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Den foreliggende opfindelse angar en analogifremgangsmade til frem-
stilling af den hidtil ukendte forbindelse dihydrocyclosporin C med

formlen |
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Ved analogifremgangsméden ifplge opfindelsen fremstilles dihydrocyc-
losporin C ved hydrogenering af cyclosporin C med formlen 11
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Dihydrocyclosporin C har fglgende karakteristika:
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Smeltepunkt 160-162°C (amorf), let hygroskopisk.

’ [QJZDO = -242" 7(7(: =0,5i CHCI3)

~174,5° (¢ = 0,5 i CHBOH):

I UV-spektret (methanoil)' viser forbindelsen slutabsorption. IR-Spek-
tret i CHZCI2 er angivet i fig. 1 pd tegningen, og NMR-spektret i
CDCIS, 90 MHz, med tetramethylsilan som intern standard er angivet i

fig. 2 pa tegningen (signalerne ved 7,23 ppm og ved 7,33 ppm beror
. pa meget smad maengder af 'CHCIS henholdsvis CSHG) .

Analyse: . .
Ber,fegnet for -(,:62H113N11013: cC61,0 H9,3 N12,6 017,0

Fundet: C61,1 H9,6 N12,4 0 17,3.

Dihydrocyclosporin C errved' stuetemperatur letoplgseligt i benzen, di-
chlormethan, chloroform, ethylacetat, acetone, ethanol og methanol og

meget tungt oplgseligt i vand.

er~\('aerdierne af dihydrocyclosporin C i tyndtlagschromatogram frem-

gar af fglgende tabel:

' Rf—Vaerdier 7
Chloroform-methanol (94:6) 0,40
Acetone 7 . T o 07, 66
Acétone-hexan a1 - - 0,38
Acetone-éhlorofof'm (1:1) . 0,42

"DC-ferdigplade Merrck®r, Kieselgel 60 F-254".
Synliggerelsen af pletterne kan udferes p& kendt mdde, fx med iod.

Fremganésméden ifolge opfindelsen kan udfgres under anvendelse af i

og. for sig kendte metoder, fx ved katalyﬁsk hydrogenering.
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Som oplgsningsmiddel kommer fortrinsvis ethylacetat eller lavere ali-
phatiske alkoholer sasom methanol, ethanol eller isopropanol i betragt-
ning. Hydrogéneringen udferes hensigtsmassigt i det neutrale omrade
ved temperaturer mellem 20 og 30°C og ved atmosferetryk eller lidt
forhgjet tryk. Som katalysator kommer platin, fortrinsvis palladium,
fx palladium pa kul, i betragtning. Det pa denne mide vundne hy-
drogeneringsprodukt af cyclosporin C renses derefter pa i og for sig

kendt made, fx ved chromatografering.

Det som udgangsprodukt anvendte cyclosporin C kan fremstilles ved,
at en cyclosporin C-producerende stamme af svampearten Tolypocladi-
um inflatum Gams, tidligere kaldet Trichoderma polysporum (Link ex
Pers.) Rifai, eller Cylindrocarpon Jucidum Booth dyrkes, og cyclospo-
rin C isoleres fra dyrkningsmediet. Dyrkningen udfores pa i og for
sig kendt made, idet der fortrinsvis anvendes en stamme NRRL 5760
eller en stamme NRRL 8044 (se fx tysk offentligggrelsesskrift nr.
2.455.859). Kulturer af de to stammer er deponeret hos United States
Department of Agriculture (Northern Research and Development Divi-
sion), Peoria, lllinois, USA. Cyclosporin C kan isoleres pa chromato-
grafisk made som et mod Aspergillus niger aktivt produkt med mere
polar virkning end cyclosporin A og B (i tysk offentliggerelsesskrift
nr. 2.455.859 betegnes cyclosporin A og B som S 7481/F-1 og S
7481/F-2).

