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{57) Anotace:

Cyklické peptidy obecného vzorce I, kde A aZ
K znamenaji zbytky nasledujicich aminokyse-
in: A je substituovany homothreonin obecné-
ho wvzorce II R;-CH2CH/CHg/-CH/OH/-
CH/NHCH3/-COOH, ve kterém je R n-propyl
nebo propenyl a dvojné vazba je preferované
ve trans-konfiguraci, B je kyselina alfa amino-
méselna, valin, norvalin nebo threonin, C je
/D/-aminokyselina obecného vzorce Il
CHNH3-CH/R/-COOH, ve kterém R je C3-Csg
alkyl, alkenyl, alkinyl, s pfimym fetézcem
nebo rozvétveny, kde tyto skupiny mohou byt
substituovany, D je N-methyl-gamma-hydro-
xyleucin nebo N-methyl-gamma-acetyloxule-
ucin, E je valin, F, I a J jsou v kaZzdém pfipadé
N-methylleucin, G je alanin, H je /D/-alanin
nebo /D/-serin, a K je N-methylvalin. Vyndlez
se také tyka pfipravkil takovych peptidi a je-
jich pou#iti v prevenci infekce virem lidské
imunodeficience /HIV/.

B.C.D.E.F

K.1.J.H.G.
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Cyklosporinové derivaty s anti-HIV d¢inkem

Oblast techniky

Predkléadany vynalez se tvka novyech cyklickych peptidi se
serie cyklosporind, které maji silny inhibiéni G¢inek na- virus
lidské imunodeficience (HIV), bez jakychkoli imunosupresivnich

aktivit.

Dosavadni{ stav technik

Takové cyklické peptidy jsou chrdnény, inter alia., v EV
484 281, Jednou substanci, kterd je specificky chrandna v této
patentové prihlaice, je
{gamma-hydroxy-N-methylleucin)cyklosporin. Ackoliv. mdZe byt tato
substance velmi snadno pfipravena z cyklosporinu A pomoci
mikrobialni hydroxylace, EP 484 281 ukazuje, Ze tato substance
ma aktivitu proti HIV, kterd je asi 5 - 6 slabsi neZ je aktivita
nejaktivnéjsich substanci, jmenovité Melle-4-cvklosporinu a
MeVal-4-cyklosporinu. Viechny tri substance nemaji prakticky
zadnou imunosupresivni ak%ivitu. Neoéekavéné bylo zjisténo, Ze
anti~HIV dac¢inek (gamma-hydroxy-MeLeu-4)cyklosporinu maZe byt
vyznamné vylepien, bez narustu jakychkoliv imunosupresivnich
aktivit, zavedenim vhodnych substituentd do methylenové skupiny’
aminokyseliny sarkosinu v pozici 3 uvedeného cyklosporinu.
Protoze terapeutické davky cyklosporinu A, které jsou pouZivany
pb orgdnovych transplantacich pro prevenci rejekce
transﬁlantovanych orgadnd jsou velmi vysoké, a podobné vysoké
davky jsou ocekavany pro anti—-HIV terapii, kterd vyu?ziva
cyklosporinovych derivata, je hodnota predkladaného vynélezu v

tom, 2e poskytuje novy cyklosporinovy derivat, ktery ma vysokou
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anti-HIV aktivitu a Ze tento cyklosporinovy derivat miZe byt
pripraven simultiané, v nékolika milo krocich, z cyklosporinu A,

co? je produkt, ktery je jiZ pripraven v tunéch.

