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MAKROSYKLISK FORBINDELSE OG FRAMGANGSMÅTER FOR Å 

PRODUSERE DEN 

 

 

Innledning 5 

Den foreliggende oppfinnelsen dreier seg om en sanglifehrinanalog som kan 

brukes både som ciklosporinhemmer, f.eks. for å behandle virusinfeksjoner med 

slike virus som hepatitt C-virus (HCV), hepatitt B-virus (HBV) og humant 

immunsviktvirus (HIV) og/eller som immunsuppressivt middel, f.eks. til bruk ved 

forebygging av transplantatavvisning og som antiinflammatorisk middel, f.eks. til 10 

bruk ved inflammasjonslidelser. Den foreliggende oppfinnelsen tilveiebringer også 

forbindelsen til bruk i framgangsmåter i medisinen, spesielt for å behandle HCV- 

eller HIV-infeksjon og til bruk som immunsuppressivt middel eller antiinflam-

matorisk middel i sykdommer der det er nyttig å hemme mitokondriepermeabili-

tetsporene (mPTP), for eksempel muskeldystrofi, eller som mellomprodukt ved 15 

produksjon av andre medisinsk nyttige forbindelser.  

 

Bakgrunnen for oppfinnelsen 

Hepatitt C 

Hepatitt C-viruset (HCV) er et RNA-virus med positiv streng, og infeksjonen er en 20 

hovedårsak til hepatitt etter transfusjoner. HCV er den vanligste blodbårne 

infeksjonen, og den hyppigste dødsårsaken ved leversykdommer i USA. Verdens 

helseorganisasjon estimerer at det er mer enn 170 millioner kroniske bærere av 

HCV-infeksjonen, omtrent 3 % av verdensbefolkningen. Av ubehandlede HCV-

infiserte pasienter utvikler ca. 70–85 % kronisk HCV-infeksjon og har derfor høy 25 

risiko for levercirrhose og hepatocellulært karsinom. I industriland skyldes 50–76 

% av alle tilfeller av leverkreft og to tredeler av alle levertransplantasjoner kronisk 

HCV-infeksjon (Manns m.fl., 2007). 

I tillegg til leversykdommer kan kronisk infiserte pasienter få andre 

kroniske HCV-relaterte sykdommer og kan også smitte andre. HCV-infeksjon gir 30 

også komplikasjoner i andre organer enn leveren, for eksempel leddsmerter, 

hudutslett og skade på indre organer, hovedsakelig nyrene. HCV-infeksjon er et 
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viktig globalt helseproblem og i dag finnes det ikke noen vaksine mot hepatitt C 

(Strader m.fl., 2004; Jacobson m.fl., 2007; Manns m.fl., 2007, Pawlotsky, 2005; 

Zeuzem og Hermann, 2002). 

 

Behandling av HCV 5 

Dagens standardbehandling er subkutane injeksjoner av PEGylert 

interferon-α (plFNα) og orale doser av det antivirale midlet ribavirin i 24–48 uker. 

Vellykket behandling defineres om varig virologisk respons (VVR), som defineres 

som fravær av HCV-RNA i serum i slutten av behandlingsperioden og 6 måneder 

etterpå. Total responshyppighet på standardbehandlingen er hovedsakelig 10 

avhengig av genotype og konsentrasjonen av HCV-RNA før behandlingen. 

Pasienter med genotype 2 og 3 har høyere sannsynlighet for å respondere på 

standardbehandlingen enn pasienter som er infisert med genotype 1 (Melnikova, 

2008; Jacobson m.fl., 2007). 

Et vesentlig antall HCV-pasienter reagerer ikke tilstrekkelig på 15 

standardbehandlingen eller tåler ikke behandlingen på grunn av bivirkninger, noe 

som ofte gjør det vanskelig å gjennomføre den. Den total kliniske SCR-

hyppigheten ved standardbehandlingen er bare ca. 50 % (Melnikova, 2008). 

Utvikling av resistens er også en annen underliggende årsak til mislykket 

behandling (Jacobson m.fl., 2007). Standardbehandlingen er også kontraindisert 20 

for noen pasienter som ikke regnes som kandidater for behandlingen, for 

eksempel pasienter med tidligere vesentlige episoder med depresjon eller 

hjertesykdom. Bivirkningene ved standardbehandlingen, som ofte fører til at 

behandlingen avbrytes, er blant annet influensaliknende sykdom, feber, 

utmattelse, hematologiske sykdommer, anemi, leukopeni, trombocytopeni, alopeci 25 

og depresjon (Manns m.fl., 2007). 

På grunn av bivirkningene ved langvarig behandling med standard-

behandlingen, utvikling av resistens og den ikke optimale suksesshyppigheten, er 

det stort behov for mer effektiv og sikrere nye behandlinger mot HCV-infeksjon. 

Målene med de nye behandlingene er forbedret styrke, forbedret giftighetsprofil, 30 

forbedret resistensprofil, forbedret livskvalitet og den resulterende forbedringen av 
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pasientens etterlevelse. HCV har kort livssyklus og derfor er det vanlig at det 

utvikler resistens i løpet av legemiddelbehandlingen. 

Det utvikles en ny, spesifikt målrettet antiviral behandling mot hepatitt C 

(STAT-C), også kjent som direktevirkende viruslegemidler (DAA), som angriper 

virusproteiner som virus-RNA-polymerase NS5B eller virusprotease NS3 5 

(Jacobson m.fl., 2007; Parfieniuk m.fl., 2007). Dessuten utvikles det også nye 

forbindelser som i stedet for virusmål er rettet mot humane proteiner (f.eks. 

cyklofiliner), og kan ventes å redusere forekomsten av resistens i løpet av 

legemiddelbehandlingen (Manns m.fl., 2007; Pockros, 2008; Pawlotsky J-M, 

2005). 10 

Cyklofilinhemmere 

Cyklofiliner (CyP) er en familie av celleproteiner som viser peptidyl-

prolyl-cis-trans-isomeraseaktivitet som forenkler konformasjonsendringene og 

foldingen til proteinet. CyP er involvert i celleprosesser som regulering av 

transkriberingen, immunrespons, proteinutskilling og mitokondriefunksjonen. HCV-15 

virus rekrutterer CyP til livssyklusen sin når den infiserer mennesker. Opprinnelig 

tenkte man at CyP stimulerer RNA-bindingsaktiviteten til det ikke-strukturelle HCV-

proteinet HS5B-RNA-polymerase som fremmer RNA-replikeringen, men det er 

foreslått flere alternative hypoteser, blant annet et behov for CyP PPIase-aktivitet. 

Forskjellige isoformer av CyP, blant annet A og B, antas å være involvert i HCV-20 

livssyklusen (Yang m.fl., 2008; Appel m.fl., 2006; Chatterji m.fl., 2009; Gaither 

m.fl., 2010). Muligheten til å deaktivere gener hos mus (Colgan m.fl., 2000) og 

humane T-celler (Braaten og Luban, 2001) tyder på at CyPA ikke er obligatorisk 

for cellevekst og overlevelse. Liknende resultater er observert når man forstyrrer 

CyPA-homologer i bakterier (Herrler m.fl., 1994), Neurospora (Tropschug m.fl., 25 

1989) og Saccharomyces cerevisiae (Dolinski m.fl., 1997). Derfor er hemming av 

CyP et nytt og attraktivt mål i verten for behandling av HCV-infeksjon og et nytt 

mulig tillegg til dagens standardbehandling eller STAT-C/DAA-legemidler, for å 

øke SVR, hindre resistens og redusere bivirkningene av behandlingen. 
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Det er kjent at ciklosporin A (Inoue m.fl., 2003) («CsA») og de nært 

strukturelt beslektede ikke-immunsuppressive kliniske analogene av det, DEBIO-

025 (Paeshuyse m.fl., 2006; Flisiak m.fl., 2008), NIM811 (Mathy m.fl., 2008) og 5 

SCY-635 (Hopkins m.fl., 2009) bindes til cyklofiliner, og har vist in vitro-effektivitet 

og klinisk effektivitet mot HCV-infeksjoner som cyklofilinhemmere (Crabbe m.fl., 

2009, Flisiak m.fl., 2008; Mathy m.fl., 2008; Inoue m.fl., 2007; Ishii m.fl., 2006; 

Paeshuyse m.fl., 2006). Tidligere resistensstudier av CsA viste mutasjoner i NS5B 

RNA-polymerase hos HCV og tydet på at bare cyklofilin B ville være involvert i 10 

HCV-replikeringsprosessen (Robida m.fl., 2007), men nyere studier tyder på at 

cyklofilin A spiller en avgjørende rolle i HCV-replikeringen (Chatterji m.fl., 2009; 

Yang m.fl., 2008). Siden mutasjoner i virusproteinet NS5A også er forbundet med 

CsA-resistens og NS5A interagerer både med CyPA og CyPB i forbindelse med 

den spesifikke aktiviteten til peptidyl-prolyl-cis/trans-isomerasen (PPIase) deres, 15 

tyder det også på at begge cyklofilinene spiller en rolle i viruslivssyklusen 

(Hanoulle m.fl., 2009). 
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Ciklosporinanalogenes virkning mot HCV er uavhengig av den 

immunundertrykkende egenskapen, som er avhengig av kalsinevrin. Dette tydet 

på at det avgjørende kravet for HCV-aktivitet er CyP-binding, mens det ikke er 

behov for kalsineurinbinding. DEBIO-025, den mest klinisk avanserte cyklofilin-

hemmeren for behandling av HCV, har vist virkning in vitro og in vivo mot de fire 5 

vanligste HCV-genotypene (genotype 1, 2, 3 og 4). Resistensstudier har vist at 

mutasjoner gir resistens mot DEBIO-025 var forskjellige fra mutasjonene som er 

rapportert for polymerase- og proteasehemmere, og at det ikke var noen 

kryssresistens med STAT-C/DAA-resistente virusreplikoner. Ikke minst hindret 

DEBIO-025 at det utviklet seg unnvikelsesmutasjoner som gir motstand både mot 10 

protese- og polymerasehemmere (Crabbe m.fl., 2009). 

Imidlertid er det mange problemer med de CsA-baserte cyklofilin-

hemmerne i den kliniske utviklingen, og det antas at de er forbundet med den 

felles strukturklassen, inkludert: visse bivirkninger som kan føre til at behandlingen 

stoppes eller har begrenset de kliniske dosekonsentrasjonene, variabel farmako-15 

kinetikk som har gi variabel effektivitet, og økt risiko for legemiddelinteraksjoner 

som kan gi doseringsproblemer. 

De vanligste bivirkningene hos pasienter som fikk DEBIO-025 var 

gulsott, magesmerter, oppkast, utmattelse og feber. De viktigste bivirkningene 

klinisk var hyperbilirubinemi og lavt blodplatetall (trombocytopeni). Peg-IFN kan gi 20 

sterk trombocytopeni og kombinert med DEBIO-025 kan det føre til et vesentlig 

klinisk problem. Både økt bilirubin og lavt blodplatetall er beskrevet i tidlige kliniske 

studier med NIM-811 (Ke m.fl., 2009). Hyperbilirubinemien som ble observert 

under kliniske studier av DEBIO-025 gikk tilbake etter behandlingsslutt, men var 

årsaken til at behandlingen ble avbrutt hos 4 av 16 pasienter, og til reduserte 25 

doser i framtidige forsøk. Siden den antivirale virkningen av cyklofilinhemmere er 

doserelatert ved HCV, gir lavere dose lavere antiviral virkning, og flere senere 

studier med CsA-baserte cyklofilinhemmere har vist ingen eller dårlig reduksjon av 

HCV-virusbelastning når de ble gitt som eneste behandling (Lawitz m.fl., 2009; 

Hopkins m.fl., 2009; Nelson m.fl., 2009). DEBIO-025 og ciklosporin A er kjent som 30 

hemmere av galletransportører som for eksempel gallesalteksportpumper og 

andre levertransportører (spesielt OAT1B1/OAT1B3/MRP2/MRP3/cMOAT/-
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ABCC2) (Crabbe m.fl., 2009). Det er foreslått at interaksjonen med galletrans-

portørene, spesielt MRP2, kan være årsaken til hyperbilirubinemien man ser ved 

høye doser av DEBIO-025 (Nelson m.fl., 2009, Wring m.fl., 2010). CsA-

klasserelaterte legemiddelinteraksjoner ved hemming av andre legemiddel-

transportører som P-glykoprotein (Pgp/MDR1), BSEP, OAT1B1 og OAT1B3 5 

(Konig m.fl., 2010) kan også være et problem, som kan begrense visse 

kombinasjoner og anvendelser hos noen pasienter som behandles for andre 

samtidige infeksjoner som HIV (Seden m.fl., 2010). 

Dessuten er DEBIO-025 og ciklosporin A substrat for metabolisering 

med cytokrom P450 (spesielt CYP3A4) og er kjent for å være substrater for og 10 

hemmere av humant P-glykoprotein (MDR1) (Crabbe m.fl., 2009). Ciklosporin er 

også påvist å være en hemmer av CYP3A4 in vitro (Niwa m.fl., 2007). Dette tyder 

på at det kan være økt risiko for interaksjoner med andre legemidler som er 

substrater eller induktorer for eller hemmere av CYP3A4, for eksempel 

ketokonazol, cimetidin og rifampicin. Det ventes også interaksjoner med 15 

legemidler som transporteres av P-glykoprotein (f.eks. digoksin), noe som kan gi 

alvorlige legemiddelinteraksjoner hos HCV-pasienter som får 

legemiddelbehandling for andre samtidige sykdommer (Crabbe m.fl., 2009). Det er 

også kjent at CsA har svært variabel farmakokinetikk, og tidlige formuleringer viste 

oral biologisk tilgjengelighet på 1–89 % (Kapurtzak m.fl., 2004). Uten dyr 20 

overvåking av pasientens blodkonsentrasjon kan dette gi økt forekomst av 

bivirkninger på grunn av høyere plasmakonsentrasjon, eller lavere klinisk respons 

på grunn av lavere plasmakonsentrasjon. 

Fordi hemming av cyklofiliner er en lovende ny tilnærming for 

behandling av HCV, er det behov for å oppdage og utvikle sterkere og sikrere 25 

CyP-hemmere til bruk i kombinasjonsterapi mot HCV-infeksjon. 

 

Sanglifehriner 

Sanglifehrin A (SfA) og beslektede naturlige stoffer hører til en klasse 

av blandede ikke-ribosomale peptider/polyketider, som produseres av 30 

Streptomyces sp. A92-308110 (også kalt DSM 9954) (se WO 97/02285), som 

opprinnelig ble oppdaget på grunn av den høye affiniteten til cyklofilin A (CyPA). 
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SfA er den vanligste bestanddelen i gjæringsbuljonger og viser omtrent 20 ganger 

så høy affinitet for CyPA som CsA. Derfor er det foreslått at sanglifehriner kan 

være nyttige ved behandling mot HCV (WO2006/138507). Det er også påvist at 

sanglifehriner viser lavere immunundertrykkende aktivitet enn CsA ved tester in 

vitro (Sanglier m.fl., 1999, Fehr m.fl., 1999). SfA bindes med høy affinitet til CsA-5 

bindingssetet på CyPA (Kallen m.fl., 2005). 

 

 

Biosyntese av sanglifehriner 

Sanglifehriner framstilles biologisk av en blandet polyketidsyntetase 10 

(PKS)/ikke-ribosomal peptidsyntetase (NRPS) (se WO2010/034243). Den 22-

atomige makrolidryggraden består av en polyketidkarbonkjede og en 

tripeptidkjede. Peptidkjeden består av én naturlig aminosyre, valin, og to unaturlige 

aminosyrer: (S)-meta-tyrosin og (S)-piperazinsyre, bundet sammen med en 

amidbinding. Hydroksyleringen av fenylalanin (enten in situ på NRPS eller før 15 

biosyntesen) for å lage (S)-meta-tyrosin antas å foregå gjennom genproduktet av 

sfaA. 

