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A talalmany targya a rapamicin egy analégjo}ﬁaf21—norra-
pamicin és gydgyaszati szempontbdl elfogadhatdé s6i, valamint
e vegylileteket hatdanyagként tartalmazé gydgyaszati készit-
mények, tovabba mindezek eldallitdsa. A taldlmany arra a
médszerre is vonatkozik, amelynek Gtjan # 2l-norrapamicin
alkalmazasaval immunszuppresszidé idézhetd eléi

A 2l1-norrapamicinnek immunszuppressziv, gyulladascsdk-
kentd, gombaellenes, daganatgatld és sejtburjanzast (szapo-
rodast) gatlé hatasa van. Ennek az alapjan transzplantatumok
kildkésének, autoimmun megbetegedések, gyulladasos betegsé-
gek, szilard daganatok, gombas fert&zések és simaizomsejtek
burjanzasaval jard érmegbetegedések kezelésére vagy megeld-
zésére alkalmazhaté Snmagaban vagy mas immunszuppressziv ha-
tdéanyagokkal kombindltan. A 2l-norrapamicint a Streptomyces
hygroscopicus NRRL 5491 tdrzs fermentaciéjaval &llitjak elsd.
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A talalmadny targya a rapamicin egy analdgja, nevezetesen
a 2l1-norrapamicin és gydgyaszati szempontbdl elfogadhatéd
s6i; e vegylileteket hatdanyagként tartalmazé gydgyaszati ké-
szitmények; médszer a 2l-norrapamicin alkalmazasara immun-
szuppresszid kivaltasara és transzplantiatumok kildkésének
meggatlasara, valamint a gazdaszervezet/implantatum-beteg-
ség, autoimmun-megbetegedések, gyulladasos betegségek, szi-
lard daganatok, gombas fertdzések és a burjanzassal Jjard
(hiperproliferativ, talburjénzasos) érmegbetegedések kezelé-
sére vagy megeldzésére.

A rapamicin makrociklusos (nagy tagszamd) gylGrds trién
antibiotikum, melyet a Streptomyces hygroscopicus mikroorga-
nizmus termel. Azt talaltak, hogy e vegyliletnek gombaellenes
hatasa van, és kiilontsen a Candida albicans ellen hatéasos
mind in vitro, mind in vivo kdriilmények kdzdtt [C. Vezina és
munkatarsai: J. Antibiot. 28, 721 (1975); S. N. Sehgal és
munkatarsai: J. Antibiot. 28, 727 (1975); H. A. Baker és
munkatarsai: J. Antibiot. 31, 539 (1978); 3 929 992 és
3 993 749 szami Egyesiilt Allamok-beli szabadalmi leiré&sok].

Kimutattak, hogy a rapamicin &nmagdban (4 885 171 szamh
Egyesiilt Allamok-beli szabadalmi leiras) vagy picibanil-lal
kombinadlva (4 401 653 szami Egyesiilt Allamok-beli szabadalmi
leiras) daganatgatldé hatast fejt ki. R. Martel és munkatar-
sai [Can. J. Physiol. Pharmacol. 55, 48 (1977)] kozdlték,
hogy a rapamicin hatadsos a kisérletesen eldidézett, allergi-
as agyveld-gerincveld-gyulladads (encephalomyelitis), azaz a

sclerosis multiplex modelljén; tovabba hatasos az adjuvans



izlileti gyulladas, azaz a reumas izilileti gyulladdas modell-
jén; valamint hatékonyan gatolja az IgE-szerU antitestek
kialakuléasat.

A rapamicin immunszuppressziv hatdsait a FASEB 3, 3411
(1989) irodalmi helyen ismertették. Kimutattak tovabba, hogy
a ciklosporin A és az FK-506 anyagok - amelyek szintén mak-
rociklusos vegyliletek - is immunszuppressziv hatdanyagok,
tehat felhasznalhatodk transzplantétﬁmok kildkésének a mege-
16zésére [FASEB 3, 3411 (1989); FASEB 3, 5256 (1989);

R. Y. Calne és munkatdrsai Lancet 1183 (1978); valamint az
5 100,899 szamG Egyesiilt Allamok-beli szabadalmi leiréas].

Igazoltak tovabba&, hogy a rapamicin a szisztémds lupus
erythematosﬁs (5 078 999 szami Egyesiilt Allamok-beli szaba-
dalmi leiras), tiiddgyulladas (5 080 899 szamG Egyesiilt Alla-
mok-beli szabadalmi leiréas), az inzulinfiiggd cukorbetegség
[Fifth Int. Conf. Inflamm. Res. Assoc. 121 (Abstract)
(1990) ], valamint az érfal simaizomzatanak érsériilést kdvetd
sejtburjanzasainak és az intima réteg vastagodasanak megeld-
zésére és Kezelésére alkalmazhatd [R. J. Morris; Heart Lung

Transplant, 11, 197 (1992)].