Podstata vynéiezu

Predkladany vynalez sée v dasledku toho tykad novych cyklickych

peptidd obecného vzorce

4B.C.D.E.¥ |
< 0
TN.I.1.H.G.

kde A az K znamenaji zbytky nasledujicich aminokyselin:
- A je substituovany homothreonin obecného vzorce
R1~CH2CH (CH3) ~CH (QH) -CH (NHCH3 ) -COOH (II)

ve kterém je Ry n-propyl nebo propenyl a dvojna vazba je

. preferované v trans-konfiguraci,

- B je kyselina alfa-aminomdselna, valin, norvalin nebo

threonin, .
- C je (D)—-aminokyselina obecného vzorce
CHNH3-CH (R)-COOH (I11)

ve kterém
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R je Cz=Ce¢ alkyl, alkenyl, alkinyl, s pfimym fetézcem nebo
rozvétveny, kde tyto skupiny mohou dale byt
substituovany hydroxy, amino, C1-Ca dlkylamino, C1-Cyq

“dialkylamino, alkoxy nebo acyloxy, ,
COOR2, CONHRz, kde R2 muze bytLCl- Cs alkyvl, s primym
- fetézcem nebo rozvétveny, )

X~R3. kde X je O nebo S a Ry je Ci - Cs4 alkyl, alkenyl nebo
alkinyl, s primvm retézcem nelio }ozvétveny, a kde, pokud X ‘je S,
miZe byt R3 také aryl nebo heteroaryl, "

halogen, preferovang fiuor; ' |

Ryano, o - o
‘nebo CHR4Rs; kde R4 je vodik, methyll ethyl nebo
fenyl, a Rs je vodik, hydroxyl nebo halogen, preferované
%1uor, a dale amine, Ci— Caq aﬁkylamind,—C1 - Caudialiylamino,.“

“acyloxy, preferovand acetyloxy, a dale . ‘ T
terc\butoxykarbonyl—aminoethoxy—ethoxy;acetyIOXy, nebo

alkoxykarbonyl, preferované butoxykarbonyl,

- D je N-methyl-gamma-hydroxyleucin nebo

N-methyl-gamma-acetyloxuleucin, .

S

- E je valin,
- F, 1 alJ jsouv kazdém pfipads N-methylleucin,
- G je alanin,

- H je (D)-alanin nebo (D)-serin, a

-~ K je N-methyivalin.
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Vanamnﬁm prvkem v pfedkladaném vyndlezu je wvariace

radikdlu R ve vzorci III aminokyseliany C.

Priklady radikalu R ve vzorci TII jsou Ci - Ce alkyl, alkenyl
nebo alkinyl,-s primym fetézcem neho rozvétveny. kde mohou byt
tyto skupiny dale substitucvany hydroxyvlem, alkyvloxy, acyloxy,
Cy = Cy alkylamino nebo C; - Cs diatkylamino. Priklady jsou
methy!l, éthyl, propyl. iscpropyl, n-butvl, isobutyl, terc.butyl,
pentvl, isopentyl, neopentyl, terc.pentyl., hexyl,
cyklopropylmethyl, allyl, butenyl, pentenyl, isopentenyl,
propargyi a butinyl. Priklady alkyloxy a acyloxy substituentt v
radikdiu R jsou methoxy, ethoxy, propyloxy, beta-methoxy a také
acetoxy nebo pivaloyloxy. Priklady Ci1 - Cs alkylamino a €1 - Cy
dialkylamino substituentu v radikalu R‘jsou methvlamino,
dimethylamino, ethylamine, diethylamino, propylamino,
isopropylamino, dipropylamino, diisopropylam}no a
tertbutylamino. Radikal Rz v R maZe znamenat methyl, ethyl,
propyl, isopropyl, n-butvl, iscbutyl nebo terc.butyl. Kromé
"toho, R také maZe znamenat halogen nebo kyano. Radikal Ri v X-R3
miZe byt Cp - Cs4 alkyl, alkenyl nebo alkinyl, s primym fetézcem
nebo rozvétveny, a, pokud X je S, pak to maze byt také aryl nebo
heteroaryl. Pfiklady arvla jsou fenyl, 1-naftyl a 2-naftyl, a
priklady heteroaryld jsou 2-pyridyl, 3-pyridyl, 4-pyridyl,
Q—pyrimidinyl, 44pyfimidiﬁyl, pyrazinyl a benzothiazol-2-yl.