 

Immunundertrykkende virkning av sanglifehriner 

Den immunundertrykkende virkningsmekanismen til SfA skiller seg fra 20 

andre kjente immunofilinbindende immunsuppressiva som CsA, FK506 og 
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rapamycin. SfA hemmer ikke fosfataseaktiviteten til kalsinevrin, som CsA er rettet 

mot (Zenke m.fl., 2001), men den immunundertrykkende aktiviteten er i stedet 

antatt å skyldes hemming av interleukin-6 (Hartel m.fl., 2005), interleukin-12 

(Steinschulte m.fl., 2003) og hemming av interleukin-2-avhengig T-

celleproliferering (Zhang og Liu, 2001). Men det molekylære målet og mekanismen 5 

som SfA utøver den immunundertrykkende virkningen sin gjennom er hittil ukjent. 

Molekylstrukturen til SfA er kompleks og det antas at interaksjonen med 

CyPA formidles for en stor del av den makrosykliske delen av molekylet. Faktisk 

har en makrosyklisk (hydroksymakrosyklisk) forbindelse som stammer fra 

oksidativ spalting av SfA, vist sterk affinitet for CyPA (Sedrani m.fl., 2003). 10 

Røntgenkrystallografiske strukturdata har vist at den hydroksymakrosykliske 

strukturen bindes til det samme aktive setet på CyPA som CsA. Analoger basert 

på den makrosykliske delen av SfA er også tidligere påvist å mangle immununder-

trykkende egenskaper (Sedrani m.fl., 2003), noe som gir en mulighet for å utforme 

ikke-immunundertrykkende CyP-hemmere med mulighet for å kunne brukes i 15 

HCV-behandling. 

I motsetning til dette er det også en mulighet for å utvikle 

immunundertrykkende midler med lav giftighet til bruk på slike felt som 

forebygging av transplantatavvisning, autoimmunsykdommer, 

inflammasjonssykdommer og åndedrettssykdommer, inkludert, men ikke 20 

innskrenket til, Crohns sykdom, Behçets syndrom, uveitt, psoriasis, atopisk 

dermatitt, leddgikt, nefrittisk syndrom, aplastisk anemi, biliær cirrhose, astma, 

lungefibrose, kronisk obstruktiv lungesykdom (KOLS) og cøliaki. Det er påvist at 

den immunundertrykkende aktiviteten til sanglifehriner har en ny mekanisme 

(Zenke m.fl., 2001) som potensielt virker gjennom kjemokiner i dendrittiske celler 25 

(Immecke m.fl., 2011), og derfor er det en mulighet for å utvikle legemidler med en 

annen virkningsmekanisme enn dagens kliniske legemidler, som ciklosporin A, 

rapamycin og FK506. Sanglifehrin A er påvist å være 10 ganger så sterk som 

ciklosporin A, så det ideelle nye legemidlet vil være sterkere og/eller ha et bedre 

terapeutisk vindu. 30 
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Andre terapeutiske anvendelser av cyklofilinhemmere 

Humant immunsviktvirus (HIV) 

Cyklofilinhemmere som CsA og DEBIO-025 har også vist seg potensielt 

nyttige til å hemme HIV-replikeringen. Cyklofilinhemmerne antas å forstyrre 

funksjonen til CyPA i løpet av/under avslutningen av den omvendte transkri-5 

beringen av HIV (Ptak m.fl., 2008). Men da DEBIO-025 ble testet klinisk, reduserte 

den HIV-1 RNA-konsentrasjonen med ≥0,5 og >1 log10 kopier/ml hos henholdsvis 

ni og to pasienter, mens 27 av de behandlede pasientene ikke viste noen 

reduksjon i konsentrasjonen av HIV-1 RNA (Steyn m.fl., 2006). Etter dette ble 

DEBIO-025 testet på pasienter infisert både med HCV og HIV, og viste bedre 10 

effektivitet mot HCV, mens de kliniske HIV-forsøkene ble avbrutt (se Watashi m.fl., 

2010). 

 

Behandling av HIV 

Mer enn 30 millioner mennesker er infisert med HIV-1 over hele verden, 15 

og det kommer til 3 millioner nye tilfeller hvert år. Antallet behandlingsalternativer 

har økt dramatisk etter lanseringen av høyaktiv antiretrovirusterapi (HAART) 

(Schopman m.fl., 2010). I 2008 hadde nesten 25 antiretrovirale midler fått lisens 

for behandling av HIV-1: ni nukleosidiske omvendt transkriptase-hemmere (NRTI), 

fire ikke-nukleosidiske omvendt transkriptase-hemmere (NNRTI), ni protease-20 

hemmere (PI), en fusjonshemmer, en CCR5-hemmer og en integrasehemmer 

(Shafer og Shapiro, 2008). Men ingen av disse eksisterende regimene gir full 

virusfrihet, de kan gi alvorlige bivirkninger, og resistens mot midlene er fortsatt et 

viktig problem. Derfor er det fortsatt et behov for nye antivirale terapier, spesielt i 

virkningsmekanismeklasser der det ikke er noen godkjente legemidler, slik som 25 

cyklofilinhemmere for eksempel. 

 

Hepatitt B-virus 

Hepatitt B er et DNA-virus fra familien hepadnaviridae som er årsak til 

sykdommen hepatitt B. I kontrast til HCV og HIV har det vært svært få 30 

offentliggjorte beretninger om aktiviteten til cyklofilinhemmere mot hepatitt B-

viruset. Ptak m.fl. 2008 har beskrevet svak aktivitet fra Debio-025 mot HBV (IC50 
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på 4,1 μM) mens Xie m.fl., 2007, beskriver noe aktivitet fra CsA mot HBV (IC50 

>1,3 μg/ml). Dette står i motsetning til HIV og HCV, som det er mange rapporter 

av nanomolar antivirusaktivitet fra cyklofilinhemmere mot. 

 

Behandling av HBV 5 

HBV smitter opptil 400 millioner mennesker over hele verden og er en 

hovedårsak til kronisk virushepatitt og hepatocellulært karsinom. I 2008 var det 

seks legemidler lisensiert for behandling av HBV, interferon alfa og PEGylert 

interferon alfa, tre nukleosidanaloger (lamivudin, entekavir og telbivudin) og en 

nukleotidanalog (adefovir dipivoksil). Men på grunn av høy resistenshyppighet, 10 

dårlig tolererbarhet og mulige bivirkninger er det behov for nye 

behandlingsalternativer (Ferir m.fl., 2008). 

 

Hemming av den mitokondriske permeabilitetsovergangporen (mPTP) 

Når de høyt ledende permeabilitetsovergangporene i mitokondriene 15 

åpner seg, starter utløsningen av den mitokondriske permeabilitetsovergangen 

(MPT). Dette er en utløsende hendelse som fører til nekrose og apoptose i 

hepatocytter eller oksidativt stress, Ca2+-giftighet og iskemi/reperfusjon. Når 

cyklofilin D (også kalt cyklofilin F) hemmes av cyklofilinhemmere, er det påvist at 

det blokkerer åpningen av permeabilitetsovergangporer og beskytter mot celledød 20 

etter stresset. Cyklofilin D-hemmere kan derfor være nyttige ved indikasjoner der 

mPTP-åpningen er implisert, for eksempel muskeldystrofi, spesielt medfødt 

muskeldystrofi type Ullrich og Bethlem-myopati (Millay m.fl., 2008, 

WO2008/084368, Palma m.fl., 2009), multippel sklerose (Forte m.fl., 2009), 

diabetes (Fujimoto m.fl., 2010), amyotrofisk lateral sklerose (Martin 2009), bipolar 25 

sykdom (Kubota m.fl., 2010), Alzheimers sykdom (Du og Yan, 2010), Huntingtons 

sykdom (Perry m.fl., 2010), heling etter hjerteinfarkt (Gomez m.fl., 2007) og 

kronisk alkoholinntak (King m.fl., 2010). 

 

Annen terapeutisk bruk 30 

Cyklofilinhemmere har potensiell aktivitet og derfor 

behandlingspotensiale mot andre virus, som varicella-zoster-virus (Ptak m.fl., 
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2008), influensa A-virus (Liu m.fl., 2009), alvorlig akutt respirasjonssyndromvirus 

og andre humane og feline koronavirus (Chen m.fl., 2005, Ptak m.fl., 2008), 

denguevirus (Kaul m.fl., 2009) gulfebervirus (Qing m.fl., 2009), cytomegalovirus 

(Kawasaki m.fl., 2007) og Vaccinia-virus (Castro m.fl., 2003). 

Det er også rapportert at cyklofilinhemmere og cyklofilinhemming kan 5 

være nyttige på andre terapifelt, for eksempel mot kreft (Han m.fl., 2009). 

 

Generelle kommentarer om sanglifehriner 

Ett av problemene med å utvikle legemidler av slike forbindelser som 

sanglifehriner er den raske metaboliseringen og glukuronideringen som gir lav oral 10 

biologisk tilgjengelighet. Dette kan gi økt sjanse for matinteraksjoner, oftere 

ufullstendig frigjøring fra doseformen og mer variasjon mellom pasientene. 

Derfor er det et behov for å identifisere nye cyklofilinhemmere som er 

nyttige, spesielt til behandling av HCV-infeksjon, men også til behandling av andre 

sykdomsfelt der hemming av cyklofiliner kan være til nytte, for eksempel HIV-15 

infeksjon, muskeldystrofi eller for å hjelpe til ved heling av hjerteinfarkt eller hvis 

immunundertrykking eller antiinflammatorisk virkning er til nytte. Det foretrekkes at 

slike cyklofilinhemmere har bedre egenskaper enn de cyklofilinhemmerne som er 

tilgjengelige i dag, inkludert en eller flere av de følgende egenskapene: lengre 

halveringstid eller økt oral biologisk tilgjengelighet, kanskje ved lavere P450-20 

stoffskifte og/eller lavere glukuronidering, bedre vannløselighet, økt styrke mot 

HCV, lavere giftighet (inkludert hepatotoksisitet), bedre farmakologisk profil, for 

eksempel høy eksponering for målorganet (f.eks. leveren når det gjelder HCV) 

og/eller lang halveringstid (som gir mindre hyppig dosering), færre legemiddel-

interaksjoner, for eksempel gjennom lavere CYP3A4-stoffskifte og CYP3A4-25 

hemming og lavere (Pgp)-hemming (som gjør det lettere å kombinere flere 

legemidler) og bedre bivirkningsprofil, for eksempel lav binding til MRP2, som gir 

mindre sjanse for hyperbilirubinemi, lavere immunundertrykkende virkning, økt 

aktivitet mot resistente virusarter, spesielt arter som er resistente mot CsA og 

CsA-analoger (f.eks. DEBIO-025) og høyere terapeutisk indeks (og/eller selek-30 

tivitetsindeks). Den foreliggende oppfinnelsen bekjentgjør en ny sanglifehrinanalog 

som kan ha en eller flere av de ovennevnte egenskapene. Nærmere bestemt 
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bekjentgjør oppfinnelsen en ny mutasyntetisk sanglifehrinanalog som ventes å ha 

mindre stoffskifte gjennom P450 eller glukuronidering, for eksempel som vist ved 

høyere mikrosomhalveringstid og/eller økt styrke mot HCV, for eksempel som vist 

ved lav replikon-EC50. 

I tillegg er det også et behov for å utvikle et nytt immunundertrykkende 5 

middel som kan være nyttig til å forebygge avvisning av transplantater eller i 

behandling av autoimmunsykdommer, inflammasjonssykdommer og 

åndedrettssykdommer. Det foretrekkes at et slikt immunundertrykkende middel har 

bedre egenskaper enn de kjente naturlige sanglifehrinene, inkludert en eller flere 

av de følgende egenskapene: lengre halveringstid eller økt oral biologisk 10 

tilgjengelighet, kanskje ved lavere P450-stoffskifte og/eller lavere glukuronidering, 

bedre vannløselighet, økt styrke i immunundertrykkende aktivitet, som det kan 

observeres ved T-celleprolifereringsanalyser, lavere giftighet (inkludert 

hepatotoksisitet), bedre farmakologisk profil, for eksempel høy eksponering for 

målorganet og/eller lang halveringstid (som gir mindre hyppig dosering), færre 15 

legemiddelinteraksjoner, for eksempel gjennom lavere CYP3A4-stoffskifte og 

CYP3A4-hemming og lavere (Pgp)-hemming (som gjør det lettere å kombinere 

flere legemidler) og bedre bivirkningsprofil. Den foreliggende oppfinnelsen 

bekjentgjør en ny sanglifehrinanalog som kan ha en eller flere av de ovennevnte 

egenskapene. Nærmere bestemt bekjentgjør oppfinnelsen et nytt derivat som har 20 

mindre stoffskifte gjennom P450 eller glukuronidering, for eksempel som vist ved 

høyere mikrosomhalveringstid og/eller økt immunundertrykkende styrke, for 

eksempel som vist ved lav IC50 for T-celleproliferering. 

Altså har forbindelsen ifølge oppfinnelsen, som man kan se av 

eksemplene, følgende gunstige terapeutisk relevante egenskaper: 25 

-bedre antiviral styrke mot HCV og HIV enn de kjente 

cyklofilinhemmerne ciklosporin A, DEBIO-025 (alispovir) og sanglifehrin A, 

-lavere utskillingshastighet og høyere oral eksponering enn den kjente 

forbindelsen sanglifehrin A, 

-sterkere hemming av CypA PPIase-aktiviteten enn de kjente 30 

cyklofilinhemmerne ciklosporin A, DEBIO-025 (alispovir) og sanglifehrin A, 
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-bedre bivirkningsprofil og færre legemiddelinteraksjoner, noe som 

påvises ved lavere hemming av bilirubintransportører (OATP-1B1, OATP-1B3, 

MRP2 og MRP3) og lavere hemming av xenobiotiske transportører (Pgp og 

BSEP). 

 5 

Sammendrag av oppfinnelsen 

Den foreliggende oppfinnelsen tilveiebringer en ny makrosyklisk 

sanglifehrinanalog som er dannet ved halvsyntetisk modifisering av 

mutasyntetiske sanglifehriner. Denne analogen kan dannes ved å dihydroksylere 

et mutasyntetisk sanglifehrin, som de som er beskrevet i formel IIA og formel IIB, 10 

og så spalting for å lage den aldehydiske makrosykliske forbindelsen før det 

gjøres ytterligere kjemi, inkludert reaksjoner av Homer-Emmons-typen og andre 

bindingsreaksjoner som involverer et aldehyd. Dermed tilveiebringer den forelig-

gende oppfinnelsen en makrosyklisk sanglifehrinanalog, framgangsmåter for å 

framstille denne forbindelsen og framgangsmåter for å bruke denne forbindelsen i 15 

medisinen eller som et mellomprodukt for produksjon av andre forbindelser. 

Altså er et første aspekt av den foreliggende oppfinnelsen å tilveie-

bringe en makrosyklisk sanglifehrinanalog ifølge formel (I) nedenfor, eller et 

farmasøytisk aksepterbart salt av den: 

 20 

Formel (I) 
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inkludert alle tautomerer av den, og inkludert en metanoladdisjons-

forbindelse av den der det dannes et ketal ved å kombinere C-53-keto med C-15-

hydroksylgruppen og metanol. 

Strukturen ovenfor viser en representativ tautomer og oppfinnelsen 

omfatter alle tautomerer av forbindelsen av formel (I), for eksempel en 5 

ketoforbindelse der det er illustrert en enolforbindelse eller omvendt. 

Spesifikke tautomerer som er inkludert i definisjonen av formel (I) er 

slike der (i) ketogruppen i C-53 danner et hemiketal med C-15 hydroksyl, eller (ii) 

C-15 og C-17 hydroksyl kan kombineres med C-53 keto til et ketal. Alle 

nummereringene brukes det samme systemet som i strukturen til utgangspunktet, 10 

sanglifehrin A. 

Forbindelsen av formel (I) eller et farmasøytisk aksepterbart salt av den 

kan eventuelt foreligge i form av et farmasøytisk aksepterbart solvat, for eksempel 

et hydrat. 