Megmutattdk tovabba, hogy a rapamicin 28- és 43-helyzet-
ben észterezett, mono- és diacelizett szarmazékai gombael-
lenes hatdéanyagokként alkalmazhaték (4 316 885 szami Egye-
siilt Allamok-beli szabadalmi leirds); e szarmazékokat fel-
hasznaltadk a rapamicin vizben oldhaté "prodrug"-jainak
(gydgyszer-elBanyagainak) az eldallitasara (4 650 803 szamd

Egyesiilt Allamok-beli szabadalmi leiréds). Ujabban a rapami-
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cin molekula konvencionalis szamozasat megvaltoztattak: a
Chemical Abstracts némenklatiraja szerint a fentebb emlitett
észterek a 31- és 42-helyzetben észterezettek. Az Gj neve-
zéktan szerinti 2l1-norrapamicin a régebbi némenklatira sze-
rint 19-norrapamicinnek is nevezhetéd.

E talalmadny targya a 2l-norrapamicin és annak gydgyasza-
ti szempontbdl elfogadhatd sdéi. E vegyliletek immunszuppresz-
sziv, gyulladasgatlo, gombaellenes,’daganatgétlé és burjan-
z4sgatld (antiproliferativ) hatodanyagokként alkalmazhatdk.

A 2l1-norrapamicin szerkezetét az (I) képlet mutatja.

E talalmany a lényegileg tiszta 2l1-norrapamicinre is vo-
natkozik; a "lényegileg tiszta" meghatarozason azt értjiik,
hogy tisztasdga 98%-ndl nagyobb, és rapamicint nem tartal-
maz.

A 2l1l-norrapamicin gyodgyaszati szempontbdél elfogadhatd
sO0it szervetlen kationokkal, igy natrium-, kadlium-, és ezek-
hez hasonldé kationokkal, vagy szerves bazisokkal - példaul
mono-, di- vagy trialkil-aminokkal, amelyek alkilrészenként
1-6 szénatomot tartalmaznak, vagy alkilrészenként 1-6 szén-
atomot tartalmazd mono-, di-, vagy tri(hidroxi-alkil)-ami-
nokkal - alakithatjuk ki.

A jelen talalmany olyan gydgyaszati készitményekre is
vonatkozik, amelyek immunszuppressziét valtanak ki egy erre
szoruld eml&sallaton. E készitmények a 21-norrapamicin gyoé-
gyaszati szempontbdl hatasos mennyiségét és gydgyaszati
szempontbdél alkalmas vivdanyagot tartalmaznak. A taldlméany

targyat képezi tovabba az a médszer is, amelynek segitségé-
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vel egy erre szoruld emldsdllaton immunszuppresszidt idézilink
eld; ez a mddszer abban a4ll1, hogy az emldsallatnak 2l-norra-
pamicin immunszuppressziv hatasd mennyiségét adagoljuk.

A 2l1-norrapamicin a Streptomyces hygroscopicus NRRL 5491
torzs tenyészetének fermentdlasaval &llithatd eld; e torzs a
National Center for Agricultural Utilization Research; USDA,
ARS (Peoria, IL.) tenyészetgylUjteményébdl kaptuk; az NRRL
5491 t6rzs az American Type Culture‘Collection (Rockville,
MD) orszagos gyUjteménybdl is beszerezhetd (tételszama
ATCC 29253).

A 21-norrapamicin az NRRL-5491 torzs levegbzott fermen-
tacidéjaval, standard fermentacids, elkiilonitési és tiszti-
tasi eljarasokkal kaphatdé. Az elsd lépésben alkalmazhatd
oltvany eldallitasanak és az NRRL 5491 fermentacidjanak a
moédszereit a 3 929 992 szami Egyesiilt Allamok-beli szabadal-
mi leirasban k&zdlték, melyet hivatkozasként foglalunk e
leirasunkba. Az 1. példaban leirjuk az NRRL 5491 torzs fer-
mentacidjanak konkrét megvaldsitisat, valamint a kapott 21-
norrapamicin elkiildnitését és tisztitasat. A 21-norrapami-
cint eldnydsen tudtdk termelni egy prekurzorral erdsitett
fermentacidé Gtjan [{N. L. Pavia: J. Nat. Prod. 51, 167
(1991)]. Az NRRL 5491 torzset meghatarozott kodzegben fermen-
taltak, amelyben a lizin koncentraciéjat korlatoztak, a pro-
lin koncentracidéjat kiegészitették, s igy a mikroorganizmust
arra késztették, hogy a makrolid molekulédba lizin helyett
prolint épitsen be (mivel lizin a rapamicin makrolid gylrid-

jében 1évd pipekolinsav-egység prekurzora). A 2. példaban



olyan eldallitast irunk le 21-norrapamicin eldallitasara,
amelyben prekurzorral segitett fermentaciét végzilink.