Preferované sloudeniny jsou ty; ve ktervch je radikal Ry v A
propenyl, B je kyseiina alfa-maselna, D je
N-methyl~gamma~hydroxyleucin, E je valin, F, I a J jsou v kaZdém
pfipadé N-methylleucin, G je alanin, H je (D)-alanin a K je

N-methylvalin.
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V této konfiguraci je radikdl R ve vzorci 1II methyl, ethvl,
propyl, allyl, propargyl, hydroxymethyl, hydroxvethyl,
hydroxybenzyl, aminomethyl, methylaminomethytl,
| dimethylaminometh?l, ethylaminomethyl, diethylaminomethyl,
propyvlaminomethyl, iscpropylaminomethyl, dipropyiaminome&hyl,
dilsopropylaminomethyl, terc.butvlaminomethyl, fluoromethyl,
methhxymethyl, ethoxymethyl, methoxykarbonyl, sthoxykarbonyl,
ﬁropoxykarbonyl, isobutviexvkarbonyl, methylaminokarbonyl,

ethylaminokarbonyl, propylaminokarbonyl, isopropvlaminokarbonyl,

fenylaminokarbonyl, methoxykarbonylmethyl, ethoxykarbmnylmethyi}“

propoxykarbonylmethyl, fterc.butoxyvkarbonylmethyl, methoxy,
ethoxy, propoxy, isopfopoxy, n-butoxy, isobﬁtoxy, terc.butoxy,
hydroxyethoxy, methylthio, ethylthio, hyvdroxyethylthio,
propylthio, isoproepylthio,n-butylthio, isobutylthio, ‘
terc.butylthio, fenvlthio, 2-pyridylthio, benzothiazol-2~ylthio,

kyano nebo fluor.

Nové sloucdeniny mohou byt pfipraveny'za pouziti vhodnich bazi
pro pripravu polyvanionta z cyklickych peptidd podle obecného
vzorce I, kde D znamend N-methylleucin, reagovanim-tohoto
polvaniontu s vhodnymi elektrofily a, pokud to je vhodné,
podrobeni nové zavedeného radikélu dalsi transformaci tak, aby
byla zisk&na pcZadovanid substituce v aminokyseling C. Vzniklé |
produkty jsou potom hydroxylovany prostredky mikrobialni
transformace. Jind moZnost pro pripravu hov?ch sloucenin
spociva, jak je popsano vyie, v pouziti vhodné baze pro pfibravu
polyaniontu z cyklickych peptidd podle obecného vzorce T, kde
D znamena N-methyl-gamma-hydroxyleucin, reagovanim tchoto
polyaniontu s vhodnymi elektrofily a, pokud to je vhodné,
podrobeni nové zavedeného radikdlu dalsi transformaci tak., aby

byla ziskana poZadovand substituce v aminokyseliné C.




Polyanionty jsou pfipraveny reagovanim poéatedéni slouceniny ve
vhodném nevodném rozpouistédle, jako je tefrahydrofuran, pri
nizkych teplotath, preferovang pri teplotach niZzsich ne? je
minus ¢tyficet stupid, s prebytkem vhodné baze, preferovang
lithiumdiisopropylamid, rozpuidténém ve bezvodém |
tetrahydrofuranu a vychvtanim vzniklého polyaniontu vhodnym
elektrofilem. Tato matoda v podstaté koresponduje metodé, kterou
popsal Seebach (D. Seebach et al., Helv. Chim. Acta, svazek 76,
1564 - 1590, 1993). Dalgi baze, které jsou vhodné, jsou jiné
amidy alkalickych kovi, jako je Iithumdiethylamid nebo
lithiumhexamethvldisilazid, a také alkoholaty atkalickych

kovi, jako je methoxid draselny, terc.butoxid draselny,
tert.amoxid draselny a methoxid sodny. Pfiklady vhodnych
elektrofild jscu alkylhalogenidy, jako je methyljodid, ethyl-
joedid, allylbromid a benzyvlbromid, alkoxymethylhalegenidy, jako
jg methoxymethyl chlorid, methoxyethoxymethyl chliorid

