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(57) Anotace: .

Resi se zplisob vyroby latek vbndnych pro cilené
smérovéani imunosupresnich 1é&iv. Zptisob vyro-
by derivath cyklosporinu A spoliva v tom, e se
na roztok cyklosporinu A v organickém roz-
poustédle s vyhodou toluenu, za pridavku ka-
talyzatoru na bézi slouéenin kobaltu nebo rho-
dia ptsobi smési oxidu uhelnatého a vodiku o
objemovém poméru s vyhodou 1:1, za celkové-
ho tlaku 0,1 a% 30 MPa a teploty 25 a% 200 °C
po dobu 10 min aZ 4 hodin.
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Vyndlez se tykd zpusobu pripravy derivatd cyklosporinu A
s A1Uéinkem imunosupresnim, v jejichZ struktufe je na prvou amino-
kyselinu cyklického skeletu cyklosporinu zavedena funkéni skupina
aldehydicka.

Cyklosporin A je cyklicky undekapeptid, 3jehoZ struktura je
popsana vzorcem:

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

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

tj. (25,3R,4R,6E)-3-hydroxy—-4-methyl-2-methylamino-6-oktenova
kyselina.

Vedle cyklosporinu A byla isolovdna ¥ada B aZ Z cyklospori-
nd, které jsou odvozeny od cyklosporinu A substituci jednotlivych
aminokyselin v cyklu (Helvetica Chimica Acta 70, 13, 1987). Tyto
cyklosporiny jsou prirozenym metabolitem nékterych druhd deutero-
mycet a Jjsou prumyslové produkovdny kultivaci vysokoprodukcénich.
kmenl, napriklad Tolypocladium inflatum NRRL 8044 (Eur. J. Appl.
Microbiol. Biotechnol. 14, 237, 1982), Tolypocladium terricola
CCEB 2-201 M (&s. autorské osvédcéeni ¢&. 2624 a 2625) nebo Cylin-
drocarpon lucidum NRRL 5760 (U.S. Patent ¢. 4117118). Alternativ-
"nim, av$ak nadro¢néjsim, zplGsobem pripravy je totdlni syntéza, po-
moci niz byly pfipraveny i nékteré dalsi derivaty cyklosporina
(Evropsky patent &. 34567 a 194972).

Cyklosporin A je v humdnni mediciné pouzZivan Jjako imuno-
supresivum p¥i transplantacich, mimoto cyklosporiny vykazuji
uéinky antiarythmické, antiparasitické a napomdhaji pri 1lécbeé
autoimunitnich onemocnéni. Vedle 1lécebného pusobeni vykazuji
cyklosporiny i nep¥iznivé vedlejsi dcinky, zejména nefrotoxicitu -
(napfiklad Kidney Dis. 1986, 383, 423), které by bylo moZno od-
stranit cilenym smérovanim 1léc¢iv sestdvajicich 2ze selektivniho
makromolekuldrniho nosic¢e a navadzaného cyklosporinu. Nevyhodou
cyklosporinG A azZ Z vsSak je, 2Ze nemaji aktivni skupinu, kterd by
mohla byt pouzita k takovéto vazbé na nosi¢, vyjma -OH skupiny,
jejiZz chemickd vazba vsSak vede ke ztraté aktivity derivatud.

Odstranéni této nevyhody je dosahovdno zpusobem podle vynd-
lezu, jehoZ podstatou je, Z2e se na roztok cyklosporinu A v orga-
nickém rozpoustédle a za pridavku katalyzatoru na bazi sloucenin
kobaltu nebo rhodia . pisobi smési oxidu uhelnatého a vodiku
o objemovém poméru s vyhodou 1:1, 2za celkového tlaku 0,1 az 30
MPa a teploty 25 aZz 200 °C po dobu 10 min aZz 4 h, pricemZ vznika-
ji derivadty <vklosporinu A v JjejichZ strukture je zavedena alde-
hydicka& skupina.

Vyhoda uvedeného zpusobu je zejména, Ze pro pripravu derivé-
tl je vyuZivano semisyntetického postupu vychdzejiciho z p¥irod-
niho cyklosporinu A, jenZ je uvedenym zplUsobem modifikovan na de-
rivaty nesouci reaktivni aldehydickou skupinu.
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Pfiprava derivatl se provadi hydroformylaci cyklosporinu A
za katalyzy slouceninami kovli VIII. vedlejsi skupiny. Uvedenou
reakci Jje z celého skeletu cyklosporinu A modifikovéana pouze
dvojnd vazba prvé aminokyseliny cyklického skeletu cyklosporinu
A, priéemZ vznikaji derivaty obecného vzorce:

- Q=a-Abu-Sar-MeLeu-Val-MeLeu-Ala~-(D)~Ala-MeLeu-Meleu-MeVal -,
(_ 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 411 ]

kde Q znamena bud

HOOC~-CH(NHCH ) ~CH(OH) ~CH(CH5 ) =CH,~CH,~CH(CH, ) =CHO,
12 3 4 T 5%6 77 8

tj. (2S,3R,4R)=-3-hydroxy-4,7-dimethyl-2-methylamino-
-8-oxo-oktanovd kyselina (dale jen Ql)' nebo

HOOC- CH(NHCH3) CH(OH)-CH(CH3)-CH2~CH2~CH2—CH2~CHO
-1 2 3 4 5 .6 7 8 9

tj. (25,3R,4R)-3-hydroxy-4 -methyl 2-methylamino-9-oxo-nonanova
‘kysellna (dale jen Q,). _

Uvedené derivaty maji sumdrni vzorec CgqHpq13073-

, Hydroformylace se provadi rozpusténim cyklosporinu A v orga-

nickém rozpoustédle, napriklad v benzenu, toluenu, xylenu, tetra-
hydrofuranu, acetonu, propanolu, methanolu, s vyhodou v toluenu,
pridédnim katalyzdtoru na bazi kova VIII. vedlejs$i skupiny, s vy-
hodou na bazi sloudenin rhodia nebo kobaltu, a pusobenim smési
oxidu uhelnatého a vodiku o objemovém poméru s vyhodou 1:1, za
celkového tlaku 0,1 aZ 30 MPa a teploty 25 aZ 200 °C. po dobu
obvykle 10 min aZ 4 h. Zplsobem podle vyndlezu je dosahovano kon-

Q,

- verze 70 aZ 90 % selektivity 60 azZ 80 3.

: P¥i pouZiti sloucenin rhodia jako katalyzatoru, jimiZz mohou
byt napriklad RhCl; . 3 Hy0, Rh2(804)3, RhC1(CO) (PPh3),,

RhH(CO) (PPhy )5, RhCl, imobilizovany na silikagelu nebo s vyhodou
komplexy rhodia neobsahujici fosfiny, naprfiklad Rh(CO),Cl/, nebo
Rh,(CO);,, je vychozi 3-hydroxy-4-methyl-2-methylamino-é-oktenova

kyselina v cyklosporinu A modifikovdna v prevainé mire v poloze
7, pri¢emZ vznikd derivadt cyklosporinu A v némZ je namisto této
kyseliny Q4.

PFi pouziti sloucenin kobaltu jako katalyzatoru, jimiZ mohou
byt napriklad chlorid kobaltnaty, siran kobaltnaty, octan kobalt-
naty. naftendt kobaltnaty nebo s vyhodou Co,(CO)g, podléha vycho-

zi 3-hydroxy-4-methyl-2-methylamino-6-oktenovd kyselina v cyklo-
sporinu. A nejprve izomeraci in situ na 3-hydroxy-4-methyl-2-
~-methylamino-7-oktenovou kyselinu, kterd Jje hydroformylovana
v prevdzné mire v poloze 8, pricemZz vznikd& derivat cyklosporinu
A, v némZ je namisto vychozi kyseliny Q,.
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Po ukonc¢eni reakce se katalyzdtor oddéluje od produktlli reak-
ce a nezreagovaného cyklosporinu A bud mechanicky, tj. filtraci
nerozpustného katalyzdtoru ve formé napfiklad Rhg(CO),., nebo

heterogenniho katalyzatoru, extrakci do vodné fdze nebo chromato-
graficky. Extrakce katalyzdtoru do vodné faze se provadi napri-
klad z¥edénymi kyselinami, které prevadéji kovy do vodné fdze ve
. formé anorganickych soli nebo se extrakce provadi ligandy, které
prevadéji kovy do vodné faze ve formé koordinac¢nich sloucenin,
jimiZ mohou byt napfiklad ve vodé rozpustné fosfiny, jejichz pou-
Ziti je popsdno v d&s. autorském osvédcéeni ¢&. 246734. Karbonyly
kobaltu se s vyhodou oddéluji chromatografii na silikagelu, kde
jsou eluovdny Vv Cisté formé jako prvni frakce napfiklad chloro-
formem, =zatimco derivdty cyklosporini jsou eluovany jako dalsi
frakce napriklad smési chloroform/methanol 95:5 % obj.-

Po oddéleni katalyzdtoru se organickd faze obsahujici cyklo-
sporiny zahusti odparenim a derivaty cyklosporinu A se od nezrea-
govaného cyklosporinu A a vedlej$ich produktu oddéluji chromatog-
raficky. Chromatografickd separace se provadi s vyhodou na rever-
sni fdzi, protoZe Zddané derivaty Jjsou na reversni fédzi eluovany
drive neZ nezreagovany cyklosporin A a vedlejsi produkty reakce.