A 2l1-norrapamicin immunszuppressziv hatasat in vitro koé-
riilmények koz6tt standard farmakoldégiai vizsgdlattal &llapi-
tottuk meg: ennek soran a 2l-norrapamicin limfocitdk
proliferaciéjat (szaporodasat) gatld képességét mértiik. Osz-
szehasonlitasra rapamicint is alkalmaztunk. Az alkalmazott
eljarast és a kapott eredményeket aé alédbbiakban ismertet-
jik.

A komitogénnel eldidézett timocita-szaporodas (burjan-
z4s) eljarasat alkalmaztuk, hogy reprezentativ vegyiiletek
immunszuppressziv hatasat in vitro koriilmények kozdtt mér-
jik. ROviden &sszefoglalva dgy jartunk el, hogy normdlis
BALB/c egerek timuszsejtjeit 72 éran at PHA-val, IL-1 jelen-
létében tenyésztettiik, és az utolsdé 6 d6ra folyaman triciilt
timidinnel hoztuk kdlcsdnhatdsba. A sejteket kiilénbdzd kon-
centracidban vett rapamicinnel vagy anélkiil, illetve vizsgéa-
lati vegylilettel vagy anélkiil tenyésztettiik. A sejteket
Osszegyljtottilkk, és a beépitett radioaktivitast meghataroz-
tuk. A limfocitdk szaporodasanak a gatlasat a hatdanyaggal
nem Kezelt kontrollokon mért percenkénti belitésszam szazalé-
kos valtozasaval értékeltik ki. Két kiértékelés soran a 21-
-norrapamicin esetében az ICgy értéket 33,2, illetve
32,0 nM-nak, a rapamicin esetében az ICgqy értékét 7,8,
illetve 7,5 nM-nak taldltuk. A 2l1-norrapamicin a prolife-
raciét 1 uM ddbézisban adagolva 96%-ban, 0,1 uM ddzisban ada-

golva 90%-ban gatolta. Ugyanezen koncentracidékban a rapami-



cin a proliferaciét 97%-ban, illetve 96%-ban gatolta.

A fenti standard farmakolégiai vizsgdlati eljaras ered-
ményei mutatjak, hogy a 2l-norrapamicin immunszuppressziv
hatassal rendelkezik, mivel képes a mitogén serkentésre va-
laszképpen fellépd T-sejtszaporodas gatlasara.

Mivel a 2l-norrapamicin szerkezeti szempontbdél a rapami-
cinhez hasonldé, és hatasprofilja is hasonldé a rapamicin pro-
filjahoz, varhatdé, hogy a 21-norrapamicin daganatgatlé, gom-
baellenes, gyulladascsdkkentd és simaizomsejtek prolifera-
ciéjat gatldé hatassal rendelkezik.

Kézelebbrdl a 2l1-norrapamicin az aldbbi kéros allapotok
és betegségek kezelésére vagy megeldzésére alkalmazhato:
Atiiltetett szervek, igy a vese, sziv, maj, tilidd, csontveld,
hasnydlmirigy (szigetsejtek), szaruhartya, vékonybél és bor-
-implantatumok, valamint szivbillentyl-atiiltetések kildkésé-
nek meggatlasara; autoimmun-megbetegedések, példaul a lupus,
reumas iziileti gyulladas, cukorbetegség, sllyos izomgyenge-
ség és sclerosis multiplex, tovabba gyulladasos megbetegedé-
se, példaul a pszoridzis, bdrgyulladds, ekcéma, seborrhea, a
gyulladasos bélmegbetegedés, a szen uveagyulladasa, szilard
daganatok, gombafert&zések, a tlidd gyulladasos megbetegedé-
sei, igy az asztma, a krénikus, elzarddassal jard tuddobeteg-
ség, emfizéma, az akut légzéselégtelenségi tiinetcsoport és
bronchitisz kezelésére és megeldzésére; valamint olyan be-
tegségformak kezelésére és megeldzésére, amelyek az érfal
intima-rétege simaizomsejtjeinek szaporodasaval jarnak,

ilyen példaul a biolégiai vagy mechanikai eredetli érkaroso-



dast kévetd érszikiilés.