Et annet aspekt av den foreliggende oppfinnelsen er å tilveiebringe en 15 

makrosyklisk sanglifehrinanalog ifølge formel (I) i fast krystallinsk form (form I). 

 

Definisjoner 

Artiklene «en» og «et» slik de brukes her står for én eller flere enn én 

(dvs. minst én) av de grammatiske gjenstandene for artikkelen. For eksempel 20 

betyr «en analog» én analog eller mer enn én analog. 

Slik den brukes her står betegnelsen «analog(er)» for kjemiske 

forbindelser som likner hverandre strukturmessig men har litt forskjellig 

sammensetning (for eksempel ved at et atom er byttet med et annet eller at en 

bestemt funksjonell gruppe mangler eller er til stede). 25 

Slik den brukes her står betegnelsen «sanglifehrin(er)» for kjemiske 

forbindelser som likner sanglifehrin A strukturmessig men har litt forskjellig 

sammensetning (for eksempel ved at et atom er byttet ut med et annet eller at en 

bestemt funksjonell gruppe mangler eller er til stede), nærmere bestemt slike som 

dannes ved gjæringen til Streptomyces sp. A92-308110. Eksempler er de 30 

sanglifehrinliknende forbindelsene som er nevnt i WO97/02285 og WO98/07743, 

for eksempel sanglifehrin B. 
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Slik de brukes her står uttrykkene «mutasyntetisk(e) sanglifehrin(er)» 

og «mutasyntetisk(e) sanglifehrinanalog(er)» for kjemiske forbindelser som likner 

sanglifehrin A, B, C eller D strukturelt, men er litt forskjellige i sammensetning (for 

eksempel ved at et atom er byttet med et annet eller at en bestemt funksjonell 

gruppe mangler eller er til stede), spesielt slike som lages ved gjæring i 5 

Streptomyces sp. A92-308110 eller en mutant av den, der kulturen mates med en 

meta-tyrosinanalog. 

Slik det brukes her står uttrykket «Meta-tyrosinanalog(er)» for kjemiske 

forbindelser som likner meta-tyrosin strukturmessig, men er litt forskjellige i 

sammensetning (for eksempel ved at et atom er byttet med et annet eller at en 10 

bestemt funksjonell gruppe mangler eller er til stede),, spesielt de som beskrives i 

formel (III). 

Slik de brukes her står uttrykkene «makrosyklisk analog», 

«makrosyklisk sanglifehrinanalog» eller «makrosyklisk sanglifehrin» for en 

forbindelse som omtales ovenfor slik at den representerer oppfinnelsen i sitt 15 

bredeste aspekt, for eksempel en forbindelse ifølge formel (I) ovenfor, eller et 

farmasøytisk aksepterbart salt av den. Disse forbindelsene omtales også som 

«forbindelser ifølge oppfinnelsen», «derivater av sanglifehrin» eller «sanglifehrin-

analoger», og disse uttrykkene brukes om hverandre i den foreliggende søknaden. 

Slik den brukes her står betegnelsen «HCV» for hepatitt C-virus, et 20 

enstrenget, innkapslet RNA-virus i familien Flaviviridae. 

Slik den brukes her står betegnelsen «HIV» for human immunsviktvirus, 

som er årsak til human ervervet immunsviktsyndrom. 

Slik det brukes her står uttrykket «biologisk tilgjengelighet» for graden 

eller hastigheten som et legemiddel eller et annet stoff tas opp eller blir tilgjengelig 25 

med på stedet for biologisk aktivitet eller administreringen. Denne egenskapen er 

avhengig av et antall faktorer, blant annet løseligheten til forbindelsen, opptaks-

hastigheten i tarmen, grad av proteinbinding og stoffskifte osv. Forskjellige tester 

av den biologiske tilgjengeligheten som vil være kjente for en fagperson, beskrives 

her (se også Egorin m.fl., 2002). 30 

Betegnelsen «vannløselighet» slik det brukes i denne søknaden står for 

løselighet i vandig medium, f.eks. fosfatbufret saltløsning (PBS) ved pH 7,4, eller i 

NO/EP2691412

kls
Rektangel



EP2 691 412 

 
 
 

16 

5 % glukoseløsning. Tester av vannløselighet omtales nedenfor som 

«vannløselighetstest». 

De farmasøytisk aksepterbare salter av forbindelser ifølge oppfinnelsen, 

for eksempel forbindelsen av formel (I), inkluderer konvensjonelle salter dannet av 

farmasøytisk aksepterbare uorganiske eller organiske syrer eller baser samt 5 

syreaddisjonssalter av kvartært ammonium. Mer spesifikke eksempler på egnede 

syresalter er salter av saltsyre, hydrogenbromidsyre, svovelsyre, fosforsyre, 

salpetersyre, perklorsyre, fumarsyre, eddiksyre, propionsyre, ravsyre, glykolsyre, 

maursyre, melkesyre, maleinsyre, vinsyre, sitronsyre, palmitinsyre, malonsyre, 

hydroksymaleinsyre, fenyleddiksyre, glutaminsyre, benzosyre, salisylsyre, 10 

toluensulfonsyre, metansulfonsyre, naftalen-2-sulfonsyre, benzensulfonsyre, 

hydroksynaftalenkarboksylsyre, hydrogenjodidsyre, eplesyre, stearinsyre, 

garvesyre eller liknende. Saltsyresalter er spesielt interessante. Andre syrer som 

oksalsyre kan være nyttige selv om de ikke selv er farmasøytisk aksepterbare til å 

framstille salter som kan brukes som mellomprodukter under produksjon av 15 

forbindelser ifølge oppfinnelsen og farmasøytisk aksepterbare salter av dem. Mer 

spesifikke eksempler på egnede basiske salter er salter av natrium, litium, kalium, 

magnesium, aluminium, kalsium, sink, N,N’-dibenzyletylendiamin, klorprokain, 

kolin, dietanolamin, etylendiamin, N-metylglukamin og prokain. Omtale nedenfor 

av en forbindelse ifølge oppfinnelsen inkluderer både en forbindelse av formel (I) 20 

og de farmasøytisk aksepterbare saltene av den. 

Slik den brukes her står betegnelsen «alkyl» for en rett eller forgrenet 

alkylgruppe som inneholder typisk 1–10 karbonatomer, for eksempel en C1-6-

alkylgruppe. Eksempler på alkylgrupper er C1-4-alkylgrupper som metyl, etyl, n-

propyl, isopropyl og n-butyl. 25 

Betegnelsen «behandling» omfatter både forebyggende og terapeutisk 

behandling. 

Betegnelsen «formel II» står både for formel IIA og formel IIB kollektivt. 

 

 30 
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Figurforklaring 

Figur 1: 1H NMR av forbindelse 24 

Figur 2: Røntgendiffraksjonsmønster for forbindelse 24 i fast 

krystallinsk form (form 1) 

 5 

Beskrivelse av oppfinnelsen 

Den foreliggende oppfinnelsen tilveiebringer en makrosyklisk 

sanglifehrinanalog som forklart ovenfor, framgangsmåter for å framstille denne 

forbindelsen og framgangsmåter for å bruke denne forbindelsen i medisinen. 

I én utførelsesform er forbindelsen en addisjonsforbindelse med 10 

metanol der det er dannet et hemiketal ved å kombinere keto i C-53 med 

hydroksylgruppene i C-15 og metanol. I en annen utførelsesform er den ikke det.  

I en utførelsesform av oppfinnelsen er dobbeltbindingen i C26-27-

posisjonen i cis-stilling, som den følgende formelen representerer: 

 15 

En slik forbindelse kan produseres ved kjemisk syntese. 

En annen utførelsesform tilveiebringer en makrosyklisk sanglifehrin-

analog ifølge formel (I) i fast krystallinsk form. Nærmere bestemt tilveiebringes det 

en fast krystallinsk form (form I) av en makrosyklisk sanglifehrinanalog ifølge 

formel (I) som kan framstilles (eller blir framstilt) ved å krystallisere en amorf 20 

makrosyklisk sanglifehrinanalog ifølge formel (I) fra metylisobutylketon (MIBK). I 
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én utførelsesform slemmes denne amorfe formen opp i MIBK og temperaturen 

sirkuleres mellom en minimums- og maksimumstemperatur gjennom et totalt 

tidsintervall på for eksempel 1 time, 2 timer, 5 timer, 24 timer, 1 døgn, 2 døgn, 3 

døgn, 4 døgn, 5 døgn, 6 døgn, 7 døgn eller 2 uker. I én utførelsesform sirkuleres 

temperaturen mellom romtemperatur og 60 °C, for eksempel mellom 5 

romtemperatur og 40 °C. I én utførelsesform sirkulerer temperaturen mellom 

minimumstemperaturen og maksimumstemperaturen (og omvendt) hver 2.–8. 

time, for eksempel hver 3.–5. time eller hver 4. time. I en foretrukket 

utførelsesform sirkulerer temperaturen mellom romtemperatur og 40 °C hver 4. 

time i totalt 5 døgn. 10 

En framgangsmåte for å krystallisere den amorfe formen av 

makrosyklisk sanglifehrinanalog ifølge formel (I) beskrives i detalj i eksempel 8. 

En makrosyklisk sanglifehrinanalog ifølge formel (I) i form av en 

krystallinsk polymorf form I har et røntgendiffraksjonsmønster (XRPD) stort sett 

som vist på figur 2. Tabell 2 (i eksempel 8) viser en liste over toppene med relative 15 

intensiteter. Framgangsmåten for å tilveiebringe XRPD-dataene beskrives under 

Generelle framgangsmåter. 

Altså tilveiebringes det en makrosyklisk sanglifehrinanalog ifølge formel 

(I) i en krystallinsk form (form I) med et XRPD-mønster som har minst ett (for 

eksempel ett, to, tre, fire, fem, seks, sju, åtte, ni, ti, elleve, tolv, tretten, fjorten, 20 

femten, seksten eller alle sytten) av signalene på 8,3, 8,5, 11,1, 12,6, 13,9, 14,3, 

15,0, 16,9, 17,7, 18,6, 19,0, 20,1, 20,5, 20,9, 21,2, 21,7 og 23,0 (±0,2 grader, 2-

thetaverdier), som utgjør de viktigste signalene i XRPD-mønsteret til form I-

polymorfen. Signalene på 8,3, 8,5, 11,1, 13,9, 17,7, 18,6, 19,0, 20,5, 20,9 og 23,0 

grader 2-theta har forholdvis høy relativ intensitet (mer enn 26 % – se figur 2) og 25 

derfor foretrekkes det å se minst én (for eksempel en, to, tre, fire, fem, seks, sju, 

åtte, ni eller alle ti) av dem. Signalene på 13,9, 17,7, 19,0, 20,5 og 23,0 grader 2-

theta har spesielt høy relativ intensitet (mer enn 50 % – se figur 2) og derfor 

foretrekkes det å se minst én (for eksempel én, to, tre, fire eller alle fem) av dem. 

Uttrykket «relativ intensitet» skal forstås slik at det betyr intensiteten 30 

angitt som prosentandel av intensiteten av signalet med høyest intensitet i 

spekteret (som svarer til toppen ved 13,9 grader 2-theta), som illustrert på figur 2. 
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Generelt framstilles forbindelsen ifølge oppfinnelsen ved mutasyntese 

for å lage forbindelser av formel (II), og så halvsyntese. 

 

Formel (IIA) 

 5 

Formel (IIB) 

Generelt innbefatter en prosess for å framstille forløpere for en 

forbindelse av formel (I) eller et farmasøytisk aksepterbart salt av den å: 

-Inokulere en gjæringsbuljong med en kultur av en 

sanglifehrinprodusent (for eksempel Streptomyces sp. A92-308110, også kalt 10 

DSM 9954) eller fortrinnsvis en sanglifehrinprodusent med sfaA-genet eller sfaA-

genhomologen inaktivert eller slettet, 

-mate gjæringsbuljongen med en meta-tyrosinanalog (som vist i formel 

(III), for eksempel (S)-metyl-2-amino-3-(3-fluor-5-hydroksyfenyl)-propanat, DL-5-

fluor-meta-tyrosin (9) eller metyl-2-amino-3-(3-fluor-5-hydroksyfenyl)-propanat 15 

(10), 
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-la gjæringen fortsette til forbindelsene av formel IIA og formel IIB 

produseres, 

-ekstrahere og isolere forbindelser av formel IIA og formel IIB, 

-halvsyntetisk derivatisering av forbindelsene av formel IIA og formel IIB 

for å danne forbindelsen av formel I. 5 

Forbindelser av formel (III) er definert som følger: 

 

Formel (III) 

der R10 står for H eller en esterdannende gruppe som en alkylgruppe, 

f.eks. C1-6-alkyl, for eksempel Me. 10 

Maten kan være rasemisk eller L-formen av en forbindelse av formel 

(III). 

Forbindelser av formel (III) kan enten fås i handelen eller framstilles ved 

standard organisk kjemiske syntesemetoder. Ett generisk forløp som gir 

forbindelser av formel (II) er framstilt i skjema 1a nedenfor. 15 

 

Skjema 1a: a) binde aldehyd i formel (IV) til et passende fragment, 

f.eks. (R11O)2P(O)CH(NHBG)CO2R10, og b) hydrogenere og fjerne beskyttende 

grupper etter behov. BG = beskyttende gruppe. 

Aldehyder av formel (IV) kan fås i handelen eller framstilles enkelt av 20 

kvalifiserte fagpersoner. Det kan være behov for å bruke beskyttende grupper og 

fjerne dem når man lager forbindelser av formel (III) av forbindelser av formel (IV). 

Disse metodene er kjent for fagpersoner og egnede beskyttende grupper er 

beskrevet i Greene’s Protective Groups in Organic Synthesis (Wuts og Greene, 4. 

utgave 2007). 25 
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Når forbindelsene av formel (IIA) og formel (IIB) er lagd, framstilles 

forbindelsene ifølge oppfinnelsen ved halvsyntetisk derivatisering. Halvsyntetiske 

framgangsmåter for å lage det makrosykliske sanglifehrinaldehydet er beskrevet i 

US6,124,453, Metternicn m.fl., 1999, Banteli m.fl., 2001 og Sedrani m.fl., 2003. 

Generelt vil den halvsyntetiske prosessen for å framstille visse 5 

forbindelser av formel (I) eller et farmasøytisk aksepterbart salt av dem av en 

mutasyntetisk sanglifehrinanalog innbefatte: 

(a) dihydroksylering av sanglifehrinanalogen, 

(b) oksidativ spalting av 1,2-diolen til et aldehyd, og 

(c) binding av aldehydet til et stabilisert karbanion (eller en kanonisk 10 

form av det), for eksempel et fosfonatkarbanion, ved hjelp av en forbindelse av 

formel V. 

Dette er framstilt retrosyntetisk nedenfor: 

 

Der R12 for mutasyntetiske sanglifehrin A-analoger = 15 
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R11-grupper, som kan være like eller forskjellige, står hver for seg for 

alkyl (f.eks. C1-4-alkyl) eller benzyl. 

Altså innbefatter en prosess for å framstille en forbindelse ifølge 

oppfinnelsen å la en forbindelse av formel (V) reagere med en aldehydisk 5 

makrosyklisk forbindelse (forbindelse av formel (VI)). 

Forbindelser av formel (VI) kan framstilles med en prosess tilsvarende 

prosessen som er beskrevet ovenfor for å omdanne sanglifehrin A til den 

tilsvarende aldehydiske makrosykliske forbindelsen (Metternich m.fl., 1999). Kort 

fortalt blir forbindelsen av formel (II) dihydroksylert ved modifiserte Sharpless-10 

forhold (katalytisk osmiumtetroksid). Kirale ligander gir bedre selektivitet. Den 

resulterende diolen kan så spaltes oksidativt, for eksempel med natriumperjodat. 