Hvad angar dets farmakologiske egenskaber adskiller dihydrocyclospo-

rin C sig fra det fra dansk fremlzggelsesskrift nr. 136.780 kendte

cyclosporin A pa folgende made:

| sin farmakologiske virkningsprofil minder dihydrocyclosporin C kun 7

til en vis grad om cyclosporin A. De fzlles egenskaber hos dihydro-
cyclosporin C og cyclosporin A er den sterke hamning af lymfocyt-
formering in vitro, den gode undertrykkelse af den cellebundne
immunitet og den tydelige virkning pa adjuvans arthritis.

Den vasentligste forskel mellem dihydrocyclosporin C og cyclosporin A
bestir i deres virkning péd den humorale immunitet (dvs. antistof-
dannelse). Denne pévirkes med dihydrocyclosporin C forst i heje, til
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- dels fcoxiske doser, idet den optrader forsinket og kun formindskes,

men aldrig undertrykkes fuldstezndigt. Ved eksempelvis hamagglutina-

tionstesten (HAT) bevirker den orale behandling af rhesusaber med
5 x 250 mg/kg dihydrocyclosporin C ingen statistisk signifikant for-

mindskelse af hamagglutinationstiteren i forhold til kontroldyrene.
Den samme dosis cyclosporin A fordrsagede ved denne test en nasten
fuldstaandrig hamning. De udpregede anticellulere, men svagt antihu-
morale komponenter péapeger en fordel hos dihydrocyclosporin C til
indikationen kronisk inflammation eftersom praparater, der hammer
kroniske, dvs. immunologisk betingede, inflammationsmodeller godt og
endvidere i videst muligt omfang skdner den "resterende” immunokom-

petance, er at foretrakke.

Dihydrocyclosporin C udmarker sig séledes ved interessante kemo-
terapeutiske og farmakologiske egenskaber og kan derfor anvendes

som lzgemiddel.

Dihydrocyclosporin C er iszr indiceret som antiarthritikum og til be-

handling af immunologisk betingede reaktioner.

Dihydrocyclosporin C's immunodepressive virkning er vist ved de fol-
gende forsgg, der er beskrevet af J.F. Borel et al. i Agents and
Actions 6, 1976, s. 468-475.

Jerne-test (PFC: plaque-dannende celler)

Dihydrocyclosporin C's inhiberende virkning pa_de celler, der danner

de hamolytiske antistoffer (1gM/19S), blev bestemt hos mus. Mus blev

8

immuniseret ved intravengs indgivelse af 4 x 10° fareerythrocyter og

behandlet med testforbindelsen, og antallet af PFC i milten blev

bestemt og sammenlignet med kontroldyr. Ved oral indgivelse i doser

pa mellem 50 6g 200 mg/kg udgver dihydrocyclosporin C i denne test

en klar stimulering af dannelsen af IgM-antistof.

Reaktion p& hemagglutination hos mus

Virkningen af dihydrocyclosporin C hos mus pa indholdet af serumag-

glutininer IgG/7S blev bestemt. Dyrene blev immuniseret ved intrave-
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ngs indgivelse af 4 x 108 fareerythrocyter. P& dagen for injektionen
samt de fire fplgende dage blev musene behandlet méd testforbindel-
sen. P3 den 9. dag blev der udtaget blod, og indholdet af serumag-
glutininer blev bestemt ved mikroagglutinationstesten ifplge Takatsy.
Virkningen pd indholdet af agglutininér udtrykkes ved undertrykkel-

sesindexet (S1), der defineres pa folgende made:

Titer (-Iogz) af behandlede dyr

St =
Titer (—logz) af kontroldyr

Efter oral indgivelse af 5 x 250 mg/kg dihydrocyclosporin C blev der
fundet en Sl-verdi pa 1,14, hvilket svarer til en ubetydelig forpgelse
af indholdet af agglutininer.

Forlengelse af overlevelsestiden for transplantationer hos mus

Forlengelsen af overlevelsestiden for transplantationer ved locus H-2
hos histo-inkompatible mus blev bestemt efter oral indgivelse af dihy-
drocyclosporin C. Ved en dosis pa 6 x 200 *+ 4 x 100 mg/kg er for-
lengelsen af overlevelsestiden for transplantationer sammenlignet med
kontroller meget betydelig (ca. 15 dage).

Inhibering af eksperimentel allergisk encephalomyelitis hos rotter.