A 2l1-norrapamicin mas, immunszuppressziv hatdanyagokkal
komﬁinélva is alkalmazhatdé. Ilyen hatdanyagok példaul: az
azatioprin, kortikoszteroidok - példaul a prednizon és a
metil-prednizolon - ciklofoszfamid, rapamicin, ciklo-
sporin A, OKT-3 és az ATG. Ha a 2l1-norrapamicint ezekkel az
egyéb immunszuppressziv hatdanyagokkal vagy gyodgyszerekkel
kombin&dljuk, akkor ez utébbiak toxicitdsa csdkkenthetd, mi-
vel az immunszuppressziv kivaltasahoz kisebb mennyiségekben
sziikségesek. E kombindcids terapia alapjait Stepkowski ve-

tette meg [Transplantation Proc. 23, 507 (1991)]; eredményei

azt mutattak, hogy a rapamicin és a ciklosporin A terapias-
nal kisebb dbézisainak a kombindlasaval egy idegenbdl beiilte-
tett sziv ttlélési ideje jelentdsen meghosszabbodott.

A 21-norrapamicin dnmagdban vagy gydégyaszati szempontbdl
elfogadhaté vivdanyaggal gydgyszerformava alakithatd. Ez
utébbi szilard vagy folyékony lehet.

A szilard vivdanyag egy vagy tdbb komponensbdl allhat,
amelyek egyszersmind izesitdszerek, csisztatdszerek (gordi-
lékenységet eldseqgitd szerek), szolubilizdldé-szuszpendald-—
szerek, tdltdanyagok, kenBanyagok, a sajtolast eldsegitd
anyagok, kotdanyagok és a tabletta szétesését eldsegitd sze-
rek is lehetnek; ilyen szer kapszulazdé anyag is lehet. A
porszerd gydgyszerformdkban a vivdanyag finom eloszlasi szi-
1a4rd termék, amelyet a finoman elosztott hatdanyaggal ossze-
keveriink. Tablettakban a hatdanyagot olyan vivdanyaggal ke-

verjik, amely a sziikséges préselési sajatsagokkal rendelke-



zik (megfeleld aranyban véve), majd a Keveréket a kivant
alakka és méretté préseljiik. A porok és tablettak eldnydsen
a hatdanyagot 99%-ig terjedd mennyiségben tartalmazzak. Szi-
1ard vivBanyagként példaul kalcium-foszfat, magnézium-sztea-
rat, talkum, cukrok, laktéz, dextrin, keményitd, zselatin,
celluldéz, metil-celluldz, (karboxi-metil)-celluléz-natrium-
s6, poli(vinil-pirrolidon), alacsony olvadasponti viaszok és
ioncseréld gyantak hasznalhatodk.

Oldatok, szuszpenzidék, emulzidk, szirupok, elixirek és
nyomds ald helyezett készitmények eldallitasara folyékony
vivBanyagokat alkalmazunk. A hatéanyagot a gydgyaszati szem-
pontbél alkalmas, folyékony vivGanyagban - példaul vizben,
szerves olddszerben, ezek keverékében vagy gydgyaszati szem-—
pontbdél elfogadhatdé olajokban vagy zsirokban - feloldhatjuk
vagy szuszpenddlhatjuk. A folyékony vivSanyag egyéb, gyodgya-
szati szempontbdl elfogadhatd segédanyagokat - példaul szo-
lubiliz&lé-, emulgedldszereket, pufferanyagokat, stabiliza-
16-, édesitd-, izesitd-, szuszpendald-, tOmOritd-, szinezb-
szereket, a viszkozitast é&s az ozmdzisnyomast bedllitd anya-
gokat is tartalmazhat. Célszerilen alkalmazhatd folyékony
vivSanyag - mind ordlis, mind parenteralis adagolas célja-
ra - példaul a viz [amely részben a fentebb emlitett adaleée-
kokat, példaul celluldzszarmazékokat, eldnyodsen (karboxi-
-metil)-celluléz-natriumsé-oldatot is tartalmazhat], alko-
holok (akar egyértékd, akar tdbbértékd alkoholok, példaul
glikolok) és azok szarmazékai, valamint olajok (példaul

frakcionalt kékuszdidolaj vagy arahiszola]j) hasznalhatodk.
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Parenteralis adagolas céljara vivdanyagként olajszerti ész-
tert, példiul etil-oledtot vagy izopropil-mirisztatot is al-
kalmazhatunk. Parenterdlis adagolds céljara steril folyékony
készitményekben steril folyékony vivdanyagokat haszn&lha-
tunk. Nyomds ala helyezett készitményekben a folyékony vi-
vBGanyag példaul halogénezett szénhidrogén vagy gydgyaszati
szempontbbél elfogadhatd, mas hajtdszer lehet.