a benzyloxymethyichlorid, nebo dale karbonylové sloudeniny,
jako jsou aldehvdy nebo nékteré ketony, napriklad formaldehyd,
acetaldehyd, benzaldehyd, aceton nebo cyklické ketony jako je
cyklopropanon a jeho vy&si homologa, a také reaktivni derivéty:
kyseliny uhliéité, jako jsou isokvanadty a organickych
karboxylovych kyselin, jako jsou estery, napf. ethylformiat,
diethyloxalat, ethvlbenzoaty a ethylnikotinaty. Jinymi

vhodnymi elektrofily jsou halogeny a také jiné zdroje
pozitivnich halogen jako je N-chlorsukcinimid, ‘ _
N-bromsukcinimid, N~fluoro-N-neopentyl-p-tocluensulfonamid,
perchlorylfluorid, N-halogenkvany, jako je chlorkyan

a také disulfidy a jejich sulfoniové sole, jako je dimethyl
sulfid, dimethylthiomethylsulfonium jedid, difenyldisulfid,
dipyridyldisulfid a 2,2 -henzothiazolyvldisulfid. Reakce té&chto

elektrofilt vedou ke tvorbé novych center chirality. Smési, ve
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kterych previadad jeden ze dvou moZnych diastereomerd, jsou
ziskdny v zavislosti na reakénich podminkdch. Tyto nové tvorené
diastereomery se jeden od druhého 1isi v tom, Ze aminokyselina
- C podle‘obecného vzorce I md (D) konfiguraci v jednom pripadé,
a (L) konfiguraci ve druhém pripadé. V predkladaném vynalezu
jsou preferovany ty diastereomery, ve ktervch je aminokvselina
C podle obecndho vzorce I v (D) konfiguraci., Faktory, které
vodou k preferované tverbd (D) diastéreomerv nebo (L)
diastereomert, s také vliv pouzité baze, a mnoho elektrofila,
byly zkoumany podrobné Seebachem pro pripad, kdy je cvklosporin
A posatecni slougeninou, jak je popsano v literatufe (D. Seebach
1., Helv. Chim. Acta, svazek 76, 1564 - 1590, 1993), a jak

bylo kriticky komentovano jinymi autory (S. David, Chemtracts

et a

Organic Chemistry, svazek 6, 303 - 306, 1993). Pokusné podminky,
které jsou posany v predkladaném vyndlezu, vedou k predominantni
tvorbs téch diastereomerd, ve kterych mé nové vvtvofené centrum
chirality aminokvseliny C (D) konfiguraci. Bylo demonsirovano

v predkladaném vyﬁalezu, ze tak je tomu také v pripadeé
4—(gamma~hydroxy)-N-methyl-leucincyklosporinu, kdyZz je pouzZit
jako poeatedni-sloudenina misto cyklosporinu A. Pouziti
d-(gamma~hydroxy)-N-methyl-leucincyklosporinu jako pocateéni
sloudeniny pro takové transformace je nové a je predmétem

predkladaného. vyndlezu.

Obecné, produkty, které jsou ziskdny v téchto pripadech maji

také predominantné konfiguraci (D) aminokyselin.

Mikrobidlni hydroxylace gamma polohy aminokyseliny v poloze
D miZze byt provedena za pouZziti rtznych mikroorganismi rodu
Actinomyces, napfiklad za pouziti Sehekia benihana, jak je

popsano v Bur. J. Tmmunol., 1987, 17, 1359. Vyznam této
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transformace je zasadni v tom, Ze imunosupresivni Gé¢inek

cvklosporinu je témérf kompletné eliminovian v jednom kroku.

Protoie jspu malo toxické, maji slouceniny podle vzorce I
vyhodné biologické vlastnosti, zejména v to, Ze vykazuji
inhibiéni uéinek na virus lidské imunodeficience (HfV), a mohou
proto byt pouzity jako léky u HIV infekce. Tento inhibiéni
Geinek byl pozorovan-ve vhodnych in vitro pokusech pPri
koncentracich od 0,035 do 50 mg/1. Sloudeniny podle vzerce I, a
pokud je to vhodné, tak jeji soli, mohou b#t pouZity jako lédiva
bud samostatné, nebo ve vhodny¥ch medicinalnich formach spolu s
anorganickymi nebo organickvmi farmakologicky indiferentnimi

pridavnymi substancemi.

