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Den foreliggende opfindelse angar en fremgangsmade til fremstilling af

cyclosporinderivater med den almene formel |

CH CH3 . CH
3\CH/ 3 i 3
- | CH3 CH3y ?“z
CI:H2 clzn:,- (".H CH, CH3
CH3=~N=~CH-CO-N CH A CO=—N—CH—C—N—CH,
l L L Y I
H o]
co
CHj5 l co
* CH-CH,=CH L I
CH3 l N=CHj
" CH4=N
H o] H
() L L [ | v
OC—CH———N—CO-(':H—N—CO-?H—N'—*C—?H——N—Cc—CH
| . |
CH H CH _ CH CH cH
3 3 ‘ 2 Py ! 2
CH3 CH5 .
CH CH
N TN
CH3 CH3 CHy CM3

hvor A betegner

CHy M
ﬁ (i det efterfplgende betegnet cyclo-
] H/C\CH2 sporin G)
: {
HO CH
~N 7
cn tr)ICH (R)\CH;;
] 3 eller
—ﬁ~N CH=—
o Lt
CHa_
i
CQ (i det efterfolgende betegnet di-
cH - . .
I 2 hydrocyclosporin G)
HO CH
CH, eller
~C—N CH—



10

15

20

2
CHJ\ /H
f (i det efterfolgende betegnet iso-
_c
H \?“2 cyclosporin G).
o CH
(n\)CH/(m\CHg

!
~C HN—CH—

O . ¢cH

Det er kendt, jfr. dansk fremlzggelsesskrift nr. 136.780 og beskri-
velserne til de danske patentansggninger nr. 4831/76 og 1887/78, at
fremstille cyclosporiner betegnet cyclosporin A (ogsd kendt som
S 7481/F-1), cyclosporin B (ogsd kendt som S 7481/F-2), cyclosporin
C og cyclosporin D ved dyrkning af en stamme af svampearten Tri-
choderma polysporum (Link ex Pers) is@r NRRL 8044 og isolering af
navnte cyclosporiner fra kulturfiltratet. Navnte stamme er nu indord-

net under svampearten Tolypocladium inflatum Gams.

Det har nu overraskende vist sig, at ovennavnte mikroorganismeart
udover cyclosporin A, B, C og D danner et yderligere cyclosporin,

nemlig cyclosporin G.

Fremgangsmaden ifglge den foreliggende opfindelse til fremstilling af
de hidtil ukendte cyclosporiner med den almene formel | er i overens-

stemmelse hermed ejendommelig ved, at der

a) urd fra et kulturfiltrat vundet ved dyrkning af en cyclosporinpro-
ducerende stamme af svampearten Tolypocladium inflatum Gams isoleres
cyclosporin G, hvorpa det vundne cyclosporin G

b) eventuelt hydrogeneres til dannelse af dihydrocyclosporin G, eller

¢) eventuelt underkastes syrebehandling til dannelse af isocyclosporin
G.

Til fremstilling af cyclosporin G kan som navnt anvendes stammer af

svampearten Tolypocladium inflatum Gams, fx NRRL 8044 eller sadanne,
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som fas ved selektion eller mutation af svampestammen NRRL 8044 un-
der indvirkning af ultraviolette striler eller rontgenstriler eller ved
anvendelse af andre forholdsregler, fx ved behandling af laboratorie-
kulturerne med egnede kemikalier.

En anden kultur af en cyclosporin G-producerende stamme er depone-
ret hos Fermentation Research Institute, Inage, Chiba City, Japan
under kulturnummeret FRI FERM-P nr. 2796.

Cyclosporin G kan ogsa isoleres pd i og for sig kendt made, fx som
beskrevet i eksempel 1. Herved kan cyclosporin G skilles fra de sam-
tidig tilstedeverende naturprodukter, fx det mindre polare cyclospo-
rin D, det noget mere polere cyclosporin A og det polere cyclosporin
B og det endnu mere polzre cyclosporin C.

Det eventuelle fremgangsmadetrin b) ifelge den foreliggende opfindelse
kan udfpres pa i og for sig kendt made, fx ved katalytisk hydro-

genering.

Som oplgsningsmiddel anvendes fortrinsvis ethylacetat eller lavere ali-
phatiske alkoholer sasom methanol, ethanol eller isopropanol. Hydro-
generingen sker hensigtsmassigt i det neutrale omrédde ved tempera-
turer mellem 20°C og 30°C og ved atmosferetryk eller svagt forgget
tryk. Som katalysator kan anvendes platin eller fortrinsvis palladium,

fx palladium pa kul.