Azokat a folyékony gydgyaszati készitményeket, amelyek
steril oldatok vagy szuszpenzidk, példaul intramuszkularis,
intraperitonedlis vagy szubkutadn befecskendezéssel adagol-
hatjuk. Steril oldatokat intravénds Gton is alkalmazhatunk.
Oralis alkalmazas soran akar folyékony, akar szilard gydégy-
szerformat alkalmazhatunk.

A 2l1-norrapamicin megfeleld végbélkip alakjaban rektali-
san (végbélen at) is adagolhatdé. Orrnyalkahartyan vagy hér-
gdkdén at belégzéssel végzett adagolas céljara a 21-norrapa-
micin vizes vagy részben vizes oldatta alakithatjuk, melyet
aeroszol alakjaban haszndlhatunk. A 2l-norrapamicin tovabba
bdrdén at (transzdermalisan) is adagolhatd; erre a célra
transzdermalisan haté tapaszt alkalmazhatunk, amely a haté-
anyagot és a hatdanyaggal szemben k&zdmbds (inert) vivdanya-
got tartalmazza, a bdrre nem toxikus, és lehet&vé teszi a
hatdéanyag felszabadulasat és a vérpalyakba torténd sziszté-
mas felszivodasat a bérdn at. A vivdanyag formaja sokféle
‘lehet, példaul krémek, kendcsdk, pasztdk, gélek, vagy zaro-
eszk6z. A kendcsdk és krémek olaj/viz vagy viz/olaj tipusd,

viszkbézus, folyékony vagy félszildrd emulzidk lehetnek. Ab-
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szorpcidképes porokbdl 4116 pasztak is alkalmazhaték, ame-
lyek a hatdanyagot tartalmazé petrdleum-szarmazékban vagy
hidrofil petréleumban diszpergdlva vannak. Szamos feddeszkoz
alkalmazhatd, amely alkalmas arra, hogy a hatdéanyagot a vér-
aramba felszabaditsa. Ilyenek példaul a félig atjarhato
(szemipermedbilis) membranok: ezek egy lireget fednek be,
amely a hatdanyagot vivdanyaggal egyiitt vagy vivBanyag nél-
kil tartalmazza; tovabba hatéanyagot tartalmazé matrixot is
hasznalhatunk. Az irodalomban mas fedSeszk6z0k is ismertek.

A gybgyaszati készitményeket eldénydsen az adagolasi egy-
ség formdjaban, példaul tabletta vagy kapszula formajaban
alakitjuk ki. Ezekben a gydgyszerformikban a készitményt a
hatéanyag megfeleld mennyiségét tartalmazé adagolasi egysé-
gekre osztjuk. Az adagolasi egység lehet csomagolt készit-
mény alakjaban is, ilyenek példaul a Csomagolt porok, fio-
1lak, ampullak, elsdre megtdltott injekcids tifk vagy folyadé-
kot tartalmazé zsakocskak. Az adagolasi egység lehet maga a
kapszula vagy a tabletta; a csomagolt forma e készitmények
tSbbszdrosét tartalmazhatja. A kezelés soran alkalmazhaté
dbézist a kezelBorvosnak kell megallapitania.

A 2l1-norrapamicin tovabba oldat-, krém- vagy 6blitdoldat
formajaban is alkalmazhaté; ezeket gyogyaszati szempontbél
elfogadhaté vivdanyagokkal alakitjuk ki, melyek a hatdéanya-
got 0,1-5%, eldnydsen 2% mennyiségben tartalmazzak, és az
érintett testteriiletre adagolhaték.

A szikséges ddézis az adott készitménytsl, az adagolas

Gtjatdél, a tiinetek sllyossagatél és a kezelésre szoruld



-12-

egyéntdl fiigg. A standard farmakolégiai vizsgalatok soran
kapott eredmények alapjan a 2l1-norrapamicin intravén&s ada-
golasara 0,001-100 mg/kg, eldnydsen 0,005-20 mg/kg dézist,
még eldny&sebben 0,01-2 mg/kg dézist javasolunk. Napi orilis
adagolas céjara 0,005-300 mg/kg, eldnydsen 0,01-200 mg/kg,
még eldnydsebben 0,05-40 mg/kg dézis alkalmazasa javasolt.

A kezelést &ltalaban a vegylilet legkedvez&bb dézisanal
kisebb adagokkal kezdjlik, majd a dééist néveljiik, amig az
adott korililmények kdzdtt a legkedvezdbb hatast el nem érjik.
Az oralis, parenteralis, orrnyalkahartyan at végzett, bron-
chusokon at, bdrdn at végzett vagy rektalis adagolas céljara
$z0lgald pontos adagokat a kezelBorvos hatarozza meg az
adott, kezelésre szoruld egyén ismeretének az alapjan. A
2l-norrapamicint igen kivanatos dltaldban olyan koncentra-
cidéban adagolni, amely kedvezd eredményeket ad karos mellék-
hatasok el&didézése nélkiil.