Den resulterende forbindelsen av formel VI kan så brukes som substrat for 

derivatisering til et homologert amid, ester eller keton. Vanligvis blir en forbindelse 

av formel (V) løst i et aprotisk løsningsmiddel, avkjølt og så behandlet med en 15 

base, for eksempel natriumhydrid. Så tilsettes en forbindelse av formel (VI) og 

reaksjon blir varmet i temperatur. Etter en passende tidsperiode stoppes 

reaksjonen og forbindelsen av formel I renses under standardforhold (f.eks. 

preparativ HPLC, preparativ TLC osv., flashkromatografi med normale faser). 

Forbindelser av formel (V) kan være kjente eller kan framstilles ved 20 

kjente framgangsmåter. 

Som vist i skjema 1 (nedenfor) kan et passende amin brukes til å 

behandle kloracetylklorid eller liknende for å lage et alfa-kloramid. Alfa-kloramidet 

blir så behandlet i en Arbuzov-reaksjon for å lage en forbindelse av formel V. 

Andre måter å lage forbindelse V på vil være åpenbare for en fagperson. 25 
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Skjema 1 

Andre forbindelser av formel (V) kan være kjente eller enkle å framstille 

av tilgjengelige karboksylsyrederivater (f.eks. R3COX) der R3 er 1,2-oksazinan-

ringen som er framstilt i skjema 2. Som vist i skjema 2 (nedenfor) kan karboksyl-5 

syrederivatet bindes på et metylfosfonat etter at fosfonatet er behandlet med en 

base. Dette gir en forbindelse av formel (V), men andre måter å framstille 

forbindelse V på vil være åpenbare for fagpersoner. 

 

X = Cl eller O-alkyl 10 

Skjema 2 

Hvis det er ønskelig eller nødvendig kan det brukes beskyttende 

grupper til å beskytte funksjonalitet i den aldehydiske eller ikke-aldehydiske 

makrosykliske forbindelsen, eller i forbindelser av formel V som beskrevet i T.W. 

Green, P.G.M. Wuts, Protective Groups in Organic Synthesis, Wiley-Interscience, 15 

New York, 1999. 

I tillegg til de spesifikke framgangsmåtene og referansene som 

tilveiebringes her kan en fagperson også slå opp i standard lærebokverk om 

syntesemetoder, inkludert, men ikke innskrenket til, Vogels Textbook of Practical 

Organic Chemistry (Furniss m.fl., 1989) og Marchs Advanced Organic Chemistry 20 

(Smith og March, 2001). 

En sanglifehrinanalog ifølge oppfinnelsen kan gis alene eller i 

kombinasjon med andre legemidler. Samtidig administrering av to (eller flere) 
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midler kan gjøre det mulig å gi lavere doser av hvert middel og dermed redusere 

bivirkningene, gi sterkere virkning og derfor høyere SVR, samt lavere resistens. 

Derfor blir den mutasyntetiske sanglifehrinanalogen i én utførelsesform 

gitt sammen med ett eller flere legemidler som tas fra standardbehandlingene for å 

behandle HCV-infeksjon. Dette kan være et interferon (f.eks. pIFNα eller ribavirin). 5 

I en alternativ utførelsesform gis en makrosyklisk sanglifehrin-

forbindelse ifølge oppfinnelsen sammen med ett eller flere andre antivirale midler, 

som STAT-C (spesielt målspesifikt middel for behandling av HCV) eller DAA 

(direktevirkende virusmidler), som kan være en eller flere av de følgende: ikke-

nukleosidiske polymerasehemmere (f.eks. ABT-333, ABT-072, BMS 791325, 10 

IDX375, VCH-222, BI 207127, ANA598, VCH-916, GS 9190, PF-00868554 

(filibuvir) eller VX-759), nukleosidiske eller nukleotidiske polymerasehemmere 

(f.eks. 2’-C-metylcytidin, 2’-.C-metyladenosin, R1479, PSI-6130, R7128, R1626, 

PSI 7977 eller IDX 184), proteasehemmer (f.eks. ABT-450, ACH-1625, BI 201355, 

BILN-2061, BMS-650032, CTS 1027, Danoprevir, GS 9256, GS 9451, MK 5172, 15 

IDX 320, VX-950 (telaprevir), SCH503034 (boceprevir), TMC435350, MK-7009 

(vaneprivir), R7227/ITMN-191, EA-058, EA-063 eller VX 985), NS5A-hemmere 

(f.eks. A-831, BMS 790052, BMS 824393, CY-102 eller PPI-461), silymarin, NS4b-

hemmere, serin C-palmitoyltransferasehemmere, nitazoxanid eller 

virusinngangshemmere (f.eks. PRO 206). 20 

I en alternativ utførelsesform gis en makrosyklisk 

sanglifehrinforbindelse ifølge oppfinnelsen for å behandle HIV sammen med ett 

eller flere andre antivirale midler (for eksempel høyaktiv antiretrovirusterapi 

(HAART)), som kan være ett eller flere av følgende: nukleosidiske omvendt 

transkriptasehemmere (NRTI) (f.eks. emtricitabin eller tenofovir), ikke 25 

nukleosidiske omvendt transkriptasehemmere (NNRTI) (f.eks. rilipivirin eller 

efavirenz), proteasehemmere (PI) (f.eks. ritonavir eller lopinavir), fusjonshemmere 

(f.eks. maraviroc eller enfuvirtid), CCR5-hemmere (f.eks. aplaviroc eller vikrivoc), 

modningshemmere (f.eks. bevirimat), monoklonale CD4-antistoffer (f.eks. 

ibalizumab) og integrasehemmere (f.eks. eltiegravir). 30 

I en alternativ utførelsesform gis en makrosyklisk 

sanglifehrinforbindelse ifølge oppfinnelsen for å behandle HBV sammen med ett 

NO/EP2691412

kls
Rektangel



EP2 691 412 

 
 
 

25 

eller flere andre antivirale midler, som kan være ett eller flere av følgende: 

interferoner (f.eks. interferon alfa eller PEGylert interferon alfa), nukleosid- eller 

nukleotidanaloger (f.eks. lamivudin, entekavir, adefovir dipivoksil eller telbivudin), 

andre immunmodulatorer (f.eks. tymosin alfa, CYT107 eller DV-601) eller HMG 

CoA-reduktasehemmere (f.eks. simvastatin). 5 

Det er praktisk om formuleringene presenteres i enhetsdoseform og de 

kan tilberedes ved enhver av de velkjente framgangsmåtene i farmasien. Slike 

framgangsmåter er blant annet trinnet å forbinde virkestoffet (forbindelsen ifølge 

oppfinnelsen) med bæreren som utgjør en eller flere tilleggsbestanddeler. 

Generelt tillages formuleringene ved å bringe virkestoffet ensartet og intimt 10 

sammen med flytende bærere eller finfordelte faste bærere eller liknende, og så, 

hvis nødvendig, formgi produktet. 

Forbindelsene ifølge oppfinnelsen vil normalt bli gitt oralt i form av en 

farmasøytisk formulering som innbefatter virkestoffet, eventuelt i form av et ikke-

giftig organisk eller uorganisk surt eller basis addisjonssalt, i en farmasøytisk 15 

aksepterbar doseform. Sammensetningene kan gis med doser som varierer med 

sykdommen og pasienten som skal behandles samt administreringsmåten. 

For eksempel kan forbindelsene ifølge oppfinnelsen gis oralt, buktalt 

eller sublingvalt i form av tabletter, kapsler, små egg, eliksirer, løsninger eller 

suspensjoner, som kan inneholde smaks- eller fargestoffer, for umiddelbar 20 

frigjøring, forsinket frigjøring eller kontrollert frigjøring. 

Slike tabletter kan inneholde hjelpestoffer som mikrokrystallinsk 

cellulose, laktose, natriumsitrat, kalsiumkarbonat, tobasisk kalsiumfosfat og glycin, 

desintegreringsmidler som stivelse (fortrinnsvis, mais-, potet- eller tapiokastivelse), 

natriumstivelsesglykolat, kroskarmellose-natrium og visse komplekse silikater, og 25 

granuleringsbindemidler som polyvinylpyrrolidon, hydroksypropylmetylcellulose 

(HPMC), hydroksypropylcellulose (HPC), sukrose, gelatin og gummi arabicum. 

Dessuten kan det tas med smøremidler som magnesiumstearat, stearinsyre, 

glyserylbehenat og talk. 

Faste sammensetninger av en liknende type kan også brukes som 30 

fyllstoff i gelatinkapsler. Foretrukne hjelpestoffer til dette er laktose, stivelse, en 

cellulose, melkesukker eller polyetylenglykol med høy molekylvekt. For 
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vannsuspensjoner eller eliksirer kan forbindelsene ifølge oppfinnelsen kombineres 

med forskjellige søtstoffer, smaksstoffer eller fargestoffer, med emulgeringsmidler 

og/eller suspenderingsmidler og med fortynningsmidler som vann, etanol, 

propylenglykol og glyserin, samt kombinasjoner av disse. 

En tablett kan lages ved pressing eller støping, eventuelt med en eller 5 

flere tilsetninger. Pressede tabletter kan lages i en passende maskin ved å presse 

virkestoffet i frittflytende form, som pulver eller granulat, eventuelt blandet med et 

bindemiddel (f.eks. povidon, gelatin, hydroksypropylmetylcellulose), smøremiddel, 

inert fortynningsmiddel, konserveringsmiddel, desintegreringsmiddel (f.eks. 

natriumstivelsesglykolat, fornettet povidon, fornettet natriumkarboksymetyl-10 

cellulose), overflateaktive midler eller dispergeringsmidler. Støpte tabletter kan 

lages i en passende maskin ved å støpe en blanding av den pulveriserte 

forbindelsen fuktet med et inert flytende fortynningsmiddel. Tablettene kan 

eventuelt belegges eller forsynes med delelinje og kan formuleres slik at de gir 

langsom eller kontrollert frigjøring av virkestoffet i dem, for eksempel ved hjelp av 15 

hydroksypropylmetylcellulose i forskjellige forholdstall for å oppnå den ønskede 

frigjøringsprofilen. 

Formuleringer ifølge den foreliggende oppfinnelsen som egner seg for å 

gis oralt kan presenteres som diskrete enheter som kapsler eller tabletter, som 

hver inneholder en forhåndsbestemt mengde av virkestoffet, som pulver eller 20 

granulat, som en løsning eller suspensjon i en vandig væske eller ikke-vandig 

væske, eller som en flytende emulsjon av olje i vann-typen eller vann i olje-typen. 

Virkestoffet kan også presenteres som en bolus, latverge eller pasta. 

Det må være klart at i tillegg til bestanddelene som er omtalt nærmere 

ovenfor kan formuleringene ifølge denne oppfinnelsen også inkludere andre midler 25 

som er konvensjonelle i faget i forbindelse med den aktuelle formuleringstypen, for 

eksempel kan slike som egner seg for å gis oralt inneholde smaksstoffer. 

Slike midler som konserveringsmidler og bufringsmidler kan med fordel 

være løst i bæreren. For bedre stabilitet kan sammensetningen fryses etter at den 

er fylt på glasset og vannet fjernes under vakuum. Så lukkes det frysetørkede 30 

pulveret tett inn i glasset og det kan følge med et glass fylt med vann for injeksjon 

slik at væsken kan rekonstitueres før bruk.  
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Dosen som skal gis av en forbindelse ifølge oppfinnelsen vil variere 

med den aktuelle forbindelsen, den aktuelle sykdommen, pasienten, hva slags 

sykdom det er og hvor alvorlig den er, den fysiske tilstanden til pasienten og den 

valgte administreringsmåten. Den passende dosen kan enkelt bestemmes av en 

fagperson. 5 

Sammensetningene kan inneholde en mengde på 0,1 vektprosent, 

fortrinnsvis 5–60 vektprosent, mer foretrukket 10–30 vektprosent av en forbindelse 

ifølge oppfinnelsen, som kommer an på administreringsmåten. 

En fagperson vil forstå at den optimale mengden av og tidsintervallet 

mellom  de individuelle dosene av en forbindelse ifølge oppfinnelsen bestemmes 10 

av typen og graden av sykdommen som skal behandles, administreringsformen, 

administreringsmåten og administreringsstedet og alderen og tilstanden til den 

aktuelle pasienten som skal behandles, og at en lege til sjuende og sist vil 

bestemme hvilken dose som egner seg. Denne dosen kan gjentas så ofte som det 

egner seg. Hvis det oppstår bivirkninger, kan mengden og/eller hyppigheten 15 

forandres eller senkes i samsvar med normal klinisk praksis.  

 

Andre aspekter av oppfinnelsen er: 

-en forbindelse ifølge oppfinnelsen til bruk som legemiddel, 

-en forbindelse ifølge oppfinnelsen til bruk som legemiddel mot 20 

virusinfeksjoner (spesielt RNA-virusinfeksjoner) som HCV- eller HIV-infeksjoner, 

som antiinflammatorisk legemiddel eller til å forebygge avvisning ved 

organtransplantasjoner, 

-en farmasøytisk sammensetning som innbefatter en forbindelse ifølge 

oppfinnelsen sammen med et farmasøytisk aksepterbart fortynningsmiddel eller 25 

bærerstoff, 

-en farmasøytisk sammensetning som innbefatter en forbindelse ifølge 

oppfinnelsen sammen med et farmasøytisk aksepterbart fortynningsmiddel eller 

bærerstoff som også innbefatter en annen eller senere aktiv bestanddel, spesielt 

et virkestoff som er indisert for behandling av virusinfeksjoner som HCV- eller HIV-30 

infeksjon, til bruk som antiinflammatorisk legemiddel eller til å forebygge avvisning 

ved organtransplantasjoner. 
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Det beskrives også: 

-en framgangsmåte for å behandle virusinfeksjoner (spesielt RNA-

virusinfeksjoner) som HCV- eller HIV-infeksjon, for å behandle inflammasjoner 

eller for å forebygge avvisning ved organtransplantasjoner, som innbefatter å gi en 

pasient en terapeutisk effektiv mengde av en forbindelse ifølge oppfinnelsen, 5 

-bruk av en forbindelse ifølge oppfinnelsen til å produsere et legemiddel 

for å behandle virusinfeksjoner som HCV- eller HIV-infeksjon, til bruk som 

antiinflammatorisk legemiddel eller for å forebygge avvisning ved 

organtransplantasjoner. 

 10 

Generelle framgangsmåter 

Materialer og framgangsmåter 

Bakteriestammer og vekstforhold 

Sanglifehrinprodusenten Streptomyces sp. A92-308110 (DSM-nr. 9954, 

kjøpt fra DSMZ, Braunschweig, Tyskland), også kalt BIOT-4253 og BIOT-4370 15 

eller avledninger av den, som BIOT-4585, holdes ved like på middels 

havremelagar, MAM, ISP4 eller ISP2 (se nedenfor) ved 28 °C, 

BIOT-4585 (se eksempel 1 for konstruksjonsmetodikken) ble dyrket på 

havremelagar ved 28 °C i 7–10 dager. Sporer fra overflaten av agarplaten ble 

samlet i 200 g/l steril glyserol i destillert vann og oppbevart i 0,5 ml porsjoner ved 20 

−80 °C. Et nedfryst sporeforråd ble brukt til å inokulere startmedium SGS eller 

SM25-3. Det inokulerte startmediet ble inkubert med risting mellom 200 og 300 

rpm ved 5,0 eller 2,5 cm kast ved 27 °C i 24 timer. Gjæringsmediet SGP-2 eller 

BT6 ble inokulert med 2,5 %-10 % av startkulturen og inkubert med risting mellom 

200 og 300 rpm med et 5 eller 2,5 cm kast ved 24 °C i 4–5 dager. Kulturen ble så 25 

høstet for utvinning. 