Separace na reversni fadzi se s vyhodou provddi na silikagelu
modifikovaném oktadecyltrichlorsilanem (C-18 féze), pricemZ se
pouzivd obvykle smés methanol/voda 78:22 % obj. jako eluéni &i-
nidlo. Z chromatografickych frakci se odpa¥i methanol, pricemZ se
derivaty cyklosporinu A vyluc¢uji Jjako bilé krystalické sraZeniny
nerozpustné ve vodé. SraZenina se mechanicky oddéli od vodné faze
- napriklad filtraci nebo centrifugaci a ¢isté derivaty se ziskéa-
vaji vysusSenim sraZeniny na vzduchu nebo s pomoci vakua.

Na pripojeném chromatografu je zndzornén konkrétni priklad
chromatografické separace produktd hydroformylace cyklosporinu 3,
katalyzované komplexy rhodia. Tento priklad ovsSem nevycerpava
véechny mozZnosti provedeni chromatografické separace ani nijak
neomezuje 2zpusob podle vyndlezu ve smyslu dosaZené specifity
a vytézku derivatu cyklosporinu A. Chromatogram predstavuije
chromatografickou analyzu katalytické smési po ukonceni hydro-
formylace, jenZ je pouZivdna ke kontrole vytézku uvedené reakce.
Chromatografickd analyza se provaddi na koloné 250 x 4 mm plnéné
silikagelem C=-18, 7 um, Separon SGX C-18 (vyrobce Tessek Cesko-
slovensko), s pouzitim eluéni smési 78:22 % obj. methanol/voda
p¥i pratoku 1 ml/min a pr¥i teploté 50 °C, detekce 214 nm. Z kolo-
ny jsou postupné eluovany benzen 1, katalyzdtor 2, derivat cyklo-
sporinu A, kde prva aminokyselina je Q; 3, vedlejsi produkty re-
akce 4 a 6 a nezreagovany cyklosporin A 5.

Vyndlez Jje dale objasnén na prikladech provedeni, jimiz
ovsem neni jeho rozsah omezen ani vycderpan.

Priklad 1

Do 50 ml nerezového autokldvu se sklenénou vloZnou nadobou
bylo navaZeno 240 mg cyklosporinu A, 12,3 ng Rh4(co)12 a rozpus-

téno ve 2 ml benzenu. Autoklav byl natlakovédn na 5,5 MPa smési
oxidu uhelnatého a vodiku o objemovém poméru 1:1 a vloZen do ole-
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jové lazné o teploté 60 °C. Hydroformylace byla provadéna 60 min
za michani magnetickym michadlem. Autoklav byl ochlazen a odtla-
kovdn a vyslednd smés byla odparena dosucha. Chromatografie byla
provadéna na koloné 250 x 25 mm naplnéné silikagelem C-18, 7 um,
eluce byla provdadéna smési 78:22 % obj. methanol/voda. Derivat
cyklosporinu A vysSe uvedeného vzorce, kde prva aminokyselina je
Qy, byl jimdn jako prvni cyklosporinova frakce, zatimco nezreago-

vany cyklosporin A byl spolu s vedlejsimi produkty eluovan v dal-
8ich frakcich. Odparenim methanolu se uvedeny derivat vyloucil
v podobé bilé srazZeniny, kterd byla odfiltrovana a vysusena ve .
vakuu. Kapalinovou chromatografii byla analyticky stanovena kon-
_verze 70 %, selektivita 60 % a preparativni chromatografii bylo
ziskdno 82 mg d&istého derivatu, tj. 78 % z mnoZstvi nalezeného
analyticky. Identifikace derivatu byla provedena spektry nukledr-
ni magnetické rezonance, v nichZ je pritomnost aldehydické skupi-
ny jednoznac¢né charakterizovdna signdlem dvou doubletu p¥i 9,6
‘ppm, ndleZejicich R a S konfiguracim aldehydické skupiny na uhli-:
ku C7 aminokyseliny Q,.