Az alabbi, nem korlatozd jellegl példakban bemutatjuk a
21-norrapamicin el34allitasat konvencionalis dton, valamint a

prekurzorral segitett fermentacié atjan.

1. példa

A Streptomyces hygroscopicus NRRL 5491 torzset zabliszt-
-paradicsompasztas ferdeagarlemezen (T. G. Pridham és munka-
tarsai: Antibiotic Annual 1956-1957, Medical Encyclopedia
Inc., New York, 947. old.), valamint ugyanazt a kbzeget tar-
talmazé Roux edényekben Szaporitottuk és tartottuk. Kedvezd

Szaporulatot értiink el 28 °¢ homérsékleten végzett 7 napos
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inkub&lassal. Az egyik Roux-edénybdl szarmazd spérakat ledb-
litettiik, és 50 ml steril desztillalt vizben szuszpendaltuk.
Ezt a szuszpenziét haszniltuk fel az elsd lépésben végzett
oltésra.

Az elsG lépésben alkalmazott oltvany: 500 ml térfogata
Erlenmeyer lombikokba 100 ml-t t&1t&ttiink az alabbi 8sszeté-

teld kozegbdl:

tomeg/térf.s

Szb6jababliszt (Archer-Daniels, Midland,

Mich. "Special x") 4
Glikdéz (Cerelose) 2
Ammdénium-szulfat 0,3
Kalcium-karbonat 0,15

A lombikokat 121 °C hémérsékleten 35 percig sterilizal-
tuk, majd 25 °C-ra hdtsdttiik. A lombikokba 4% (4 ml) fentebb
leirt spéraszuszpenziét oltottunk, és forgé-razéasztalon 240
percenkénti fordulatszammal (rpm) 24 6ran at 25 °C hémérsék-
leten forgattuk.

A masodik 1lépésben alkalmazott oltvany: 24 literes,

3,2 liter fentebb leirt oltvanykdzeget tartalmazé, laposalija
lombikokat (pH 7,1-7,3) 121 °C hdmérsékleten 35 percig auto-
klavozva sterilizdltunk, utana az oldatlan anyag ismételt
Szuszpendalasa céljabdl raztuk, majd tovabbi 45 percig ismé-
telten sterilizaltuk. Ekkor a lombikokat 25 °C-ra hUtottik,
és 64 ml, elsd lépésbdl szarmazé inokulummal oltottuk, val-
takozd mozgast végzd razéasztalra helyeztiik, és percenként

65 atforditassal 18 6ran &at 25 °C hdmérsékleten inkubaltuk.
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A termeld 1épés: e lépést 250 literes New Brunswick
Model F-250 fermentorokban hajtottuk végre, amelyeket auto-
matikus habzasgatlé-adagols rendszerrel és PH-szabdalyzéval
lattunk el. A fermentorokba 160 liter, alabbi kKomponenseket

tartalmazé, termels kdzeget toltéttiink:

tomeg/térf. s

Sz6jababliszt (Archer-Daniels, Midland,

Mich. "Special X") 3
Glikdéz (Cerelose) 2
Amménium-szulfat 0,1
Kalium-foszfat (egyszer bazisos) 0,5

Habzasgatlészer ("DF-143-px" Mazer

Chemicals, 1Inc. Gurnee, I11.) 0,05

A fermentorokat 121 °cC hdmérsékleten 30 percig sterili-
zaltuk, majd lehTtottiik, és a PH értékét amménium-hidroxid~
dal 5,8-6,2-re &l1litottuk. Ekkor a fermentorokat egy lombik-
nyi (2%), masodik lépésbbl szarmazd inokulummal oltottuk, és
a fermentaciét lejatszattuk 25 °C hdmérsékleten, mik&zben
0,25 térf./térf. /perc sebességgel leveg&ztettiik, és 200 rpm
sebességgel kevertiik.

A fermentédciés folyadék pPH-értéke 30-35 éra elmaltaval
csOkkenni kezdett; 6,0-ra szab&alyoztuk amménium~hidroxid
automatikus, szilikség szerinti hozz&adasaval a fermentacis
Végéig. A tenyésztésnek kériilbellil 48 6raja utan a folyadék-
ban a gliikéz koncentraciéja kérilbeliil 0,5%-ra csokkent,
ezért folyamatosan 40%-os glikézoldatot adagoltunk hozza na-

ponta a fermentacisés elegyre szamitva 3,75% mennyiségben a
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fermentacis befejezéséig. candida albicans-sal oltott agar-
lemezeken végzett mikrobiolégiai méras alapjan 4-5 nap alatt
a fermentaciés folyadék titere 60 KHg/ml-re allt be, ekkor a
fermentaciét leallitottuk.