Meta-tyrosinanalog 

(S)-metyl-2-amino-3-(3-fluor-5-hydroksyfenyl)-propanat ble kjøpt fra 

NetChem (USA). (3-brom-5-fluoranisol (9-1) ble kjøpt fra Acela ChemBio Co., Ltd., 

(Shanghai, Kina) og kan også kjøpes fra Amfinecom Inc. (USA) eller Apollo 30 

Scientific Ltd. (UK)). DL-5-fluor-meta-tyrosin (9) og metyl-2-amino-3-(3-fluor-5-

hydroksyfenyl)-propanat (10) ble framstilt som følger. 
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DL-5-fluor-meta-tyrosin (0) og metyl-2-amino-3-(3-fluor-5-hdyroksyfenyl)-propanat (10) 

 

En løsning av 9-1 (20 g, 97,55 mmol) i tetrahydrofuran (100 ml) ble 

dråpevis tilsatt n-butyllitium (43 ml, 107,3 mmol) ved −78 °C. Den ble omrørt ved 

30 minutter og N,N-dimetylformamid (15,1 ml, 195,1 mmol) ble tilsatt ved denne 5 

temperaturen. Den ble omrørt i 30 minutter til og kuldebadet ble fjernet. Etter 1 

time ble reaksjonen stoppet med mettet vandig ammoniumklorid. Det organiske 

sjiktet ble vasket med vann og mettet vandig natriumklorid, tørket (natriumsulfat), 

filtrert og konsentrert. Konsentratet ble renset ved kromatografi på silikagel for å 

isolere 9-2. 10 

En løsning av 9-2 (6 g, 38,9 mmol) i tørr DCM (200 ml) ble dråpevis 

tilsatt BBr3 (4 M i DCM, 30 ml, 116,8 mmol) ved −70 °C. Etter tilsettingen ble 

reaksjonsblandingen omrørt ved −20 °C i 3 timer, forsiktig tilsatt isvann og 

ekstrahert med DCM. De organiske sjiktene ble vasket med vann og saltløsning, 

tørket over Na2SO4, filtrert og konsentrert. Konsentratet ble renset ved flash-15 

kromatografi på silika for å isolere den ønskede forbindelsen 9-3. 

En løsning av metyl-2-(benzyloksykarbonylamino)-2-

(dimetyloksyfosforyl)-acetat (4,64 g, 28 mmol) i DCM (150 ml) tilsettes DBU (4,26 

g, 28 mmol) ved romtemperatur. Etter 10 minutter ble det tilsatt 9-3 (1,95 g, 14 

mmol) og den resulterende blandingen ble omrørt ved romtemperatur over natten. 20 

Løsningen ble fortynnet med EtOAc (150 ml), separert og det organiske sjiktet ble 
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vasket med 1 N HCl, tørket over Na2SO4, filtrert og konsentrert. Konsentratet ble 

renset ved flash-kromatografi på silika for å isolere 9-4. 

En løsning av 9-4 (1 g) i MeOH (20 ml) ble hydrogenert over 200 mg 10 

% Pd/C ved normalt trykk over natten. Etter at katalysatoren var filtrert fra, ble 

løsningen inndampet for å isolere 10. 5 

En løsning av 10 (300 mg, 1,4 mmol) i EtOH (30 ml) ble tilsatt aq. 

NaOH (2 N , 4 ml), og reaksjonsblandingen ble omrørt ved romtemperatur i 30 

minutter. Løsningsmidlet ble fjernet, konsentratet ble nøytralisert til pH = 6 med 2 

N HCl, og de hvite krystallene som dannet seg ble filtrert fra for å isolere 

målforbindelsen 9. 10 

Alternativ framgangsmåte for metyl-2-amino-3-(3-fluor-5-hydroksyfenyl)-

propanat (10) 

(3,5-difluorbrombenzen (9a-1) ble innkjøpt fra Darui Fine Chemicals 

Co., Ltd., (Shanghai, China) og kan også kjøpes fra Alfa Aesar eller Sigma 

Aldrich.) 15 

 

Framstilling av 9a-2 

En løsning av BnOH (1,61 ml, 15,54 mmol) i DMF (30 ml) ble tilsatt 

NaH (622 mg, 60 % dispersjon i mineralolje, 15,54 mmol) ved 0 °C. Omrøringen 

fortsatte ved romtemperatur i 0,5 time inntil løsningen var klar. Det ble tilsatt 9a-1 20 

(1,79 ml, 15,54 mmol) med en slik hastighet at temperaturen holdt seg under 40 

°C. Blandingen ble omrørt ved romtemperatur over natten slik at det dannet seg 

en gul løsning. Reaksjonen ble stoppet med vann og blandingen ble ekstrahert 

med petroleter (35 ml x 4). De sammenslåtte organiske sjiktene ble konsentrert. 

NO/EP2691412

kls
Rektangel



EP2 691 412 

 
 
 

31 

Og konsentratet ble renset ved kromatografi på silikagel med petroleter som 

elueringsmiddel for å isolere 9a-2 (2,544 g) i form av en fargeløs olje. 

Framstilling av 9a-3 

Mg (170,1 mg, 7,10 mmol), vannfri THF (10 ml) og en liten mengde jod 

ble blandet under nitrogen i en trehalset kolbe. Det ble tilsatt 1/3 av 9a-2 (1,664 g, 5 

5,9192 mmol) i THF (2 ml). Blandingen ble oppvarmet til refluks. Imens ble den 

gule blandingen gradvis lysegul. Så ble de resterende 2/3 av 9a-2 tilsatt dråpevis, 

og reaksjonsblandingen ble refluksert i 0,5 timer til. 

Den ovennevnte blandingen ble tilsatt DMF (0,504 ml, 6,51 mmol) 

langsomt ved 0 °C. Omrøringen fortsatte i 0,5 time ved romtemperatur. Det ble 10 

tilsatt HCl (2 M, 10 ml) og THF ble inndampet. Konsentratet ble ekstrahert med 

etylacetat (25 ml x 3). Og de sammenslåtte organiske sjiktene ble vasket med 

saltløsning og konsentrert i vakuum. Konsentratet ble renset ved kromatografi på 

silikagel med petroleter til petroleter/etylacetat = 20/1 som elueringsmiddel for å 

isolere 9a-3 (694 mg) i form av en fargeløs olje. 15 

Framstilling av 9a-5 

En løsning av metyl-2-(benzylkarbonylamino)-2-(dimetoksyfosforyl)-

acetat, 9a-4 (993 mg, 3,00 mmol) i DCM (30 ml) ble tilsatt DBU (832 μl, 5,57 

mmol) ved romtemperatur. Etter 10 minutter ble det tilsatt 9a-3 (694 mg, 3,01 

mmol) og den resulterende blandingen ble omrørt ved romtemperatur i 1 time. 20 

Løsningen ble vasket med HCl (1 M, 10 ml) og de sammenslåtte organiske 

sjiktene ble tørket og konsentrert i vakuum. Konsentratet ble renset ved flash-

kromatografi på silika (med diklormetan/etylacetat = 10/1 som elueringsmiddel) for 

å isolere 9a-5 (11,1 g). 

Framstilling av 10 25 

En løsning av 9a-5 (100 mg) i MeOH (50 ml) ble hydrogenert over 20 

mg 10 % Pd/C ved normalt trykk i 2 timer. Etter at katalysatoren var fjernet ved 

filtrering, ble løsningen inndampet for å isolere 10 (33 mg).. 

 

Mediumoppskrifter 30 

Vannet som ble brukt til å lage mediet ble framstilt ved hjelp av 

Millipores Elix Analytical Grade Water Purification System. 
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SGS startmedium 

Bestanddel (og leverandør) Oppskrift 

Glukose (Sigma, G7021) 7,50 g 

Glyserol (Fisher Scientific, G/0650/25) 7,50 g 

Gjærekstrakt (Becton Dickinson, 212770) 1,35 g 

Maltekstrakt (Becton Dickinson, 218630) 3,75 g 

Potetstivelse (løselig) (Sigma, S2004) 7,50 g 

NZ-amin A (Sigma, C0626) 2,50 g 

Ristet soyamel, Nutrisoy (ADM, 063-160) 2,50 g 

L-asparagin (Sigma, A0884) 1,00 g 

CaCO3 (Calcitec, V/40S) 0,05 g 

NaCl (Fisher Scientific, S/3160/65) 0,05 g 

KH2PO4 (Sigma, P3786) 0,25 g 

K2HPO4 (Sigma, P5379) 0,50 g 

MgSO4.7H2O (Sigma, M7774) 0,10 g 

Sporelementløsning B 1,00 ml 

Agar 1,00 g 

SAG471 skumdemper (GE Silicones, 

SAG471) 

* 0,20 ml 

RO H2O til sluttvolum på  ** 1,00 l 

Før steriliseringen ble pH justert til 7,0 med 10 M NaOH/10 

M H2SO4 

Sterilisert ved oppvarming til 121 °C, 20–30 min 

(autoklavering) 

Merknader 

*Skumdemper bare brukt til startgjæringen, IKKE til 

startkolbene 

**Sluttvolumet justert av hensyn til startvolumet 

 

Sporelementløsning B 

Bestanddel Oppskrift 
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FeSO4.7H2O (Sigma, F8633) 5,00 g 

ZnSO4.7H2O (Sigma, Z0251) 4,00 g 

MnCl2.4H2O (Sigma, M8530) 2,00 g 

CuSO4.5H2O (Aldrich, 20,919-8) 0,20 g 

(NH4)6Mo7O24 (Fisher Scientific, 

A/5720/48) 

0,20 g 

CoCl2.6H2O (Sigma, C2644) 0,10 g 

H3BO3 (Sigma, B6768) 0,10 g 

KI (Alfa Aesar, A12704) 0,05 g 

H2SO4 (95 %) (Fluka, 84720) 1,00 ml 

RO H2O til sluttvolum på 1,00 l 

 

SGP2 produksjonsmedium 

Bestanddel Oppskrift 

Ristet soyamel (Nutrisoy) (ADM, 063-160) 20,00 g 

Glyserol (Fisher Scientific, G/0650/25) 40,00 g 

MES-buffer (Acros, 172595000) 19,52 g 

SAG471 skumdemper (GE Silicones, 

SAG471) 

*0,20 ml 

RO H2O til sluttvolum på **1 l 

Før steriliseringen ble pH justert til 6,8 

med 10 M NaOH 

  

Sterilisert ved oppvarming til 121 °C, 20–

30 min (autoklavering) 

  

Merknader   

*Skumdemper bare brukt til 

startgjæringen, IKKE til startkolbene 

  

**Sluttvolumet justert av hensyn til 

startvolumet 

  

 

SM25-3-medium (også kalt SM25)  

Bestanddel  
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Glyserol (Fisher Scientific, G/0650/25) 40 g 

Soyapepton A3 SC (Organotechnie) 10 g 

Maltekstrakt (Difco) 21 g 

Justert til volum 1 l 

pH ikke justert før steriliseringen (dvs. pH var 7,0) 

 

ISP4-medium  

Bestanddel  

Løselig stivelse (Difco) 10 g 

K2HPO4 1 g 

MgSO4.7H2O 1 g 

NaCl 1 g 

(NH4)2SO4 2 g 

CaCO3 2 g 

ISP sporsaltløsning 1 ml 

Agar 20 g 

Justert til volum 1 l 

Lag en pasta med stivelsen i et lite volum kaldt vann 

og juster volumet til 500 ml. 

Tilsett de andre bestanddelene til løsning II i 500 ml 

vann. pH må være mellom 7,0 og 7,4 (pH 7,3). Bland 

de to løsningene sammen og tilsett agar. 

 

ISP sporsalter  

Bestanddel  

FeSO4.7H2O 1 g 

MnCl2.4H2O 1 g 

ZnSO4.7H2O 1 g 

Justert til volum 1 l 

Oppbevares ved 4 grader C  

 

Havremelagar (ISP3) 
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Bestanddel Oppskrift 

Havremel 20,00 g 

ISP sporelementløsning 1,00 ml 

Bacto Agar (Becton Dickinson) 18,00 g 

RO H2O for justering til volum 1,00 l 

20 g havremel kokes i 1 l vann på varmeplate (eller 

mikrobølgeovn) i 20 minutter. Den kokte blandingen filtreres 

gjennom musselin/bomullsgaze, justeres til pH 7,2 og volum 

1 l. Det tilsettes 1 ml ISP sporelementløsning. Så tilsettes 

18 g agar per liter før steriliseringen. 

 

MAM-agar 

Bestanddel Oppskrift 

Hvetestivelse (Sigma) 10,00 g 

Maisstøpepulver (Roquette) 2,50 g 

Gjærekstrakt (Becton Dickinson) 3,00 g 

CaCO3 (Calcitec) 3,00 g 

FeSO4 (Sigma) 0,300 g 

Bacto Agar (Becton Dickinson) 20,00 g 

RO H2O for justering til volum 1,00 l 

pH 5,8 før autoklaveringen   

 

BT6 produksjonsmedium 

Bestanddel Oppskrift 

Glukose (Sigma) 50,00 g 

Nutrisoy (ADM) 30,00 g 

NaCl (Fisher) 5,00 g 

(NH4)2SO4 (Sigma) 3,00 g 

CaCO3 (Calcitec) 6,00 g 

RO H2O for justering til volum 1,00 l 

Juster pH til 7,0 og tilsett så CaCO3   
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ISP2-agar 

Bestanddel Oppskrift 

Gjærekstrakt (Becton Dickinson) 4,00 g 

Maltekstrakt (Becton Dickinson) 10,0 g 

Dekstrose (Sigma) 4,00 g 

Bacto Agar (Becton Dickinson) 20,0 g 

RO H2O for justering til volum 1,00 l 

Juster pH til 7,3 før tilsetting av agar og sterilisering 

 

Generell framgangsmåte for gjæring 

Kuldekonserverte forråd av sporer fra BIOT-4585 

(konstruksjonsmetodikken finnes i eksempel 1) ble tint ved romtemperatur. Det ble 

tillagd vegetative kulturer (startkulturer) ved å overføre 4,0 ml sporeforråd til 400 5 

ml medium SM25 i 2 l erlenmeyerkolber med skumplugg. Dyrkingen foregikk i 48 

timer ved 27 °C og 250 rpm (5,0 cm kast). Fra startkulturen ble det overført 25 ml 

til 250 ml produksjonsmedium SGP2 + 5 % HP20 i 2 l erlenmeyerkolber med 

skumplugg. Etter 24 timers dyrking ved 24 °C og 250 rpm (2,5 cm kast) ble 2 ml av 

en 250 mM rasemisk eller 125 mM enantiomerisk ren løsning av den ønskede 10 

forløperen (f.eks. (S)-metyl-2-amino-3-(3-fluor-5-hydroksyfenyl)-propanat, DL-5-

fluor-meta-tyrosin (9) eller metyl-2-amino-3-(3-fluor-5-hydroksyfenyl)-propanat 

(10)) i 1 M saltsyre og 2 ml av en 250 mM metanolløsning av DL-piperazinsyre 

tilsatt til hver produksjonskolbe for å lage en endelig 1 mM konsentrasjon av de 

individuelle enantiomerene av forløperne. Eventuelt kan DMSO brukes i stedet for 15 

1 M saltsyre. DL-piperazinsyre kan eventuelt utelates. Dyrkingen fortsatte i fire 

dager til ved 24 °C og 250 rpm (2,5 cm kast). 

 

Analyse av dyrkingsbuljonger ved LC-UV og LC-UV-MS 

Dyrkingsbuljong (1 ml) blandes med etylacetat (1 ml) og omrøres først i 20 

15–30 minutter og så sentrifugeres blandingen i 10 minutter. 0,4 ml av det 

organiske sjiktet skilles fra, inndampes til tørrhet og løses igjen i 0,20 ml 

acetonitril. 

HPLC-forhold: 
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C18-kolonne: C18 Hyperclone BDS, 3u, 4,6 mm x 150 mm 

Utstyrt med en C18 Security Guard-kassett (KJ0-4282) fra 

Phenomenex Analytical  

Kolonnetemperatur 50 °C 

Væskehastighet 1 ml/min 5 

Overvåk UV ved 240 nm. 

Injiser 20 μl porsjon. 

