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{57) Anotace:

Reseni se tyka novych derivatfi cyklosporinu A
s udéinkem imunosupresnim, které maji
funkéni skupinu, kterou je moZno vazat
cyklosporinovy skelet na nosié. Jedna se o de-
rivaty vzorce: ;Q-<«Abu-Sar-MeLeu-Val-MeLeu-
Ala-(D)-Ala-MeLeu-MeLeu-MeValy, kde Q zna-
mena bud (28,3R,4R)-3-hydroxy-4,7-dimethyl-
2-methylamino-8-oxo-oktanova kyselina, nebo
(2S,3R,4R)-3-hydroxy-4-methyl-2-methylamin
0-9-oxo-nonanova kyselina.
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Vyndlez se tykd derivdtd cyklosporinu A s Uc¢inkem imuno-
supresnim, v jejichZ strukture Je na prvou aminokyselinu cyklic-
kého skeletu cyklosporinu zavedena funkéni skupina aldehydicka.

Cyklosporin A Jje cyklicky undekapeptld jehoZ struktura je.

popsana vzorcem:

MeBmt-a-Abu-Sar-MeLeu-Val-MeLeu-Ala-(D)~Ala-MeLeu-MeLeu-MeValq,
{ 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 ]

kde MeBmt je HOOC-CH(NHCH3)-CH(OH)~CH(CH3)-CHé*CH=CH-CH3,
12 3 4 5 6 7 8

tj. (ZS,3R,4R,6E)-3-hydroxy-4—methylA24methylamino—e-oktenové
kyselina. .

Vedle cyklosporinu A byla isolovana rada B aZ Z cyklospori-
ni, které jsou odvozeny od cyklosporinu A substituci jednotlivych
aminokyselin v cyklu (Helvetica Chimica Acta 70, 13, 1987). Tyto
cyklosporiny jsou pfirozenym metabolitem nékterych druhll deutero-
mycet a jsou prumyslové produkovdny kultivaci vysokoprodukénich
kmenti, napriklad Tolypocladium inflatum NRRL 8044 (Eur. J. Appl.
Microbiol. Biotechnol. 14, 237, 1982), Tolypocladium terricola
CCEB 2-201 M, (&s. autorské osvédceni ¢. 2624 a 2625), nebo
Cylindrocarpon lucidum NRRL 5760 (U.S. Patent ¢. 4117118). Alter-
nativnim, avéak,néroénéjéim, zpﬁsobem pripravy je totdlni synté-
za, pomoc1 niz byly prlpraveny i nékteré dalsi derivaty cyklo-
sporint (Evropsky patent &. 34567 a 194972).

Cyklosporln "A je v humdnni mediciné pouzivan jako imuno-
supresivum pfi transplantacich, mimoto cyklosporiny vykazuji
uéinky antiarythmické, antiparasitické a napomdhaji pri léché
autoimunitnich onemocnéni. Vedle lécebného pusobeni vykazuji
cyklosporiny i nepriznivé vedlej$i Gc¢inky, zejména nefrotoxicitu
(napfiklad Kidney Dis. 1986, 383, 423), které by bylo moZno od-
stranit cilenym smérovdnim 1éc¢iv sestdvajicich ze selektivniho
makromolekuldrniho nosicée a navédzaného cyklosporinu. Nevyhodou
cyklosporini A aZ Z vsak je, Ze nemaji aktivni skupinu, ktera by
mohla byt pouZita k takovéto vazbé na nosié, vyjma -OH skupiny,
jejiZ chemickd vazba vsak vede ke ztraté aktivity derivata.

Odstranéni této nevyhody a umozZnéni navdzani cyklosporinu na
nosié je dosahovadno strukturni modifikaci spoc¢ivajici v zavedeni
aldehydické skupiny do struktury cyklosporinu.

Predmétem vyndlezu jsou derivaty cyklosporinu A obecného

vzZorce:

Q-a~-Abu-Sar-MeLeu-Val-MeLeu-Ala-(D)-Ala-MeLeu-MeLeu-MeVal -,
{ ER 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 1

kde Q znamenad bud

HOOC- CH(NHCH3)—CH(OH) CH(CH3) CHZ-CHZ—CH(CH3) CHO,
12 3 4 5 6 7 8

o4
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tj. (2S,3R,4R)-3-hydroxy-4,7-dimethyl-2-methylamino-

-8-oxo-oktanovd kyselina (dale jen Q.), nebo

HOOC-CH(NHCH3)-CH(OH)—CH(CH3)-CHZ-CHZ-CHZ-CHZ-CHO,
12 3 4 5 6 7 8 9

tj. (2S,3R,4R)-3-hydroxy-4-methyl-2-methylamino-
-9-oxo-nonanova kyselina (ddle jen Q,).