A 21-norrapamicint az alabbi eljarassal extrahaltuk és
izolaltuk.

A micéliumos tenyésztdfolyadékot acetonnal extrahaltuk,
majd vakuumban beparoltuk, amig csak a vizes része maradt
Vissza. Ezt a vizes részt diklér-metannal hdromszor extra-
haltuk, a diklér-metanos kivonatokat egyesitettiik, és va-
kuumban beparoltuk. a maradékot kis térfogata diklér-metan-
ban oldottuk, és kis méret(d szilikagéloszlopra vittiik. A
szilikagélt "flash" kromatografisval elualtuk; gradiens
elucioét végeztiink Ggy, hogy az eluilast hexan és etil-acetat
1:1 térfogatarényﬁ elegyével kezdtiik, és 100%-os etil-ace-
tattal fejeztiik be. Végiil az oszlopot acetonnal mostuk. Min-
den egyes frakciébdl vett alikvotot nitrogéngaz alatt bepa-
roltunk, és a maradékot acetonitrilben oldva HPLC mdédszerrel
elemeztiik. A mintakat Nova Pak C18 15 cm x 3,9 mm oszlopra
(Waters) vittik, mozgé fazisként 60:40 aranyd dioxan-viz-ke-
veréket alkalmaztunk 1,0 ml/perc aramlasi sebességgel. A
retenciés ids megallapitasa Ccéljabdél 280 nm hullémhosszﬁségﬁ
UV fénnyel végeztiik a detektalast. A fenti HPLC ko&rtilmények
kozott a 21-norrapamicin retenciés idejeét 7,3 percnek ta-
laituk.

A 2l-norrapamicint tartalmazé frakcisdkat beparoltuk, és

a maradékot Dynamax C18 oszlopon (belsd atmérdje 2,5 cm)



-16-

riztiik, a 21-norrapamicint tartalmazé frakcisékat egyesitet-

tik, beparoltuk, s igy tiszta 21-norrapamicinhez jutottunk.

megszinkép m/z = 899 &g 898 keverékét, valamint egy fragmen-
tum-iont mutatott m/z = 576 helyen (ez a molekula makrocik-
lusanak c-21-t&1 C-1-ig/C~-i-t31 C-29-ig terjeds része). Meg-
figyeltiink tovabba egy fragmentumot m/z = 590 értéknél,
amely a molekula C-32-t51 C-36-ig és C-1-t&]1 C-23~ig terjeds
részébdl szarmazik.

1H-NMR Szinkép (aluminium-oxiddal k&zdmbositett CDC15,
amely belsd standardként TMS-t tartalmaz; 400 MHz): az
asszignalt rezonancidk (s, ppm): 3,38 (Cc-41 OCHj3), 3,36
(C-32 O-CH3), 3,11 (c-7 OCH3), 1,75 (C-30 vinil—CH3), 1,64
(C-6 vinil-CH3), 1,09 (C-28 szekunder CH3), 1,03 (c-36 sze-
kunder—CH3), 1,01 (C-34 szekunder CH3), 0,93 (Cc-12 szekunder
CH3) és 0,89 (C~37 szekunder CH3). 5,44 ppm-nél a H-22 pro-

ton volt megfigyelhetd.

2. példa
A streptomyces hygroscopicus NRRL 5491 tdrzset az

1. példaban leirt médon tenyésztettiik és tartottuk, és a

Spdraszuszpenziét is az 1. példa szerint allitottuk els. A
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és érlelésére 7-15 napos inkub&lis ele-

spéréakat minimalis térfogatd steril

vizzel lekaparva erdsen viszkézus oltvanyt kaptunk. E spdra-

szuszpenzid megkézelitdleg 5 ml térfogatat alkalmaztuk

500 ml alabbi Osszetételd kdézeg oltasara, amelyhez a 21-nor-

rapamicin termelésének fokozasara prolint é&s lizint adtunk.

Viz 1800 ml
Kalium-dihidrogén-foszfat 4 g
Dikalium-hidrogén-foszfat 4 g
Natrium-klorid 10 g
Kalcium-karbonat 3 g
Glicerin 40 ml
L-Glutamat 4 g
L-Leucin 2 g
Elesztdkivonat 10 g
Natrium-szulfat 0,71 g
Magnézium-szulfat-heptahidrat 0,51 g
Vas (II)~-szulfat-heptahidrat 0,2 g
Magnézium-klorid-hexahidrat 1,02 g
Kobalt(II)-klorid 20 mg
Borax 20 mg
(NH4)6M07024-4H20 36 mg
Mangan(II)-szulfat-monohidrat 24 mg
Cink-szulfat 120 mg
Réz (II)-klorid-dihidrat 2,6 mg