Løsningsmiddelgradient: 

0 min: 55 % B 

1,0 min: 55 % B 10 

6,5 min: 100 % B 

10,0 min: 100 % B 

10,05 min: 55 % B 

13,0 min: 55 % B 

Løsningsmiddel A er vann + 0,1 % maursyre. 15 

Løsningsmiddel B er acetonitril + 0,1 % maursyre. 

Under disse forholdene elueres SfA etter 5,5 minutter. 

Under disse forholdene elueres SfB etter 6,5 minutter. 

 

LCMS utføres på et integrert Agilent HP1100 HPLC-system kombinert 20 

med et Bruker Daltonics Esquire 3000+ elekrospraymassespektrometer som 

arbeider i positiv ionemodus med kromatografi og løsninger som beskrevet 

ovenfor. 

 

QC LC-MS-metode 25 

HPLC-forhold: 

C18-kolonne: C18 Hyperclone BDS, 3u, 4,6 mm x 150 mm 

Utstyrt med en C18 Security Guard-kassett (KJ0-4282) fra 

Phenomenex Analytical 

Kolonnetemperatur 50 °C 30 

Væskestrøm 1 ml/min 

Overvåk UV ved 210, 240 og 254 nm 
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Løsningsmiddelgradient: 

0 min: 10 % B 

2,0 min: 10 % B 

15 min: 100 % B 

17 min: 100 % B 5 

17,05 min: 10 % B 

20 min: 10 % B 

Løsningsmiddel A er vann + 0,1 % maursyre 

Løsningsmiddel B er acetonitril + 0,1 % maursyre 

MS-forhold: 10 

MS arbeider i vekslende modus (veksler mellom positiv og negativ), 

skanner fra 150 til 1500 amu. 

 

Røntgendiffraksjonsmetode (XRPD) 

Omtrent 2 mg prøve ble trykt forsiktig sammen på den enkle 15 

skråkuttede XRPD-prøveholderen i kvarts med null bakgrunn. Så ble prøven lagt i 

et Philips X-Pert MPD diffraktometer og analysert med følgende forsøksforhold: 

Røranode: Cu 

Generatorspenning: 40 kV 

Rørstrømstyrke: 40 mA 20 

Bølgelengde alfa1: 1,5406 Å 

Bølgelengde alfa2: 1,5444 Å 

Startvinkel [2 theta]: 5 

Sluttvinkel [2 theta]: 50 

Kontinuerlig skanning 25 

 

Replikonanalyse in vitro for å evaluere aktivitet mot HCV-virus 

Effektiviteten mot HCV-virus av genotype 1 kan testes som følger: Ett 

døgn før testobjektet tilsettes, ble Huh5.2-celler som inneholdt HCV-genotype 1b-

replikonet l389luc-ubi-neo/NS3-3’/5.1 (Vrolijk m.fl., 2003) og var subkulturdyrket i 30 

cellevekstmedium [DMEM (kat.-nr. 41965039) tilsatt 10 % FCS, 1 % ikke-

essensielle aminosyrer (11140035), 1 % penicillin/streptomycin (15140148) og 2 
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% Geneticin (10131027); Invitrogen] med forholdstall 1,3–1,4 og dyrket i 3–4 

dager i 75 cm2 vevskulturkolber (Techno Plastic Products), høstet og sådd i 

analysemedium (DMEM, 10 % FCS, 1 % ikke-essensielle aminosyrer, 1 % 

penicillin/streptomycin) med tetthet 6500 celler/brønn (100 μl/brønn) i 96-brønners 

mikrotiterplater for vevskulturer (Falcon, Becton Dickinson for evaluering av den 5 

antimetabolittiske virkningen og CulturPlate, Perkin Elmer for evaluering av den 

antivirale virkningen). Mikrotiterplatene inkuberes over natten (37 °C, 5 % CO2,  

95–99 % relativ luftfuktighet), noe som ga et ikke-konfluent cellemonolag. 

Det lages til fortynningsserier, og hver fortynningsserie utføres minst i 

duplikat. Etter analyseoppsettet inkuberes mikrotiterplatene i 72 timer (37 °C, 5 % 10 

CO2,  95–99 % relativ luftfuktighet). 

For å evaluere de antimetabolittiske virkningene aspireres 

analysemediet, erstattes med 75 μl av en 5 % løsning av MTS (Promega) i 

fenolrødtfritt medium og inkuberes i 1,5 time (37 °C, 5 % CO2, 95–99 % relativ 

luftfuktighet). Absorbansen måles ved bølgelengden 498 nm (Safire2, Tecan) og 15 

den optiske tettheten (OD-verdier) regnes om til prosentandel av ubehandlede 

kontroller. 

For å evaluere virkningen mot virus aspireres analysemediet og 

cellemonolagene vaskes med PBS. Vaskebufferen aspireres og 25 μl Glo Lysis 

Buffer (kat.-nr. E2661, Promega) tilsettes før man lar lyseringen skride fram i 5 20 

minutter ved romtemperatur. Deretter tilsettes 50 μl Luciferase Assay System 

(kat.-nr. E1501, Promega) og luminescenssignalet fra luciferasen måles 

umiddelbart (1000 ms integreringstid/brønn, Safire2, Tecan). De relative 

luminescensenhetene omregnes til prosentandel ubehandlede kontroller. 

EC50 og EC90 (verdier bestemt ut fra doseresponskurvene) står for 25 

konsentrasjonene der det observeres henholdsvis 50 og 90 % hemming av 

virusreplikasjonen. CC50 (verdi avledet av doseresponskurven) står for 

konsentrasjonen der stoffskifteaktiviteten til cellene ville være redusert til 50 % av 

aktiviteten til ubehandlede celler. Selektivitetsindeksen (SI), som angir det 

terapeutiske vinduet for forbindelsen, beregnes som CC50/EC50. 30 

En konsentrasjon av forbindelsen regnes for å gi reell antiviral virkning i 

replikonsystemet til HCV hvis antireplikonvirkningen ved akkurat den 
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konsentrasjonen er over 70 %-terskelen og det ikke observeres mer enn 30 % 

reduksjon i stoffskifteaktiviteten. 

 

Replikonanalyse in vitro for å evaluere aktiviteten mot HCV i genotype 

1a og 2a 5 

Replikoncellene (subgenomiske replikon av genotype 1a (H77) og 2a 

(JFH-1)) dyrkes i Dulbeccos modifiserte essensielle medium (DMEM), 10 % 

kalvefosterserum (FBS), 1 % penicillin-streptomycin (pen-strep), 1 % glutamin, 1 

% ikke-essensielle aminosyrer, 250 μg/ml G418 i en 5 % CO2-inkubator ved 37 °C. 

Alle celledyrkingsreagensene kan kjøpes inn fra Mediatech (Herndon, VA, USA). 10 

Replikoncellene trypsiniseres og sås med 5 x 103 celler per brønn i 96-

brønners plater med det ovennevnte mediet unntatt G418. Neste dag erstattes 

dyrkingsmediet med DMEM som inneholdt forbindelser seriefortynnet i nærvær av 

5 % FBS. I antiviralanalysen mot HCV-replikoner undersøkes virkningen av 

forbindelser i en serie av fortynninger. Kort sagt sås celler som inneholder HCV-15 

replikonet i 96-brønners plater. Testobjektet seriefortynnes med DMEM pluss 5 % 

FBS. Den fortynnede forbindelsen påføres passende brønner i platen. Etter 72 

timers inkubering ved 37 °C behandles cellene. Det intracellulære RNA-et fra hver 

brønn trekkes ut med et RNeast 96-sett (Qiagen). Konsentrasjonen av RNA fra 

HCV bestemmes ved en sanntids PCR-analyse med omvendt transkriptase ved 20 

hjelp av TaqMan® One-Step RT-PCR Master Mix Reagents (Applied Biosystems, 

Foster City, CA, USA), og et ABI Prism 7900 sekvensdetekteringssystem (Applied 

Biosystems) som beskrevet før (Vrolijk m.fl., 2003). Den cytotoksiske virkningen 

måles med TaqMan® Ribosomal RNA Control Reagents (Applied Biosystems) 

som indikerer celleantall. Mengden av HCV-RNA og ribosom-RNA brukes så til å 25 

utlede gjeldende IC50-verdier (konsentrasjoner som hemmer replikonreplikasjonen 

50 %). 

Vurdering av mikrosomstoffskiftet (analyse av mikrosomstabiliteten) 

Stoffskiftet i mikrosomer kan testes som følger: 

Murine eller humane levermikrosomer ble fortynnet med buffer C (0,1 M 30 

kaliumfosfatbuffer, 1,0 mM EDTA, pH 7,4) til en konsentrasjon på 2,5 mg/ml. Så 

ble det lagd til mikrosomstabilitetsprøver ved å tilsette 50 μl av en 5 μM 
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forbindelsesanrikingsløsning (0,5 μl 10 mM forrådsløsning av DMSO i 9,5 μl ACN, 

tilsatt til 990 μl buffer C) til 50 μl mikrosomløsning (2,5 mg(ml), 110 μl buffer C og 

blande godt. Alle prøvene ble preinkubert i omtrent 15 minutter ved 37 °C. Deretter 

ble reaksjonen startet ved å tilsette 40 μl av NADPH-løsningen (12,5 mM) og røre 

om forsiktig. Det ble tatt ut porsjoner (40 μl) etter 0, 15, 30, 45 og 60 minutter der 5 

reaksjonen ble stoppet med ACN-holdig intern standard (120 μl). Protein ble 

fjernet ved sentrifugering (4000 rpm, 15 min), og konsentrasjonen av forbindelsen 

på prøveplaten ble analysert ved LC-MS/MS. Så ble halveringstidene beregnet 

med standard framgangsmåte, sammenlikne konsentrasjonen av analytten med 

mengden som var til stede opprinnelig. 10 

 

Vurdering av stabiliteten til hepatocyttene 

Kuldekonserverte hepatocytter, som tidligere var oppbevart i flytende 

nitrogen, legges i et ristende vannbad ved 37 ±1 °C for tining i 2 min ±15 sek. Så 

legges hepatocyttene i et 10x volum av forhåndsvarmet Krebs-Henseleit 15 

bikarbonatbuffer (KHB, 2000 mg/l glukose, ingen kalsiumkarbonat og natrium-

bikarbonat, Sigma), som blandes forsiktig og sentrifugeres ved 500 rpm i 3 

minutter. Deretter fjernes og kastes supernatanten. Cellenes levedyktighet og 

antall bestemmes ved telling, og disse verdiene brukes til å lage humane 

hepatocyttsuspensjoner i passende såingstetthet (tetthet av levedyktige celler = 2 20 

x 106 celler/ml). En 2x doseringsløsning framstilles i forhåndsvarmet KHB (1 % 

DMSO) (200 μM sporstoffløsning: 20 μl substratforrådsløsning (10 mM) i 980 μl 

DMSO, 2x doseringsløsning: 10 μl av 200 μM sporstoffløsning i 990 μl KHB (2 μM 

etter fortynning). 

50 μl forhåndsvarmet 2x doseringsløsning legges i brønnene og 50 μl 25 

forhåndsvarmet hepatocyttløsning (2 x 106 celler/ml) tilsettes og klokka startes. Så 

inkuberes platen ved 37 °C. Hver av brønnene tilsettes 100 μl acetonitrilholdig 

intern standard etter gjennomført inkuberingstid (0, 15, 30, 60 og 120 minutter), 

det omrøres forsiktig og tilsettes så 50 μl forhåndsvarmet hepatocyttløsning (2 x 

106 celler/ml). Når inkuberingen er slutt, bestemmes cellelevedyktigheten. Prøvene 30 

sentrifugeres ved 4000 rpm i 15 minutter ved 4 °C, supernatantene fortynnes 2 
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ganger med ultrarent vann og konsentrasjonen av forbindelsene analyseres ved 

LC-MS/MS. 

 

Vurdering av vannløseligheten 

Vannløseligheten kan testes som følger: Det lages en 10 mM 5 

forrådsløsning av sanglifehrinanalogen i 100 % DMSO ved romtemperatur. 

Triplikatporsjoner på 0,01 ml justeres til 0,5 ml enten med 0,1 M PBS-løsning, pH 

7,3 eller 100 % DMSO i brune glass. De resulterende 0,2 mM løsningene ristes 

ved romtemperatur på et IKA® Vibrax VXR risteapparat i 6 timer, og så overføres 

de resulterende løsningene eller suspensjonene til 2 ml eppendorfrør og 10 

sentrifugeres i 30 minutter ved 13200 rpm. Deretter analyseres porsjoner av 

supernatantvæsken ved LCMS-framgangsmåten som beskrives ovenfor. 

Alternativt kan løseligheten i PBS ved pH 7,4 testes som følger: Det 

lages en kalibreringskurve ved å fortynne testforbindelsene og 

kontrollforbindelsene til 40 μM, 16 μM, 4 μM, 1,6 μM, 0,4 μM, 0,16 μM, 0,04 μM og 15 

0,002 μM med 50 % MeOH i H2O. Så fortynnes standardpunktene videre 1:20 i 

MeOH:PBS 1:1. De endelige konsentrasjonene etter 1:20 fortynning er 2000 nM, 

800 nM, 200 nM, 80 nM, 20 nM, 8 nM, 2 nM og 1 nM. Deretter blandes standarder 

med samme volum (1:1) av ACN som inneholdt intern standard (hydroksy-

makrosyklisk forbindelse, 6). Prøvene sentrifugeres (5 min, 12000 rpm) og så 20 

analyseres de ved LC/MS. 

 Løsning 

(μl) 

MeOH/ 

H2O(1:1) 

(μl) 

 Arbeids-

løsning 

(μM) 

Løsning 

(μl) 

MeOH/ 

buffer(1:1) 

(μl) 

 Endelig 

løsning 

10 mM 10 240 → 400     

400 μM 
50 450 → 40 20 380 → 2000 

20 480 → 16 20 380 → 800 

40 μM 50 450 → 4 20 380 → 200 

16 μM 50 450 → 1,6 20 380 → 80 

4 μM 50 450 → 0,4 20 380 → 20 

1,6 μM 50 450 → 0,16 20 380 → 8 

0,4 μM 50 450 → 0,04 20 380 → 2 

0,04_μM 50 950 → 0,002 20 380 → 1 
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Det lages testforbindelser som forrådsløsninger i DMSO ved 10 mM 

konsentrasjon. Forrådsløsningene fortynnes i PBS, pH 7,4 i duplikat i 1,5 ml 

eppendorfrør til en målkonsentrasjon på 100 μM med endelig DMSO-

konsentrasjon på 1 % (f.eks. 4 μl 10 mM DMSO forrådsløsning i 396 μl 100 mM 5 

fosfatbuffer). Så ristes prøverørene forsiktig i 4 timer ved romtemperatur. Prøvene 

sentrifugeres (10 min, 15000 rpm) for å felle ut uløste partikler. Supernatantene 

overføres til nye rør og fortynnes (fortynningsfaktoren for det individuelle 

testobjektet bekreftes med signalnivået til forbindelsen på det brukte 

analyseinstrumentet) med PBS. Så blandes de fortynnede prøvene med det 10 

samme volumet (1:1) av MeOH. Til slutt blandes prøvene med samme volum (1:1) 

av ACN som inneholder intern standard (hydroksymakrosyklisk forbindelse, 6) for 

LC-MS/MS-analyse. 

 

Vurdering av cellepermeabiliteten 15 

Cellepermeabiliteten kan testes som følger: Testforbindelsen løses til 

10 mM i DMSO før den fortynnes videre i buffer for å lage en endelig 10 μM 

doseringskonsentrasjon. Fluorescensmarkøres lucifergult inkluderes også for å 

overvåke membranintegriteten. Så påføres testforbindelsen på toppflaten av 

Caco-2-cellemonolag og det måles hvordan forbindelsen trenger inn i den 20 

basolaterale avdelingen. Dette utføres i motsatt retning (basolateral til topp) for å 

undersøke den aktive transporten. LC-MS/MS brukes til å måle konsentrasjonen 

både av testforbindelsen og standardkontrollforbindelsen (som propanolol eller 

acebutolol). 