Den inhiberende virkning af dihydrocyclosporin C pa eksperimentel
allergisk encephalomyelitis blev bestemt hos rotter. Dyrene blev
sensibiliseret ved subcutan indgivelse af en emulsion af rygmarv og
Freund's adjuvans til hver af bagpoterne, og rotterne blev derefter
behandlet 15 gange efter hinanden med testforbindelsen. Den allergi-
ske encephalomyelitis viste sig ved fremkomsten af lammelsessympto-
mer. Efter oral indgivelse af 15 x 80 mg/kg dihydrocyclosporin C blev
der ikke observeret nogen lammelsessymptomer hos en gruppe pa 8
sensibiliserede rotter, medens alle rotterne i en gruppe kontroldyr

blev ramt af lammelse.
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Cutan test af retarderet hypersensibilitet hos mus.

Den inhiberende virkning af dihydrocyclosporin C pa hypersensibilitet
over for oxazolon hos mus blev bestemt. Musene blev sensibiliseret
ved en cutan pafering af oxazolon, og 10 dage derefter blev der
foretaget endnu en pafering af oxazolon pa dyrenes ene gre med hen-
blik pd at fremkalde den allergiske reaktion. P& dagen for den fgrste
paforing samt 4 dage derefter blev musene behandlet med testforbin-
delsen. Inhibering af hypersensibiliteten udtrykkes ved under{'rykkel—

sesindexet (S1), der defineres pa fglgende made:

Pretykkelsesforskel hos behandlede dyr

Oretykkelsesforskel hos kontroldyr

Efter oral indgivelse af 5 x 70 mg/kg og 5 x 200 mg/kg blev der fun-
det en Sl-vardi pd henholdsvis 0,63 og 0,48.

Takket vare disse egenskaber kan dihydrocyclésporin C anvendes te-

- rapeutisk til profylakse og behandlihg af sygdomme, der nedvendiger

senkning af den cellulzre immunitetsreaktion.

De.n antiarthritiske virkning af dihydrocyclosporin C blev pavist hos
rotter ved folgende test. | en gruppe pad 6-10 dyr, der hver vejede
ca. 130 g, blev der i saleregionen pa en bagpote subcutant injiceret
en oliesuspension af drabte og lyofiliserede mycobacterier (6 mg/ml).
Der blev forst observeret en forggelse af potens volumen og derefter,
efter 12-14 dage, en generel arthritis. Testforbindelsen blev indgivet
oralt pa dagen fo'r"injektion, hvilket blev gentaget 14 gange under de
tre fglgende uger. Der blev derefter bestemt forggelse af potevolume-
net pd den pote, hvor suspensionen var blevet injiceret (primart
symptom), og forggelse af volumenet af den anden bagpote (sekundazr
arthritis). Sammenligning af de opndede vardier for de dyr, der var
behandlet med testforbindelsen, med vardierne for kontroldyrene gav
et mal for den antiarthritiske virkning. | denne test inhiberer dihy-
drocyclosporin C klart forggelsen af potevolumenet hos rotter. Efter
oral indgivelse med en daglig dosis pd fx 30 mg/kg inhiberer forbin-
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delsen det primere symptom med 78% og den sekundazre arthritis med

100%.

Ved gentagelse af den samme test, men ved indgivelse af testforbin-
delsen fra den 14. til den 21. dag efter injektionen med en daglig
oral dosis pa 20 mg/kg, blev der med dihydrocyclosporin C observe-
ret en inhibering af det primere symptom pa 32% og af den sekundzre
arthritis pa 57%.

Takket vare denne egenskab kan dihydrocyclosporin C anvendes te-
rapeutisk til profylakse og behandling af arthritis og rheumatiske

sygdomme.

Som legemiddel kan dihydrocyclosporin C administreres alene eller i
egnet lzgemiddelform med farmakologisk indifferente hjzlpestoffer.