Prfiklady provedeni vyndlezu

Priklad !

Prfiprava 3-N-methyl-(D)-serin-4-(gamma-hydroxy)-
N-methylleucincyklosporinu

Eur. J. Immunol., 1987, svazek 17, 1359, popisuje pouziti

‘Sebekia benihana pro zavedeni hydroxylové skupiny do gamma

polohy N-methylleucinu v poloze 4 cyklosporinu A prostfedky
mikrebialni transformace. Tato biotransformace mtZe byt pouZita
pro pripravu 3-N-mefthyl-(D)~-serin-4-gamma~-hydroxy—
N-methylleucincyklosporinu z 3~N-methyvl-(D)-serincyklosporinu,
Kmen, ktery je pouzit, md ovznad&eni NRLL t11i1! a patfi do rodiny

Actinoplanaceae.
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Pocatecni kultura:

Agaroveé kuitury NRLL 11011t byly kultivovany pri 27 0C po 10O

dni've sterilizovaném mediu, které bylo upraveno na pH 7 a

skladalo se z 20 g glukosy, 10 g kvasinkového extraktu (Gistex),

10 g peptonu, 40 g 3krobu, 2 g uhlié¢itanu vapenatého, 40 g agaru

pel

a | 1 vody.
PredbéZna kultura
Predbézné kultivacéni medium se skladalo z 35 g glukosy, 50 g

skrobu, 12,5 g peptonu, S0 g sladového extraktu, 22,5 -

g kvasinkového éxtraktu a S g uhligitanu vaApenatého ve 5

1 vody. Krom# toha toto ﬁedium obsahovalo 5 ml roztoku stopovych

prvka {! ml koncentrované kyseliny sirové, 5 g heptahvdratu
siranu Zeleznatého, S0 mg KI, 100 mg kyseliny

borité, 4 é heptahydrdatu siranu zineénatého, 200 mg pentahydratu
siranu médnatého a 2 g hexahydratu chloridu hexahydratu chloridu
kobaltu v | 1 destilované vody). Spory a mycelium

pod¢dteéni kultury byly suspendovany v 10 ml 0,9% salinického
roztoku a suspenze byla pfidana ke 100 m! sterilizovaného
predbé&zného kultivaéniho media. Tato kultura byla trfepéna prfi

27 9C po 4 dny na orbitdlni trepacce pri 200 otrfesech/minutu. Po
4'dnech byla predbéfnd kultura redéna (l:10) sterilizovanvm

predbéZznym kultivadénim mediem a trepana po dalsi 3 dny.
Hlavni kultura
Fermentaéni medium pro hlavni kulturu (1 1 destilované vody,

I ml vyse popsaného roztoku stopovych prvka, 200 mg molybdatu

amonného, 255 mg hydrogenfosforeénanu draselného, 120 mg
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dihydrogenfosforeénanu draselného, 100 mg heptahydratu siranu
hofeénatého, 50 mg hexahydratu chloridu vapenatého, 12,5

g sojové moucky, 2,5 g kvasinkového extraktu, 10 g skrobu, 10

g dextrinu a 10 g cerelosy) bylo upraveno na pH 7,3

a sterilizovano pti 120 °C po 20 minut. 10 ml predbéZné kultury
ziskané vvie bylo potom prfididno a smés byla tfepana pfi 27 0C po
24 hodin na orbitalni ttepacce a, po pridani 100 mg '

3-N-methyl-(D)-serincyklosporinu, byla trepana po dalii 3 dny.