 25 

Vurdering av farmakokinetikken in vivo 

Det kan også brukes in vivo-analyser til å måle den biologiske 

tilgjengeligheten til en forbindelse. Vanligvis gis en forbindelse til et forsøksdyr 

(f.eks. mus eller rotte), både intravenøst (i.v.) og oralt (p.o.) og det tas blodprøver 

med regelmessige mellomrom for å undersøke hvordan plasmakonsentrasjonen 30 

av legemidlet varierer over tid. Tidsforløpet til plasmakonsentrasjonen kan brukes 

til å beregne den absolutte biologiske tilgjengeligheten til forbindelsen som en 
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prosentandel ved hjelp av standardmodeller. Nedenfor beskrives et eksempel på 

en typisk protokoll. 

Mus doseres med 1, 10 eller 100 mg/kg av forbindelsen ifølge 

oppfinnelsen eller opphavsforbindelsen i.v. eller p.o. Det tas blodprøver etter 5, 10, 

15, 30, 45, 60, 90, 120, 180, 240, 360, 420 og 2880 minutter, og konsentrasjonen 5 

av forbindelsen ifølge oppfinnelsen eller opphavsforbindelsen bestemmes ved 

HPLC. Så kan tidsforløpet for plasmakonsentrasjonene brukes til å komme fram til 

nøkkelparametere som arealet under plasmakonsentrasjon/tid-kurven (AUC – som 

er direkte proporsjonal med den totale mengden uforandret legemiddel som når 

den systemiske blodsirkulasjonen), høyeste (topp) plasmakonsentrasjon av 10 

legemidlet, tidspunktet når høyeste plasmakonsentrasjon nås (topptid), andre 

faktorer som brukes til å bestemme den biologiske tilgjengeligheten nøyaktig: 

forbindelsens endelige halveringstid, totalkroppsutskilling, stabilt fordelingsvolum 

og F%. Så blir disse parameterne analysert med ikke-avdelingsdelte eller 

avdelingsdelte framgangsmåter for å beregne en prosentvis biologisk 15 

tilgjengelighet. Et eksempel på denne typen framgangsmåte finnes i Egorin m.fl., 

2002 og referansene i denne. 

 

Vurdering av oral og intravenøs farmakokinetikk in vivo (spesifikk 

framgangsmåte) 20 

For sanglifehrinanaloger analyseres helblod. Forbindelsene formuleres i 

5 % etanol/5 % kremofor EL/90 % saltløsning både for p.o. og i.v. administrering. 

Grupper på 3 CD1 hannmus doseres enten med 1 mg/kg i.v. eller 5 eller 10 mg/kg 

p.o. Fra vena saphena tas det blodprøver (40 μl) før doseringen og 0,25, 0,5, 2, 8 

og 24 timer etter som fortynnes med samme mengde dH2O og strakes settes på 25 

tørris. Prøvene oppbevares ved −70 °C inntil de skal analyseres. Konsentrasjonen 

av forbindelsen ifølge oppfinnelsen eller opphavsforbindelsen i prøven bestemmes 

ved LCMS som følger: 20 μl blod:H2O (1:1, volumforhold)/farmakokinetikkprøve 

tilsettes 20 μl intern standard (hydroksylmakrosyklisk forbindelse, 6), 100 ng/ml, 20 

μl arbeidsløsning/MeOH og 150 μl ACN, vorteksblandes i 1 minutt ved 1500 rpm 30 

og sentrifugeres ved 12000 rpm i 5 minutter. Så injiseres supernatanten i LC-

MS/MS. Tidsforløpet for blodkonsentrasjonen plottes og brukes til å beregne 
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arealet under helblodkonsentrasjon/tid-kurven (AUC – som er direkte proporsjonal 

med den totale mengden uforandret legemiddel som når den systemiske 

blodsirkulasjonen). Disse verdiene brukes til å beregne farmakokinetiske 

parametere hvis mulig. 

 5 

Vurdering av cytotoksisitet in vitro 

Huh-7- og HepG2-celler fra ATCC dyrkes i Dulbeccos modifiserte 

essensielle medium (DMEM) som inneholdt 10 % kalvefosterserum (FBS), 1 % 

penicillin-streptomycin (pen-strep) og 1 % glutamin, mens CEM-celler (humane T-

celleleukemiceller fra ATCC) dyrkes i RPMI 1640-medium med 10 % FBS, 1 % 10 

pen-strep og 1 % glutamin. Ferske humane PBMC isoleres fra helblod fra minst to 

normale relevansutplukkede donorer. Kort fortalt pelleteres perifere blodceller, 

vaskes 2–3 ganger ved sentrifugering på lav hastighet og resuspenderes i PBS for 

å fjerne forurensende blodplater. Så fortynnes de vaskede blodcellene 1:1 med 

Dulbeccos fofatbufret saltløsning (D-PBS) og legges i lag over 14 ml lymfocytt-15 

separasjonsmedium (LSM, cellevekstmedium fra Mediatech, Inc., tetthet 1,078 

±0,002 g/ml, kat.-nr. 85-072-CL) i et 50 ml sentrifugerør og sentrifugeres i 30 

minutter ved 600 G. Bånd av PBMC aspireres forsiktig fra fasegrensen og vaskes 

deretter 2x med PBS ved sentrifugering på lav hastighet. Etter den siste vasken 

telles cellene ved trypanblåttekskludering og resuspenderes med 1 x 107 celler/ml i 20 

RPMI 1640 tilsatt 15 % kalvefosterserum (FBS), 2 mM L-glutamin, 4 μg/ml PHA-P. 

Cellene får inkubere i 48–72 timer ved 37 °C. Etter inkuberingen sentrifugeres 

PBMC og resuspenderes i RPMI 1640 med 15 % FBS, 2 mM L-glutamin, 100 U/ml 

penicillin, 100 μg/ml streptomycin, 10 μg/ml gentamycin og 20 U/ml rekombinant 

humant IL-2. 25 

Den sammensatte cytotoksisiteten evalueres ved å teste halvloga–

ritmiske konsentrasjoner av hver forbindelse i triplikat mot cellene som beskrives 

ovenfor. Celler som inneholdt bare medium ble brukt som cellekontroll (CC). Huh-

7- og HepG2-celler sås i 96-brønners plater i konsentrasjon 5 x 103 celler per 

brønn. Neste dag aspireres mediet og 100 μl tilsvarende medium med 5 % FBS 30 

tilsettes. Det lages fortynninger av testlegemidlet med 2x konsentrasjon i 
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mikrotiterrør og 100 μl av hver konsentrasjon legges i tilsvarende brønner i 

standardformat. Etter 72 timer behandles cellene for å vurdere cytotoksisiteten. 

PBMC fortynnes i ferskt medium og legges i de innerste brønnene i en 

96-brønners rundbunnet mikroplate med 5 x 104 celler/brønn og volum 100 l. 

Tilsvarende legges 1 x 104 CEM-celler i hver brønn. Så tilsettes 100 μl av 2x-5 

preparatene av testlegemidlene i tilsvarende brønner i standardformat. Kulturene 

opprettholdes i seks til sju døgn før de behandles for å bestemme cytotoksisiteten. 

Cytotoksisiteten bestemmes ved hjelp av CytoTox-ONE™ analysesett 

for homogen membranintegritet (Promega). Analysen måler frigjøringen av 

laktatdehydrogenase (LDH) fra celler med skadde membraner i et fluorometrisk 10 

homogent format. LDH som frigjøres i dyrkingsmediet måles med en 

sammenkoblet enzymanalyse som fører til at resazurin omdannes til det 

fluorescerende produktet resorufin. Fluorescensmengden som produseres er 

proporsjonal med antall lyserte celler. Seks seriefortynnede konsentrasjoner av 

hver forbindelse brukes på cellene for å utlede TC50 (giftig konsentrasjon av 15 

legemidlet som senker levedyktigheten til cellene med 50 %) og TC90 (giftig 

konsentrasjon av legemidlet som senker levedyktigheten til cellene med 90 %), 

hvis aktuelt. 

 

Vurdering av hemmingen av transportørene MDR1 og MRP2 in vitro 20 

Til å vurdere hemmingen og aktiveringen av transportørene MDR1 (P-

glykoprotein 1) og MRP2 kan det brukes en in vitro ATPaseanalyse fra Solvo 

Biotechnology Inc. (Glavinas m.fl., 2003). Forbindelsene (0,1, 1, 10 og 100 μM) 

inkuberes med MDR1- eller MDR2-membranvesikler både i fravær og nærvær av 

vanadat for å studere den potensielle ATPase-aktiveringen. I tillegg utføres det 25 

liknende inkubering i nærvær av verapamil/sulfasalazin for å registrere mulig 

hemming av ATPaseaktiviteten i transportøren. ATPaseaktiviteten måles ved å 

kvantifisere uorganisk fosfat spektrofotometrisk. Aktiveringen beregnes ut fra den 

vanadatfølsomme økningen i ATPaseaktivitet. Hemmingen bestemmes som 

reduksjonen av verapamil-/sulfasalazinformidlet ATPaseaktivitet.  30 
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Vurdering av hemmingen av Pgp-transportører ved hjelp av MDCK-

celler. 

For å vurdere hemmingen av P-glykoproteintransportøren (Pgp/MDR1) 

ble det brukt en ATPaseanalyse in vitro fra Cyprotex. Etter dyrking ble 

monolagene framstilt ved å skylle både de basolaterale flatene og toppflatene to 5 

ganger med buffer ved pH 7,4 og 37 °C. Så ble cellene inkubert med pH 7,4-buffer 

både i basolateral avdeling og toppavdeling i 40 minutter ved 37 °C og 5 % CO2 

med relativ luftfuktighet 95 % for å stabilisere de fysiologiske parameterne. For 

topp til basolateral-studien (A-B) ble bufferen ved pH 7,4 fjernet fra toppavdelingen 

og erstattet med loperamiddoseløsninger i DMSO med buffer for en endelig 10 

loperamidkonsentrasjon på 5 μM (endelig DMSO-konsentrasjon justert til 1 %). 

Doseringsløsningen inneholdt også den fluorescerende integritetsmarkøren 

lucifergult. Forsøket ble utført i nærvær og fravær av testforbindelsen (påført både 

toppavdelingen og den basolaterale avdelingen). For basolateral til topp-studien 

(B-A) ble P-glykoproteinsubstratet, loperamid (sluttkonsentrasjon 5 μM) lagt i den 15 

basolaterale avdelingen. Forsøket ble utført i nærvær og fravær av testfor-

bindelsen (påført både toppavdelingen og den basolaterale). Inkuberingen ble 

utført i en atmosfære med 5 % CO2 med relativ luftfuktighet 95 % ved 37 °C i 60 

minutter. Etter inkuberingsperioden ble følgeplaten fjernet og topprøvene og de 

basolaterale prøvene fortynnet for analyse ved LC-MS/MS. Det ble utført en enkelt 20 

bestemmelse av konsentrasjonen av hver testforbindelse. På hver plate ble det 

også undersøkt en positiv kontrollhemmer. Testforbindelsen ble vurdert ved 0,1, 

0,3, 1, 3, 10, 30 og 50 μM. Integriteten til monolagene gjennom hele forsøket ble 

sjekket ved å følge gjennomtrengingen av lucifergult med fluorometrisk analyse. 

Etter analysen ble det beregnet en IC50-verdi (dvs. hemmerkonsentrasjon 25 

(testlegemiddel) som ga halvparten av maksimal hemmevirkning). 

 

Vurdering av hemmingen av opptakstransportører in vitro 

For å vurdere hemmingen av opptakstransportørene OAT1B1 og 

OAT1B3 ble det brukt en in vitro-analyse av opptakstransportører fra Solvo 30 

Biotechnology Inc. Det ble utført opptaksforsøk med testobjekt (TO) ved 0,068, 

0,2, 0,62, 1,8, 5,5, 16,7 og 50 μM på CHO-celler som stabilt uttrykte de humane 
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SLC-transportørene OATP1B1 og OATP1B3. Den parentale cellelinjen CHO-K ble 

brukt som negativ kontroll. Cellene (1 x 105 i 200 μl 1:1-blanding av Dulbeccos 

modifiserte Eagles-medium og Hams F-12 DMEM (F-12, Lonza, New Jersey, 

USA) tilsatt 5 mM natriumbutyrat) ble lagt på standard 96-brønners 

vevskulturplater og inkubert i 24 timer før forsøket ved 37 °C i en atmosfære på 5 5 

% CO2 og 95 % luft. Før forsøkene ble mediet aspirert med vakuumsug, cellene 

ble vasket med 2 x 100 μl Krebs-Henseleit-buffer på pH 7,3 (lagd av Sigma-

kjemikalier, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). Opptaksforsøkene ble utført ved 

37 °C i 50 μl Krebs-Henseleit-buffer (pH 7,3) som inneholdt probesubstratet og TO 

eller løsningsmiddel. Konsentrasjonen av organisk løsningsmiddel var den samme 10 

i alle brønnene, og var ikke over 1 volum-%. Probesubstratet for OATP1B1-

analysen var E3S (0,1 μM) og for OATP1B3-analysen Fluo-3 (10 μM). Den 

translokaliserte mengden av probesubstrat ble bestemt for hver brønn i cpm. De 

relative aktivitetene ble beregnet ut fra formelen:  

 15 

Aktivitets-% = (A-B)/(C-D) x 100 

 

Der A = translokalisert substratmengde i nærvær av TO på transfekterte 

celler, B = translokalisert substratmengde i nærvær av TO på parentale celler, C = 

translokalisert substratmengde i nærvær av løsningsmiddel på transfekterte veller 20 

og D = translokalisert substratmengde i nærvær av løsningsmiddel på parentale 

celler. IC50 ble definert som TO-konsentrasjonen som trengtes for å hemme 

transport av probesubstratet med 50 %. IC50 ble beregnet ved hjelp av en logistisk 

likning med tre parametere – en kurve tilpasset den relative aktiviteten plottet mot 

TO-konsentrasjonen ved ikke-lineær regresjon. 25 

 

Vurdering av hemmingen av efflukstransportører in vitro 

For å vurdere hemmingen av efflukstransportørene MRP2, MRP3 og 

BSEP, ble det brukt en in vitro-analyse av vesikkeltransportører fra Solvo 

Biotechnoligy Inc. Testobjektene (TO) (ved 0,068, 0,2, 0,62, 1,8, 5,5, 16,7 og 50 30 

μM) ble inkubert med efflukstransporterende membranvesikler (Solvo 

Biotechnology Inc.) både i fravær og nærvær av 4 mM ATP for å skille mellom 
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transportørformidlet opptak og passiv diffusjon av TO inn i vesiklene. For MRP2- 

og MRP3-transportørene ble reaksjonene utført i nærvær av 2 mM glutation. 

Reaksjonsblandingene ble preinkubert i ti minutter ved 37 °C. Reaksjonene ble 

startet ved å tilsette 25 μl 12 mM MgATP (4 mM sluttkonsentrasjon i analysen) 

eller analysebuffer for bakgrunnskontroller. Reaksjonene ble stoppet ved å tilsette 5 

200 μl iskald vaskebuffer og så filtrere på glassfiberfilter i 96-brønnersformat 

(filterplate). Den vaskede og tørkede filterplaten ble tilført scintillasjonsbuffer og 

deretter ble scintillasjonen telt. Probesubstrater var taurokolat (2 μM) for BSEP-

vesikler og E217βG (1 μM) for MRP2- og MRP3-vesikler. For alle brønnene ble 

den translokaliserte mengden av probesubstratet bestemt i cpm-enheter. Relativ 10 

aktivitet ble beregnet med følgende likning:  

 

Aktivitets-% = (A-B)/(C-D) x 100 

 

Der A = translokalisert substratmengde i nærvær av TO og ATP, B = 15 

translokalisert substratmengde i nærvær av TO, C = translokalisert substrat-

mengde i nærvær av løsningsmiddel og ATP, og D = translokalisert substrat-

mengde i nærvær av løsningsmiddel. IC50 ble definert som TO-konsentrasjonen 

som trengtes for å hemme transport av probesubstratet med 50 %. IC50 ble 

beregnet ved hjelp av en logistisk likning med tre parametere – en kurve tilpasset 20 

den relative aktiviteten plottet mot TO-konsentrasjonen ved ikke-lineær regresjon. 