Uvedené derivaty maji sumdrni vzorec Cg3Hq13073/, jedna se
o polohové isomery.

Vyhoda téchto derivatl spoc¢ivd v tom, Ze aldehydicka skupina
je reaktivnim centrem vzniklého derivatu cyklosporinu A, které
umoZfiuje navazani cyklosporinu na nosic¢ na zdkladé obecné znamych
selektivnich reakci této skupiny, Jjako jsou napr¥iklad kondenzace
s aminy, hydraziny nebo semikarbazidy.

Identita latek podle vyndlezu je doloZena spektry nukledrni
magnetické rezonance. Pritomnost aldehydické skupiny na cyklickém
skeletu cyklosporinu jednoznacné vyplyvd z pritomnosti signala
§(H) 9,60 ppm (doublet 1,8 Hz), 9,61 ppm (doublet 1,8 Hz)
= R a S konformace uhliku C7, §(C) 205 ppm (CDCl;) pro derivat

cyklosporinu A, kde prva aminokyselina je Q;, a z pfitomnosti
signdlld §(H) 9,74 ppm (triplet 1,8 Hz), §(C) 203 ppm (CDCl;) pro
derivat cyklosporinu A} kde prva aminokyselina je Q,. Obrazek 1
znézorﬁuje»lH NMR spektrum derivdtu vysSe uvedeného vzorce, kde
prvd aminokyselina je Q,. Obrazek 2 znazornuje 1 mr spektrum
derivatu vysSe uvedeného vzorce, kde prva aminokyselina Jje Q,.
Obrdzek 3 znazormnuje 13¢ MR spektrum derivdtu vysSe uvedeného
vzorce, kde prvd aminokyselina Jje Q,. Srovnani WuU¢inku cyklo-
sporinu A a derivatld cyklosporinu A, kde prva aminokyselina je
Qq nebo Qy.

U&inek cyklosporinu A a jeho aldehydo-derivatu byl testovan
na kratkodobych kulturdch mysich lymfocytl. Ze slezin Balb mysSi

byla pfipravena suspenze bunék a burky byly v mnoZstvi 2 x 10°
preneseny do 96 jamkovych paneld s 10 pg/ml média konkanavalinu
A. Suspenze byla 72 hodin inkubovdna ve 37 °C v atmosfére smési
5 % obj. Co, a 95 % obj. vzduchu. Po této dobé bylo nardaz pridano

1 pCi 3H--thymidinu a po dalsSich 8 hodindch kultivace byla stano-
vena inkorporace do DNA. Pro srovndni Uc¢inku cyklosporinu A s je-
ho derivaty vysSe uvedeného vzorce, kde prva aminokyselina je Q

nebo Q,, byla do mérnych jamek pr¥idana koncentrace od 1 ug do 20

ng cyklosporinu na milimetr kultivaéniho média. Oba isomerni de-
rivadty cyklosporinu A poskytly shodné vysledky, jenZ jsou shrnuty
v Tab. 1.
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Tab. 1: U&inek cyklosporinu A a derivatl cyklosporinu A na proli-
feraci mysich lymfocyta.

Koncentrace % inhibice proliferace
cyklosporin A derivat cyk-A (Ql.nebo Q2)

1 000 ng : 95 _ 93
800 ng 89 87
600 ng 71 63
400 ng | 23 21
200 ng w0 7
20 ng - ‘ : -

PATENTOVE NAROKY

‘1.Derivaty cyklosporinu A obecného vzorce:

r Qwa—AbuwSar-MeLeu~Val~MeLeuaAla«(D)~Ala~MeLeu—MeLeu—MeVal 1K

kde Q znamena bud

(25,3R,4R)-3-hydroxy=-4,7~-dimethyl-2-methylamino-
-8—-oxo-oktanovd kyselina,

nebo

(28}3R;4R)°3=hydroxy~4°methyl-2-methylamino~
-9-oxo-nonanova kyselina.

3 vykresy
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