Omlejringen ifplge det eventuelle fremgangsmadetrin c) kan udfpres pa
i og for sig kendt madde ved syrebehandling, fx med sterke organiske
syrer sasom trifluoreddikesyre, fortrinsvis methansulfonsyre eller p-

toluensulfonsyre.

Den mzngde sterk syre, som anvendes til isomeriseringen, ligger for-

trinsvis mellem 1 og 4 mol pr. mol cyclosporin G.

Som oplgsningsmiddel kan anvendes lavere alkoholer, fx methanol,
halogenerede carbonhydrider, fx chloroform eller ethere, fx dioxan.
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Reaktionstemperaturen kan variere mellem 20°C og 65°C, fortrinsvis
fra 45-55°C.

Cyclosporin G, dihydrocyclosporin G og isocyclosporin G udmarker
sig ved interessante kemoterapeutiske og farmakologiske egenskaber

og kan derfor anvendes som lagemidler.

Cyclosporin G, dihydrocyclosporin G og isocyclosporin G udmarker

sig is@r ved en immunosuppressiv og betendelseshammende virkning.

Som lzgemidler kan cyclosporin G, dihydrocyclosporin G og isocyclo-
sporin G administeres alene eller i egnet leegemiddelform sammen med

farmakologisk inerte hjzlpestoffer.

Fremgangsmaden ifglge den foreliggende opfindelse belyses narmere

ved folgende eksempler.

EKSEMPEL 1
Cyclosporiri G.

500 liter af en naringsoplgsning, som pr. liter indeholder 40 g glucose,
2,0 g natriumcaseinat, 2,5 g ammoniumphosphat, 5 g magnesiumsulfat-
heptahydrat, 2 g kaliumdihydrogenphosphat, 3 g natriumnitrat, 0,5 g
kaliumchlorid, 0,01 g ferrosulfat og demineraliseret vand, podes med
50 liter af en forkultur af stammen NRRL 8044 og inkuberes i en stal-
fermenter under omrgring (170 rpm) og beluftning (1 liter luft/min./-
liter naringsoplgsning) i 13 dage ved 27°C (se tysk offentligggrelses-
skrift nr. 2.455.859).

Dyrkningsmediet udrgres med en lige s& stor mangde n-butylacetat,
efter fraskillelse koncentreres den organiske fase i vakuum, og ra-
ekstrakten affedtes ved 3-trinsfordeling mellem methanol-vand (9:1)
og petroleumsether. Den methanoliske fase fraskilles og koncentreres i
vakuum, og raproduktet udfzldes ved tilsetning af vand. Det efter
filtrering vundne materiale chromatograferes p& en 5- til 7-gange sa
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stor mangde "Sephadex"® LH-20 med methanol som elueringsmiddel.
Spidsfraktionerne chromatograferes derefter pa "kieselgel 60", korn-
storrelse 0,063-0,2 mm (Merck) med hexan-acetone (2:1), hvorved de
forst eluerede fraktioner overvejende indeholder cyclosporin A og cyc-
losporin D, de senere eluerede dele overvejende cyclosporin C. Til
yderligere rensning krystalliseres de cyclosporin A- og D-holdige
fraktioner af en 2- til 2,5-gange s stor m®ngde acetone ved -15°C
og opspaltes derefter ved to ganges chromatografi pd "kieselgel 60",
kornstorrelse 0,063-0,2 mm (Merck), hvorhos de med hexan-acetone
(2:1) forst eluerede fraktioner indeholder cyclosporin D i sterkt
beriget form. Disse oplgses i en dobbelt sa stor mangde acetone og
lades henstad ved -15°C til krystallisation. Det derved vundne ra-
krystallisat bestdr af szrdeles starkt beriget cyclosporin D, og mo-
derluden indeholder foruden cyclosporin D yderligere bestanddele,
sdledes cyclosporin G. Til udvinding af cyclosporin G chromatogra-
feres den til terhed inddampede moderiud pa "kieselgel 60", korn-
storrelse 0,063-0,2 mm (Merck), med vandmattet ethylacetat, hvorhos
de forst eluerede fraktioner indeholder cyclosporin D, og de senere
eluerede fraktioner cyclosporin G i blanding med yderligere bestand-
dele. Til yderligere berigelse chromatograferes blandingen fgrst pa
"kieselgel 60", kornstprrelse 0,063-0,2 mm (Merck), med chloroform-
methanol (98:2) og derefter til opspaltning med hexan-acetone (2:1);
de senere eluerede fraktioner indeholder cyclosporin G i sterkt beri-
get form. Til renudvinding krystalliseres cyclosporin G-bestanddele to
gange af ether-petroleumsether (1:1) ved stuetemperatur, hvorved fas
tyndtlagschromatografisk ensartet, rent (renhedsgrad > 95%) cyclo-
sporin G i form af farvelgse polyedere, smeltepunkt 193-194°C (efter
torring af krystallerne i hgjvakuum ved 80°C i to timer).