Priklad 2

Do 750 ml nerezového autoklavu s teflonovou vloZnou nédobou
bylo navdZeno 12 g cyklosporinu - A, 542 mg Rh(acac)(CO),, acacH

= acetylaceton, a rozpusténo ve 150 ml toluenu. Autoklav byl na-
tlakovédn na’ 7 MPa smési oxidu uhelnatého a vodiku o objemovém po-
méru 1:1 a vloZen do vyh¥ivaného pouzdra o teploté 50 °C. Hydro-
formylace byla provddéna 3 hodiny za michdni magnetickym michad-
lem. Autoklav byl ochlazen a odtlakovadn a filtraci bylo oddéleno
106 mg Rhg(CO)y4, ktery se vylouéil po ochlazeni o odtlakovani

autoklavu. Za Ucelem separace katalyzdtoru bylo k filtratu prida-
no 1,8 g PhP(CH,COOH), ve 20 ml ethanolu a vznikla smés byla za-

h¥dta na 60 °C, 15 minut. Rhodium, které bylo timto zplisobem pre-
vedeno do formy komplexll s fenylfosfindioctovou kyselinou bylo
extrahovdno 150 ml roztoku uhli¢itanu sodného o koncentraci 0,1 -
molu na litr vodné faze. Organickd faze byla oddélena a zahusténa
odparenim na vakuové odparce a ddle byla po castech pribliZné
200 mg chromatografovdna na koloné 250 x 25 mm naplnéné silikage-
lem C-18, 7 um, eluce byla provddéna smési 78:22 % obj. methanol/
voda. Derivadt cyklosporinu A vyse uvedeného vzorce, Kkde prva
aminokyselina je Q;, byl Jjimén jako prvni cyklosporinova frakce,

zatimco nezreagovany cyklosporin A byl spolu s vedlejsimi produk-
ty eluovan v dalsich frakcich. Odparenim methanolu se uvedeny de-
rivdt vylouéil v podobé bilé srazZeniny, kterd byla odfiltrovéna
a vysusena ve vakuu. Kapalinovou chromatografii byla analyticky
stanovena konverze 88 %, selektivita 63 % a preparativni chroma-
tografii bylo ziskdno 4,3 g ¢istého derivatu, tj. 64 % z mnoiZstvi
nalezeného analyticky. Identifikace produktu byla provedena jako
v Prikladu 1.

Priklad 3

Do 100 ml nerezového autokldavu byl navdZen 1 g cyklosporinu
A, 0,1 g Co,(CO)g a 2 g p-xylenu. Autoklav byl natlakovan na 5

MPa smési oxidu uhelnatého a vodiku 1:1 objemové a vloZen do ole-



jové 1lazné o teploté 100
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roztok byl chromatografc
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jako prvni frakce chlorofoxr:
95:5 % obj. chloroform/met"
provadéna rechromatografii
bliZné 200 mg na koloné 257
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vat cyklosporinu A vyse uv=.
je Q5, byl jimén jako prv-

zreagovany cyklosporin A b .
v dals$ich frakcich. Odparern:.
¢il v podobé bilé srazZenin:
ve vakuu. Kapalinovou chx
konverze 82 %, selektivita
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aldehydické skupiny jednozr
9,74 ppm, triplet 1,8 Hz (CI

Vyndlez Jje urcen zejn:
vhodnych pro cilené smérc"
'k pripravé derivata, ktere
napriklad pro imunizace a z:-
A nebo k izolaci cyklosporir-

PATENZT

1. Zpusob vyroby derivatu c.
se na roztok cyklosporir
dou toluenu, za pridaviu

. tu nebo rhodia pusobi ==
movém poméru s vyhodou
a teploty 25 azZ 200 °C

2. Zpusob vyroby derivatu -
ci se tim, Ze jako . .
tetrarhodia, oktakar: .
dikarbonylrhodny.

: B6

:empérovéni autoklavu byl tlak
iroformylace byla provadéna 4

:lazen a odtlakovan a vysledny

3ilikagelu za uUc¢elem oddéleni

-ovadéna na koloné 300 x 30 mm
100 um, CO,(CO)g byl eluovan

7losporiny byly eluovany smési

Tzolace c¢istého derivatu byla
~inové frakce po c¢astech pri-

am naplnéné silikagelem C-18,

3:22 obj. methanol/voda. Deri-
rzorce, kde prva aminokyselina
sporinova frakce, zatimco ne-

s vedlejsimi produkty eluovéan
:0lu se uvedeny derivat vylou-

byla odfiltrovédna a vysusSena
‘i1 byla analyticky stanovena
separativni chromatografii by-
tj. 64 % z mnoZstvi nalezené-
‘atu byla provedena spektry
ichZz je pritomnost termindlni
‘rakterizovana signdlem &(H)

-avé derivatd cyklosporind

supresnich. 1éc¢iv a dale

7dzdni na nosic¢ upotr¥ebit
stilatek proti cyklosporinu
1 proteini.

NAROKY

au - A, vyznac¢ujici se tim, Ze
yanickém rozpoustédle s vyho-=
toru na bazi sloucenin kobal-

1 uhelnatého a vodiku o obje-
2lkového tlaku 0,1 azZ 30 MPa
min az 4 h.

au A podle bodu 1, vyznacéuji-
se pouzZije dodekakarbonyl-
“tu nebo acetylacetonat-
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