[zolace 3-N—methy1—(D)—serinw4—(gammavhydroxy)—

N-methylleucincyklosporinu

, Hlavni kultura je zhavena mycelia filtraci a filtrat je
extrahovan 3x dichlormethanem. Kombinované extrakty jsou
koncentrovany na rotaéni odparce é zbyvtek je
chromatografovan na 2350 g silikagelu (Merck stilikagel,
velikost c¢astic 0,4 — 0,063 mesh). Dalsi chromatografie
cyklosporinovych frakci na 70 g silikagelu davala 15 mg
3-N-methyl-(D)-serin-4-(gamma—hydroxy)-
N-methylleucincyklosporinu jako amorfniho prééku. Opticka
-otadivost této subétance'je (alfa)p = -166% (¢ = 0,5,
dichlormethan). Tento produkt miZze byt krystalizovan z
methanolu,.se vzniklymi krystaly tajicimi pfi 180 -~ 152 0C. V tH
NMR spektru, v deuterizovaném DMSO, se dvé methylové skupiny

N-methyl-gamma-hydroxyleucinu jevi jako singlety prfi 1,05 ppm.
Priklad 2
Priprava 3-N-methyl-(D)-serincyklosporinu

Priprava této substance je popsana v literature, D. Seebach




Ll " ssse e
. .

et al., Helv. Chim. Acta, svazek 76, 1564 - 1590, t993,
Tato substance mGZe byt ziskana nasledujicim zplsobem:
2a) 3—a1fa~meth0xykarbonf1cyklosporin

30 ml 1,6 molarniho roztoku n-butyllithia v hexanu je pridano

- po kapkach, pfi 0 0C a za atmosféry inertniho plynu (argonu),

do roztoku &§,7 ml diisopropylamidu v 800 ml suseného THF. Po 20
minutach p#i 0 0C je roztok ochlazen na -78 °C a roztok 10,0

g cvklosporinu A ve 150 ml suieného tetrahydrofuranu, ktery byl

predem ochlazen na =78 0C, je k nému po &astech pridan. Vznikla

smés je michana pri ~78 9C po | hodinu a potom ji prochézi proud

suchého CO2 plynu. 6,4 ml méthyl chloroformi%tu je potom pfidano
po kapkédch a smés je misena pri -78 ¢C po 2 hodiny. Poté, co byl
pridan 1, l~diisopropylamin, je teplota zvvysena na 20 0C a smés
je michéna pri této teploté po 14 hodin; poﬁom je zahfivana pod
refluxem po 45 minut. Poté, co byla smés ochlazena na 20 °C je
bfidéno 100 m1 fosforecéné kyseliny a vodna faze je extrahovina
600 ml _ethylacetatu. Vodna faze je opakované extrahovana
nékolikradt ethylacetatem. Organické extrakty jsou kombinovany,
suseny siranem hofecénatym a vysudeny ve vakuu. Vznikly olej je
chromatografovan na 300 g silikagelu (0,02 - 0,05 mesh) za
pouziti smési 4:1 ethylacetatu a cyklohexanu. Frakce, které
obsahuji produkt, jsou kombinovany a rozpoustédlo je odstranéno
ve vakuu. 1,9 ¢ 3—a1fa—methoxykarbonylcyklosporinu je takto
ziskdno jako bezbarvy préasek majic{i teplotu tani 138 0C.

2b) 3-N-methyl-D-serincyklosporin

2,4 ml 2,0 molarniho roztoku horohydridu lithného v THF je




pfidéﬁo po kapkach, pri 0 9C, k roztoku 1,0 g
J-alfa-methoxvkarbonycyklosporinu ve 30 ml suchého
tetrahydrofuranu. Tato smés je michana pfi 0 °C po 22 hodin.
Potoﬁ jsou pridéany 2 ml destilované vody, potom 10% kyselina
chlorovodikova, ktera je pridana po kapkach, a potom daldich 10
ml destilované vody. Tato SMES je trepiana s 25 ml ethylacetatu,
potom jsou separovany faze a vodna faze je nés]edné‘extrahovéna
Ax 50 ml ethylacetatu pokazdé. Kombinované extrakty jsou sudeny
siranem horecnatym a vysouSeny ve vakuu. Zbytek je
phromatografovén na 300 g silikagelu za pouziti ethylacetatu
jako eluénihd ¢inidla. Frakce, které ohsahuji produkt, jsou
kombinovany a koncentrovany ve vakuu, a je ziskano 401 mg
3-N-methyl-(D)-serincyklosporinu jako bezbarvého praiku majiciho
teplotu tani 128§ - 130 0OC.