[a]ZDO = -245° (c = 1,00 i chloroform)
-191° (c = 1,04 i methanol)

UV-spektrum i methanol: slutabsorption.

IR-spektrum i methylenchlorid: se fig. 1.
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]H-NMR-spektrum i CDCI3 ved 90 MHz med tetramethylsilan som intern
standard: se fig. 2.

Bruttoformel: C63H1 13N1 1012.

EKSEMPEL 2
Dihydr_ocyclosporin G.

700 mg palladium-kul (10% palladium) forhydrogeneres i 20 ml ethanol i
30 minutter. Til denne . palladiumkatalysatorsuspension sattes en op-
lpsning af 4,55 g cyclosporin G opnaet som i eksempel 1 i 60 ml
ethanol, og derefter hydrogeneres ved 21°C og et tryk pa 742 mm Hg
indtil afslutning af hydrogenoptagelsen. Derefter frafiltreres katalysa-
toren; og filtratet inddampes i vakuum ved 20-40°C til terhed. Rema-
nensen bestar af tyndtlagschromatografisk ensartet dihydrocyclosporin
G i form af et hvidt amorft pulver, smeltepunkt 150-153°C (efter
tprring i hgjvakuum i fire timer ved 80°C).

Bruttoformel: CGSHI 15N1 1012.

[a]zDO = -232° (¢ = 0,64 i chloroform)
UV-spektrum i methanol: slutabsorption
IR-spektrum i methylenchlorid: se fig. 3.

1H,-NMR-spekvtrum i CDCl3 ved 90 MHz og med tetramethylsilan som in-

tern standard: se fig. 4.
EKSEMPEL 3
Isocyclosporin G.

Til en oplasning af 6,08 g cyclosporin G opnaet som i eksempel 1 i
40 m! absolut dioxan szttes en oplgsning af 1,20 g methansulfonsyre i
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20 ml dioxan, og blandingen holdes ved 50°C under udelukkelse af
fugt. Reaktionens forlgb fplges ved tyndtlagschromatogram (polygram
SIL G-folier, chloroform-methanol-iseddike (90:6:4), ioddamp til syn-
liggorelse). Efter 16 timer afkples til stuetemperatur. Ved tilsatning
af 1,13 g vandfrit natriumacetat neutraliseres syren, efter 45 minut-
ters omrgring isoleres det udfaldede salt ved sugefiltrering, og fil-
tratet inddampes i vakuum ved 45°C. Herved fas 8,1 g remanens, som
chromatograferes pa 500 g "kieselgel”, Merck, kornsteorrelse 0,063-0,2
mm, hvorhos der som elueringsmiddel anvendes chloroform-methanol
(98:2). De praktisk taget af rent isocyclosporin G bestadende frak-
tioner forenes og inddampes i vakuum ved 50°C, og remanensen kry-
stalliseres af ether ved 7°C, hvorved fis isocyclosporin G, smelte-
punkt 143-146°C.

Bruttoformel: C63H1 13N1 1012.

[a]2D0 = -196° (c = 0,72 i chloroform)
-128° (¢ = 0,73 i methanol)

UV-spektrum i methanol: slutabsorption

IR-spektrum i methylenchlorid: se fig. 5.

1H~NMR-spektr~um i CDCI3 ved 90 MHz og med tetramethylsilan som

intern standard: se fig. 6.
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c (her betegnet isocyclosporin G).

kendetegnet ved, at

a) der ud fra et kulturfiltrat vundet ved dyrkning af en cyclosporin-
producerende stamme af svampearten Tolypocladium inflatum Gams iso-

leres cyclosporin G, hvorpa det vundne cyclosporin G
b) eventuelt hydrogeneres til ‘dannelse af dihydrocyclosporin G, eller

c) eventuelt underkastes syrebehandling til dannelse af isocyclosporin
G.

Fremdragne publikationer:
DK patent nr. 136780.
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