Fremgangsmiden ifplge opfindelsen belyses narmere ved folgende

eksempel

EKSEMPEL

420 mg palladium/kul (10% palladium) hydrolyseres forud i 75 minutter
i 40 ml ethanol. Til denne suspension af palladiumkatalysatoren s=ttes
en oplgsning af 8,53 g cyclosporin C i 110 ml ethanol, og derefter
hydrogeneres ved 20°C og et tryk pa 736 mm kviksglvsgjle indtil af-
slutning af hydrogenoptagelse. Derefter frafiltreres katalysatoren, og
filtratet inddampes i vakuum ved 20-40°C til terhed. Remanensen
chromatograferes pa en sgjle af 1 kg silicagel Merck®, kornstgrrelse
0,06-0,2 mm. Ved eluering med chloroform/methanol (97,5:2,5) fas
efter forening af de rene fraktioner hvidt amorft dihydrocyclosporin
C, som tgrres i hgjvakuum ved 55°C i 6 timer. Til befrielse fra vand
inddampes praparatet tre gange med benzen i vakuum ved 30-50°C og
torres derefter forst ved 55°C (2 timer) og derefter ved 80°C (2

-timer) i hgjvakuum.
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Det som udgangsmateriale anvendte cyclosporin C fremstilles pa fol-

gende made:

Et ved aerob submers dyrkning af Tolypocladium inflatum Gams,

‘tidligere kaldet Trichoderma polysporum (Link ex Pers.) Rifai (NRRL

8044) vundet dyrkningsmedium (400 liter) (se eksempel 3 i tysk
offentliggorelsesskrift nr. 2.455.859) udrgres med 400 liter n-butyl-
acetat. Efter behandling i en Westfalia-centrifuge koncentreres den
organiske fase i vakuum, og raekstrakten affedtes ved 3-trinsforde-
ling mellem petroleumsether og methanol/vand (9:1). Det vundne
materiale oplgses i chloroform og chromatograferes pd 4,5 kg Merck®
Kieselgel 60, kornst¢rr‘e|ser 0,2-0,5 mm, hvorved der som eluerings-
middel anvendes chloroform med stigende mangder methanol. De med
chloroform + 1,5% methanol vundne fraktioner indeholder overvejende
cyclosporin A og B, og de senere med chloroform +3% methanol elue-
rede dele indeholder overvejende cyclosporin C. Pavisningen deraf i
eluatfraktionerne udferes ved hjelp af tyndtlagschromatografi, idet
den udviser en vasentlig lavere Rf-vardi end de to ferst angivne
substanser, fx pd Polygram® Silicagel-ferdigfolier med chloroform/-
methanol (95:5) som lgbemiddel, Rf-vaardi = 0,26 (Rf af cyclosporin
A: 0,44 og af cyclosporin B: 0,37). Efter forening og inddampning af

148907

de eluatfraktioner, som ifelge tyndtlagschromatografisk undersegelse

helt eller overvejende bestar af cyclosporin C, gentages den chroma-
tografiske rensning. Eluatfraktionerne undersoges ved tyndtlagschro-
matogram som éngivet ovenfor med hensyn til sammensaztningen, og de
fraktioner, som helt bestdr af cyclosporin C, samles og inddarﬁpes i
vakuum til terhed ved 20-40°C. Remanensen behandles efter oplesning
i den 10-dobbelte mzngde alkohol med 5 vagtprocent aktivt kul, fil-
tratet inddampes efter frafiltrering af kullet i vakuum ved 20-40°C,

og remanensen tgrres i hgjvakuum ved 55°C.

Det sidste rensningstrin bestdr i, at remanensen oplpses i den 5-dob-
belte mengde ether, og det faste stof udfzldes ved langsom tilsztning
af den 30-dobbelte mzngde hexan under rystning, og det frafiltreres
efter afkeling af blandingen til 0-5°C, vaskes med kold hexan og
torres i hgjvakuum ved 55°C. Ud fra den 2,5-dobbelte mangde ace-
tone vindes ved -15°C farvelgse prismatiske nale af krystallinsk cyc-



losporin C. Smeltepunkt 152-155°C,

[u]20

0,5) og [c:z]20 = -182° (methanol, ¢ = 0,5).

PATENTKRAV
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= -255° (chloroform, ¢ =

Analogifremgangsmade til fremstilling af dihydrocyclosporin C med
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Fremdragne publikationer:

DK ansegning nr. 6170/74 (patent nr. 136780).
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