Priklad 3:

Péiprava 3-N-methyl-(D)-serin-4-(gamma-hydroxy)=-N-
methylleucincyklosporinu ze 4-(gamma-hydroxy)-N-
methylleucincyklosporinu

Sml 1,6 moldrniho roztoku n-butyllithia v hexanu je pridano
po kapkach, pri 0 O0C za atmosfery inertniho plynu, do roztoku
1,12 ml diisopropylaminu v 50 ml suchého THF. Po 20 minutach pri
0 9C je roztok ochlazen na =78 0C a roztok
4-(gamma~hydroxy)-N-methylleucincyklosporinu v S0 ml suchého
tetrahydrofuranu, ktery byl predem ochlazen na =78 0C, je do ngj
priddn po CAstech. Vznikla smés je misena pfi -78 9C po !
hodinu, potom je monomerni formaldehyd zaveden do reakéni
smési za pouziti mirného proudu argonu. Smés je misena pri —-78

0C po dal&i 2 hodiny. Teplota je potom zvyiena na 20 °C, potom
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je pridano 10 ml kyseliny fosforeéné a vodna faze je extrahovana
100 ml ethylacetatu. Vodna faze je opakované extrahovana
nékolikrat ethylacetatem. Organické extrakiy jsou kombinovény,
suSeny siranem hofecnatym a vysudeny ve vakuu. Vznikly olej je
chromatografovan na 100 g silikagelu (0,02 - 0,05 mesh) za
pouziti ethyl acetatu jako eluéniho éinidla. Frakce, které
obsahuji produkt, jsou kombinovany a tozpoudtédlo je odstranéno
vee vakuu. Timto zplsobem je ziskano S mg
3-N—methy1-(D)~serin—4_(gamma—
hydroxy)~N-methylleucincvklosporinu. Fodle vEech fyzikélné
éhemickych kriterii je substance pripravend timto zpisobem

identicka se substanci, kter4 byla pripravena podle pfikladu 1.
Test protivirové éktivity

“T-bunky linie MT4, které popsali I. Myoshi et ail.,
(Nature 294, str 770 - 771, 1981) byly pouZity pro tento test.
HIV-t (kmen IIIB) byl adsorbovan na buinky po dobu dvou hodin pti
37 0C. Inokulum bylo potom odstranéno a infikované bunky byly
pfreseny do tkanovyeh kultivaénich ploten, které obsahovaly
testovanou slouceninu v raznych koncentracich. V tomto kontextu
bylo virové inokulum vybrano tak, aby se koncentrace virového
P24 antigenu zvySovala exponencidlné v bunécném supernatantu do
¢tvrtého dne infekce. Treti a ¢tvrty den po infekci byly bunécne
supernatanty analyzovany ELISA na antigen p24. Byly urceny 1Cso
hodnoty srovnanim koncentraci p24 v supernatantech infikovanvch,
substanci ojetfenych bundk a v supernatantech neosetfenych
infikovanych kontrolnich bunék. V tomto testu byla hodnota ICso
pro 3—N"methy1—(D)—serin—i—(gammamhydroxy)-N—
methylleucincyklosporinu 0,1 mg/ml: Pro srovnani, korespondujic%

hodnota pro cyklosporin A je 0,5 mg/ml.
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Patentové nadroky

1. Novy cyklicky peptid obecného vzorce [

B.C.D.E.F

A .