A kdzeg pH-értékét 6,0-ra allitottuk, és prolint,
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valamint lizint adtunk a kézeghez kiilénbszd koncentracisék-
ban, amint ez az al&bbi tablazatbél kitinik. Az oltott
lombikokat 25 °C hémérsékleten forgé razégépen 200 rpm se-
bességgel mozgatva inkubaltuk. Hét napos inkub&las utan a
micéliumot elkiildnitettiik Ugy, hogy a ferment&cids folyadée-
kot 1300 x g sebességgel 12 percig centrifugaltuk. A micélji-
umkalacsot (pelletet) haromszoros térfogatl acetonnal hirom-
Szor extrahaltuk erélyes keverés kaében. Ezutan az 1. példs-
ban leirt eljar&assal HPLC elemzést végeztiink és a terméket
tisztitottuk. Az alabbi tablazatban bemutatjuk a prolin és
lizin koncentraciéjanak valtoztatasaval nyert 21-norrapami-

cin, illetve rapamicin hozamat.

Prekurzorral segitett fermentaciéban termelt 21-norrapamicin

hozama
Prolin Lizin 21-norrapamicin rapamicin
(mg/liter) (mg/liter)
0,6% 0,05% 14,6 60
0,6% 0,1% 10,6 53
0,6% 0,0% 12,6 36
0,4% 0,05% 9,5 60
0,3% 0,05% 7,4 57
0,2% 0,05% 5,0 57
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Szabadalmi igénypontok

1. Az (I) képletd 21-norrapamicin és gydgyaszati szem-
pontbdl elfogadhatd sodi.

2. Gydgyaszati készitmény, amely egy raszoruld emldsben
immunszuppressziét idéz eld, azzal jellemezve, hogy
21-norrapamicin gyodégyaszati szempontbdl hatasos mennyiségét
és valamilyen, gydgyaszati szempontbél elfogadhaté vivSanya-
got tartalmaz.

3. Mbddszer immunszuppresszid eldidézésére egy raszoruld
emlésallatban, azzal jellemezve, hogy ennek az emldsallat-
nak 2l1-norrapamicin immunszuppressziv hatds( mennyiségét
adagoljuk.

4. Mdodszer atilltetett szerv kildkésének, gazdaallat/be-
lUltetett szerv kapcsolatd betegség, autoimmun betegségek,
gyulladasos megbetegedések, szilard daganatok, gombas fertd-
zések, a tiidé gyulladasos megbetegedései, valamint az érfal
simaizomsejtjeinek burjanzasaval jard koéros &llapotok keze-
lésére vagy megeldzésére, azzal jellemezve, hogy 21-norra-
pamicin hat&sos mennyiségét adagoljuk.

5. A 4. igénypont szerinti médszer, azzal jellemezve,
hogy az atiltetett szerv vese, sziv, maj, tiids, csontveld,
hasnyalmirigy (szigetsejtek) szaruhartya, vékonybél, bdr
vagy szivbillentyd.

6. A 4. igénypont szerinti médszer, azzal jellemezve,
hogy az autoimmun megbetegedés lupus, reumds iziileti gyulla-

das, cukorbetegség, slilyos izomgyengeség vagy sclerosis



multiplex.

7. A 4. igénypont szerinti médszer, azzal jellemezve,
hogy a gyulladasos megbetegedés pszoridzis, b&rgyulladas,
ekcéma, seborrhoea, gyulladdsos bélmegbetegedés vagy a szem
uveagyulladasa.

8. A 4. igénypont szerinti mdédszer, azzal jellemezve,
hogy a tiidéd gyulladasos megbetegedése asztma, elzarddassal
jard kroénikus tiiddmegbetegedés, emfizéma, akut légzéselégte-
lenségi tlinetcsoport vagy bronchitisz.

9. A 4. igénypont szerinti médszer, azzal jellemezve,
hogy a kéros &llapot az érfalnak a simaizomsejtjei burjanza-
sa kovetkeztében bedlld szilkiilése (restenosisa).

10. Eljaras raszoruld emlésdllaton immunszuppressziét
eléidézd gydgyaszati készitmény eldallitdsara, azzal jelle-
mezve, hogy hatdanyagként egy 1. igénypont szerinti (I)
képletd 21-norrapamicinnek vagy gyégyaszati szempontbdl
elfogadhatdé séjanak gydgydszati szempontbél hatdsos mennyi-
ségét a gyodgyszerkészitésben szokasos higitészerekkel, vive-
és/vagy segédanyagokkal Osszekeverve gydgyaszati készitmény-
nyé alakitjuk.

o]

A bejelentd helyett

a meghatalmazott:
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