legemidler.

Cyclosporin D, dihydro-cyclosporin D og isocyclosporin D er isar

indiceret til anvendelse som antiarthritica.

Cyclosporin D, dihydro-cyclosporin D og isocyclosporin D kan som
legemidler administreres alene eller i en egnet legemiddelform sammen

med farmakologisk indifferente hjzlpestoffer.

Fremgangsméden ifslge den foreliggende opfindelse belyses narmere

ved folgende eksempler.

148751



10

15

20

25

30

EKSEMPEL 1
Cyclosporin D

500 liter af en nearingsoplpsning, som pr. liter indeholder 40 g glu-
cose, 2,0 g natriumcaseinat, 2,59 ammoniumphosphat, 59
MgSO4.7H20, 249 KH2PO4, 3 g natriumnitrat, 0,5 g kaliumchlorid,
0,01 g FeSO4
forkultur af stamme NRRL 8044 og inkuberes i 13 dage ved 27°C i en
stalfermenteringsbeholder under omrgring (170 OPM) og beluftning (1
liter luft/minut/liter naringsoplgsning) (se tysk offentligggrelsesskrift
nr. 2.455.859).

og demineraliseret vand, podes med 50 liter af en

Dyrkningsvasken ekstraheres med en lige sa stor mangde n-butylace-
tat, den organiske fase skilles fra og inddampes i vakuum, og raeks-
trakten affedtes ved tre-trins-fordeling mellem methanol-vand (9:1) og
petroleumsether. Den methanoliske fase fraskilles og inddampes i
vakuum, og raproduktet udfzldes ved tilsztning af vand. Det ved
filtrering vundne materiale chromatograferes pa silicagel med hexan-
acetone (2:1) som elueringsmiddel, hvorhos de fprst eluerede frak-
tioner overvejende indeholder cyclosporin A og cyclosporin D og de
senere eluerede dele overvejende cyclosporin C. De cyclosporin A- og
D-holdige fraktioner krystalliseres til yderligere rensning af en 2 til
2,5 gange sa stor mangde acetone ved -15°C, og det krystallinske

materiale opspaltes” derpa yderligere ved to gange chromatografi pa

silicagel, hvorhos de med vandmattet ethylacetat fgrst eluerede frak-'

tioner indeholder cyclosporin D i starkt opkoncentreret form. Disse
oplpses i en dobbelt s& stor mangde acetone og lades krystallisere
ved -15°C. Det saledes vundne ra krystallinske cyclosporin D oplgses
til videre rensning i en 10 gange s& stor mangde acetone, der tils=t-
tes 2 vagtprocent aktivt kul og opvarmes i 5 minutter til 60°C. Efter
filtrering over talkum fas et klart og nasten farvelpst filtrat, som
derpd inddampes til 1/3 af det oprindelige volumen og lades afkgle til
stuetemperatur, hvorved cyclosporin D spontant udkrystalliserer. Ved
henstand ved -17°C fuldendes krystalliseringen. Krystallerne frafil-
treres og vaskes med lidt iskold acetone og terres derpa i hgjvakuum
ved 80°C i 2 timer.

148751



10

15

20

25

Karakterisering af cyclosporin D:

Farvelgse, prismatiske krystaller, smeltepunkt 148-151°C, [a]ZDO =
-245° (¢ = 0,52 i chloroform),

[«x]ZD0 = -211° (¢ = 0,51 i methanol).

EKSEMPEL 2
Dihydro-cyclosporin D

400 mg palladium/kul (10%'s palladium) forhydrogeneres i 15 ml ethanol
i 20 minutter. Til denne suspension af palladiumkatalysatoren sattes
en oplgsning af 3,66 g cyclosporin D opnaet som i eksempel 1 i 30 mi
ethanol, og derpd hydrogeneres ved 24°C og et tryk pa 736 mm Hg,
til der-ikke l=ngere optages hydrogen. Derpd filtreres katalysatoren
fra, og filtratet inddampes til terhed i vakuum kved 20-30°C. Derved
fas tyndtlagschromatografisk ensartet dihydro-cyclosporin D i form af
et farvelgst amorft pulver, som torres i hgjvakuum i 4 timer ved
70°C.

Egenskaber for dihydro-cyclosporin D:

Smeltepunkt 153-156°C,
[13° = -237° (c = 0,56 i CHCIy),

[;:;]ZD0 = -196° (c = 0,58 i CH,OH).

EKSEMPEL 3

Isocyclosporin D

Til en oplesning af 18,25 g cyclosporin D opnaet som i eksempel 1 i
120 ml absolut dioxan s=ttes en oplesning af 3,60 g methansulfonsyre
i 60 ml dioxan, og blandingen holdes ved 50°C under fugtighedsude-
lukkelse. Reaktionens forigb felges pa tyndtlagschromatogram (Poly-
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gram SIL G-folier, chloroform-methanol-iseddike (90:6:4), ioddamp til

fremkaldelse).

Efter 17 timer afkoles til stuetemperatur. Syren neutraliseres ved til-
setning af 3,38 g vandfrit natriumacetat, der omrgres i 15 minutter,
det udfaldede salt isoleres ved sugefiltrering, og filtratet inddampes i
vakuum ved 45°C. Remanensen (21 g) chromatograferes pa 1,5 kg si-
licagel, hvorhos der elueres med chloroform-methanol (98:2). De frak-
tioner, som praktisk taget bestdr af rent isoqyclosporin D, forenes og
inddampes i vakuum ved 50°C, og remanensen krystalliseres to til tre

gange af ether, hvorved fas isocyclosporin D.
Egenskaber for isocyclosporin D:
Farvelpse prismer, smeltepunkt 142-144°C.
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kendetegnet ved, at

a) der ud fra et kulturfiltrat vundet ved dyrkning af en cyclospo-
rin-producerende stamme af svampearten Tolypocladium inflatum Gams
isoleres cyclosporin D, hvorpa det vundne cyclosporin D

b) eventuelt hydrogeneres til dannelse af dihydro-cyclosporin D, eller

c) eventuelt underkastes syrebehandling til dannelse af isocyclosporin
D.
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