-~
(1)
“NK.J.1.H.G.

kde A az K znamenaji zbytky nasledujicich aminokyselin:
- A je substituovany homothrzonin obecného vzorce Il
R1~CH2CH(CH3)~CH(OH) ~CH(NHCH3 ) ~COOH (11,

ve Kterém je Ri n-propyl nebo propenyl a dvojnid vazba je

preferované ve trans—-konfiguraci,

- B je kyselina alfa aminomaselnd, valin, norvalin nebo

threonin,
- C je (D)-aminokyselina obecného vzorce III
CHNH3-CH(R)~COOH (111,

ve kterém




pripadé N-methylleucin, G je alanin, H je
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je (D) -alanin nebo (D)~serin, a
je N-methylvalin.

2. Cyklick? peptid obecného vzorce T podle narokue |, kde
radikal Ri1 v A je propenyl, B je kyselina alfa-maselna, D je
N—methyl—gﬁmma—hydroxyleucin, E je valin, F, { a J jsou v kazdém
(Dy—alanin a K je
N-methylvalin.

3. Cyklicky peptid obecného vzorce I podle naroku 2, kde

radikdl R ve vzorci JII je methyl, ethyl, propyl, allyl,

propargyvil, hydroxymethyl, hydroxyethyl, hydroxybenzyl,
aminomethyl, methylaminomethyl, diMethylaminomethyl;
ethylaminomethyl, diethylaminomethyl, propylaminowmethyl,
isopropylaminomethyl, dipropylaminomethyl,
diisopropylaminomethyl, terc.butylaminomethyl, fluorcomethyl,
methoxymethyf, |

ethoxymethyl, methoxykarbonyl, ethoxykarbonyl,

propoxykarbonyl, isobutvloxykarbonyl, methylaminckarhonvl,
ethylaqinokarhonyl, propylaminokarbonyl, isopropylaminckarbonyl, -
fenylaminokarbonyl, methoxykarbonylmethyl, ethoxykarbonylmethyl,

propoxykarbonylmethyl, terc.butoxvkarbonylmethyl, methoxy,
ethoxy, propoxy, isopropoxy, n-butoxy, isobutoxy, terc.butoxy,
hydroxyethoxy, methylthio, ethylthio. hydroxyethylthio,
propylthio, isopropylthio, n-butylthio, isobutylthio,
terc.butylthio,

fenylthio, 2-pyridylithio nehbo

benzothiazol-2-yl-thio.

4. 3-N-methyl-(D)-serin-4-{gamma-hydroxy)-N-methyl-

leucincyklosporin.




5. Zpuasob prfipravy sloudenin obecného vzorce I, ve
ktervch ma C vyde uvedeny vyznam a D znamena
N-methyl-gamma-hydroxyleucin, vy znacéuijici se tim,
Ze zahrnuje hydroxylaéi cvklického peptidu obecného vzorce
I, ve kterém b znamena N-methylleucin, za pouziti

mikroorganismu.

6. Zplsob podle naroku 5, vy znadéuijici se t im,

.2e mikroorganismus je Sebekia benihana.

7. Zphsob pripravy sloucenin obecného vzorce 1, ve
ktergch D znamenad N-methyvl-gamma-hydroxyleucin,
VY Zna & u i i ciset{m, Ze zahrnuje konvertovani
cyklického peptidu obecného vzorce I, kde C je sarkosin a
[} je N-methyl-gamma-hydroxyleucin na polyanion za pouZiti
vﬁodn?ch bazi a transformovani tohoto polyanionu na produkt

podle naroku 1 jeho regovanim s vhodnymi elektrofily. i
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§. Farmaceuticka kompozice, ktera obsahuje jeden nebo vice
cvklickych peptidt podle nidroku | spolu s farmaceuticky

prijatelnym redidlem nebo prisadou.
9. Pouziti sloudeniny podle naroku.! pro. pripravu farmaceutik
pre 1é¢bu nebo prevenci infekci virem lidské imunodeficience

(HIV).

t0. Polyanion obecného vzorce I, kde v tomto vzorci je

C sarkosin a D je N-methyl-gamma-hvdroxyleucin.

11. Polyanion 4-(gamma~hydroxy)-N-methylleucin-cyklosporinu.
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