 

In vitro-analyse for å vurdere aktiviteten mot HIV 

Effektiviteten mot HIV kan testes som følger: CD4+ T-lymfocytter og 

makrofager fra blod isoleres som beskrevet tidligere (Bobardt m.fl., 2008). Kort 25 

fortalt ble humane PBMC isolert fra ferskt blod ved båndutskilling på Ficoll-

Hypaque (30 min, 800 g, 25 °C). Primære humane CD4+ T-celler ble isolert fra 

PBMC ved positivt utvalg med anti-CD4 Dynabeads og deretter frigjort med 

Detachabead. Cellene bel dyrket i RPMI-medium 1640 (Invitrogen) tilsatt 10 % 

FCS, MEM-aminosyrer, L-glutamin, MEM-vitaminer, natriumpyruvat og penicillin 30 

pluss streptomycin, og ble deretter aktivert med det bakterielle superantigenet 

stafylokokkenterotoksin B (SEB, 100 ng/ml) og mitomycin C-drepte PBMC fra en 
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annen donor (PMBC:CD4-celleforhold 10:1). Tre dager etter stimuleringen ble 

cellene fordelt 1:2 i medium som inneholdt IL-2 (200 enheter/ml 

sluttkonsentrasjon).. Så ble kulturene fordelt 1:2 annenhver dag i IL-2-medium og 

infisert med HIV 7 dager etter stimuleringen. For å produsere primære humane 

makrofager ble det isolert monocytter fra humane PBMC ved negativt utvalg, og 5 

de ble aktivert og dyrket med cellekonsentrasjon 106/ml i DMEM, tilsatt 10 % FCS, 

MEM-aminosyrer, L-glutamin, MEM-vitaminer, natriumpyruvat og penicillin (100 

enheter/ml), streptomycin (100 mg/ml) og 50 ng/ml rekombinant human 

granulocytt/makrofagkolonistimulerende faktor (GM-CSF) som ble oppbevart ved 

37 °C i fuktet atmosfære tilsatt 5 % CO2. For å få makrofager fra monocytter lot 10 

man cellene feste seg til plast og dyrket dem i 6 dager for å la dem differensiere 

seg. 

CD4+ HeLa-celler, Jurkat-celler, aktiverte CD4+ T-lymfocytter fra 

perifert blod og makrofager (500 000 celler/100 μl) ble inkubert med pNL4.3-GFP 

(X4-virus) eller pNL4.3-BaL-GFP (R5-virus) (100 ng p24) i nærvær av økende 15 

konsentrasjoner av testobjekt. Førtiåtte timer senere ble infeksjonsgraden målt 

ved å analysere prosentandelen av GFP-positive celler ved FACS og EC50 ble 

beregnet. 

 

In vitro-analyse for å vurdere aktiviteten mot HBV 20 

Effektiviteten mot HBV kan testes som følger: HepG2 2.2.15-celler 

legges på 96-brønners mikrotiterplater. Etter 16–24 timer vaskes det konfluente 

monolaget av HepG2 2.2.15-celler og mediet byttes ut med fullt medium som 

inneholder forskjellig konsentrasjon av en testforbindelse i triplikat (f.eks. seks 

halv-log-konsentrasjoner). Tre dager senere byttes dyrkingsmediet ut med ferskt 25 

medium som inneholder de forskjellig fortynnede testforbindelsene. Seks dager 

etter den første administreringen av testforbindelsen tas cellekultursupernatanten 

ut, behandles med pronase og brukes så i sanntids kvantitativ TaqMan qPCR-

analyse. Det PCR-amplifiserte HBV-DNA-et detekteres i sanntid ved å følge 

økningen av fluorescenssignalene som skyldes den eksonukleolytiske 30 

nedbrytingen av et probemolekyl med dempet fluorescens som hybridiseres til det 

amplifiserte HBV-DNA-et. For hver PCR-amplifisering lages det samtidig en 
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standardkurve ved hjelp av fortynninger av renset HBV-DNA. Den antivirale 

aktiviteten beregnes ut fra reduksjonen i konsentrasjonen av HBV-DNA (IC50). Den 

terapeutiske indeksen (TI) beregnes som TC50/IC50. 

 

In vitro-analyse av blandet lymfocyttreaksjon (BLR) for å vurdere 5 

immunundertrykkende aktivitet 

Den immunundertrykkende aktiviteten ble målt som følger: Det ble 

isolert populasjoner av mononukleære celler ved sentrifugering over Histopaque 

fra perifert blod (PBMC) hos to normale ubeslektede frivillige donorer (A og B). 

Cellene ble telt og lagt med 1 x 105 celler per brønn i 96 brønners plater i RPMI-10 

media med supplementer og 2 % humant AB-serum. 

Dyrkingsforholdene var: cellepopulasjonene A og B alene og en blandet 

populasjon av cellene A&B i fravær og nærvær av testforbindelsene, hver i 6 

forskjellige konsentrasjoner. Forbindelsene ble testet i doser som varierte fra 10 

μM til 0,0001 μM i inkrementer på 1 log. Kontrollbrønnene inneholdt en 15 

konsentrasjon av bærer (0,5 % DMSO) som var sammenliknbar med 

konsentrasjonen i brønnene med testforbindelsene. Kulturene ble etablert i triplikat 

på en 96 brønners plate og inkubert ved 37 °C i 5 % CO2 i fuktet atmosfære. 3H-

tymidin ble tilsatt dag 6 etter at analysen var satt opp og høstet 24 timer senere. 

Så ble prolifereringen sammenliknet mellom de forskjellige dyrkingsforholdene. 20 

Evnen til hver fortynning av testforbindelse til å hemme proliferering i 

BLR ble beregnet som prosent hemming. Dette gjorde det mulig å estimere IC50 

(den konsentrasjonen av testforbindelsen som ga 50 % reduksjon av tellinger per 

minutt). For å beregne IC50 ble X-aksen gjort om til en log-skala. Ikke-lineær 

regresjon ble brukt til å tilpasse en kurve til de gjennomsnittlige datapunktene. Det 25 

ble valgt en s-formet variabel stigningsverdi. 

 

ELISA-analyse av Cyp-NS5A-interaksjonen 

Denne analysen ble brukt til å måle oppbrytingen av Cyp-NS5A-

komplekser, som kan brukes til å vise styrken av interaksjonen med cyklofilin D. 30 

Kort fortalt ble rekombinante GST-, GST-CypD- og Con1 NS5A-His-proteiner 

produsert og renset som beskrevet før (Chatterji m.fl., 2010). Nunc MaxiSorb 8 
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brønners strip-plater ble belagt med GST eller GST-CypD i 16 timer ved 4 °C og 

så blokkert. Rekombinant NS5A-His (1 ng/ml) ble tilsatt til brønnene i 50 μl 

bindingsbuffer (20 mM Tris pH 7,9, 0,5 M NaCl, 10 % glyserol, 10 mM DTT og 1 % 

NP-40) i 16 timer ved 4 °C. Så ble innfanget NS5A-His detektert med murine 

antistoffer mot His (1 μg/ml) (anti-6x His, Clontech) og leporine antimurine 5 

antistoffer mot pepperrotperoksidasefosfatase (HRP) (fortynning 1:1000). Alle 

forsøkene ble utført to ganger med to forskjellige porsjoner av rekombinante 

CypD- og NS5A-proteiner. 

 

Anti-PPIAaseanalyse av cyklofilinhemmingen 10 

En alternativ metodikk for å analysere interaksjonen med cyklofiliner 

beskrives som følger: PPIaseaktiviteten til rekombinant CypA eller CypD, 

produsert ved trombinspalting av GST-CypA eller GST-CypD, ble bestemt ved å 

følge graden av kymotrypsinhydrolyse av N-suksinyl-Ala-Ala-Pro-Phe-p-nitroanilid. 

Kymotrypsin hydrolyserer bare transformen av peptidet, konsentrasjonen av 15 

cisformen maksimeres fra et forråd løst i trifluoretanol med 470 mM LiCl, og 

hydrolysen av den begrenses av hastigheten til cis/trans-isomeriseringen. CypA 

eller CypD ble hensatt for å oppnå likevekt i 1 time ved 5 °C med utvalgt testobjekt 

der legemiddelkonsentrasjonen lå mellom 0,1 og 20 nM. Reaksjonen ble startet 

ved å tilsette peptidet og absorbansendringen ble overvåket spektrofotometrisk 20 

med 10 datapunkter i sekundet. Hydrolysehastigheten fra blindprøvene (i fravær 

av CypA eller CypD) ble trukket fra hastighetene i nærvær av CypA eller CypD. 

Hastigheten i begynnelsen av enzymreaksjonen ble analysert ved første ordens 

regresjonsanalyse av tidsforløpet for absorbansendringen. 

25 
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EKSEMPLER 

Eksempel 1 – Bygge en sfaA-delesjonsmutant av Streptomyces sp. 

A92-308110 (DSM9954) 

1.1 Bygging av sfaA-delesjonskonstruksjonen 

Det ~7 kb store EcoRV-StuI-fragmentet av kosmidet TL3006 (SEKV.-5 

IDNR. 3) som omfatter sfaA (nukleotidposisjon 14396–21362, sekvenstilvekst-

nummer FJ809786 i NCBI) ble fjernet ved digerering med EcoRV og StuI og det 

resulterende isolerte fragmentet bundet direkte i pKC1139 som fra før var spaltet 

med EcoRV og behandlet med alkalisk fosfatase fra reker (Roche). Dette 

plasmidet ble betegnet pSGK268. 10 

Ved hjelp av Red/ET rekombineringssett fra Gene Bridges 

(katalognummer K006) ble det utført en delesjon i ramme av sfaA-genet som 

befant seg i denne klonen. 

(SEKV.-IDNR. 1) SfaA17161f 5’-

CGCTCTGTGGCGCCTGGTTTCCAAGCGGCTCGCGGACCGGCACCGGCACATGCATAATTAAC15 

CCTCACTAAAGGGCG-3’ 

(SEKV.-IDNR. 2) SfaA17825r 5’-

TGGATGTATCGTCGCAGGACGCCCAGAATTCACCTGCGACGTCCTCCAGATGCATTAATACGA

CTCACTATAGGGCTC-3’ 

To oligonukleotider, SfaA17161f og SfaA17825r, ble brukt til å 20 

amplifisere neomycinmarkøren fra FRT-PGK-gb2-neo-FRT-mal-DNA-et som 

følger med settet ved hjelp av KOD-DNA-polymerase. Det resulterende ~1,7 kb 

store amplifiserte produktet ble isolert ved gelelektroforese og isolert fra gelen 

med QiaEX-polymer. 

Plasmidet pSGK268 ble transformert inn i DH10B i E. coli med 25 

standardmetoder og selektert på plater som inneholdt apramycin (50 μg/ml). 

Delesjonskonstruksjonen ble innført stort sett etter settprotokollen fra Gene 

Bridges. En enkelt koloni ble dyrket over natten i 2TY apramycin (50 μg/ml), 

transformert med plasmidet pRedET (tet) og selektert på apramycin (50 μg/ml) og 

tetrasyklin (3 μg/ml) ved 30 °C. Det ble brukt en enkelt koloni til å lage en kultur 30 

over natten av denne stammen i 3 ml 2TY apramycin (50 μg/ml) og tetrasyklin (3 

μg/ml) ved 30 °C. 0,5 ml av denne kulturen ble brukt til å inokulere 10 ml 2TY 

apramycin (50 μg/ml) tetrasyklin (3 μg/ml) ved 30 °C og dyrket til en OD600nm på 
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~0,5. 1,4 ml av denne kulturen ble overført til hver av 2 eppendorfrør og 50 μl 10 

% arabinose ble tilsatt til det ene røret for å utløse uttrykking av rekombinasjons-

proteinene Red/ET. Rørene ble ristet i ~1 time ved 37 °C. Utløste og ikke-utløste 

celler ble pelletert i en bordsentrifuge og vasket to ganger med avkjølt sterilt vann, 

med resuspendering og sentrifugering for å pelletere cellene hver gang. De 5 

resulterende pelletene ble suspendert i omtrent 30–40 μl vann og satt på is. Det 

1,7 kb store fragmentet som var isolert tidligere, ble tilsatt både til det utløste og 

det ikke-utløste røret og overført til 1 mm Biorad elektrokyvetter på is. Prøvene ble 

elektroporert (Biorad Micropulser på 1,8 kV, resulterende tidskonstant ~4 ms) og 

tilsatt 1 ml 2TY (uten antibiotika) og blandet for å fjerne cellene fra kyvetten. 10 

Cellene ble inkubert i ~3 timer ved 37 °C under risting (50 μg/ml og kanamycin 25 

μg/ml og inkubert ved 37 °C over natten. Kolonier fra de utløste prøveplatene ble 

streket opp på 2TY-plater som inneholdt 50 μg/ml kanamycin for å rense og 

bekrefte innføringen av kanamycinresistenskassetten. Plasmider ble framstilt fra 

disse kulturene og spaltet for å bekrefte det ventede plasmidet pSGK270. Så ble 15 

plasmidene spaltet med NsiI for å fjerne markørfragmentet og resten bundet igjen 

for å lage sfaA-delesjonskonstruksjonen i ramme pSGK271. 

 

1.2 Konjugering av Streptomyces sp. A92-308110 (DSM9954) og 

innføring av en sfaA-delesjon 20 

Plasmidet pSGK271 ble transformert i E. coli ET 12567 pUZ8002 med 

standardmetoder og selektert på 2TY-plater som inneholdt apramycin (50 μg/ml), 

kanamycin (25 μg/ml) og kloramfenikol (10 μg/ml). Den resulterende stammen ble 

inokulert i 3 ml flytende 2TY som inneholdt apramycin (50 μg/ml), kanamycin (50 

μg/ml) og kloramfenikol (10 μg/ml) og inkubert over natten ved 37 °C, 250 rpm. 0,8 25 

ml av denne kulturen ble brukt til å inokulere 10 ml flytende 2TY som inneholdt 

apramycin (50 μg/ml), kanamycin (25 μg/ml) og kloramfenikol (10 μg/ml) i et 50 ml 

Falcon-rør og inkubert ved 37 °C, 250 rpm inntil OD600nm ~0,5 var nådd. Den 

resulterende kulturen ble sentrifugert ved 3500 rpm i 10 minutter ved 4 °C, vasket 

to ganger med 10 ml 2TY-medium med sentrifugering for å pelletere cellene etter 30 

hver vasking. Den resulterende pelleten ble resuspendert i 0,5 ml 2TY og satt på 

is inntil den skulle brukes. Denne prosessen ble tidsregulert slik at den falt 
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sammen med den fullstendige framstillingen av Streptomyces-sporene som 

beskrives nedenfor. 

Sporer av Streptomyces sp. A92-308110 (DSM9954) (Biot-4370) be 

høstet fra en 1-2 uker gammel konfluensplate ved å resuspendere dem i ~3 ml 20 

% glyserol. Sporene ble sentrifugert (5000 rpm, 10 minutter, romtemperatur) og 5 

vasket to ganger med 50 mM TES-buffer før de ble resuspendert i 1 ml 50 mM 

TES-buffer og fordelt mellom 2 eppendorfrør. Disse rørene ble varmesjokk-

behandlet ved 50 °C 10 minutter på vannbad og så tilsatt 0,5 ml 2TY og inkubert i 

en kompakt Eppendorf Thermomixer ved 37 °C i 4-5 timer. 

De framstilte E. coli ET12567 pUZ8002 pSGK271 og Biot-4370 ble 10 

blandet i blandingsforhold 1:1 (250 μl for hver stamme) og 1:3 (100 μl E. coli) og 

straks spredd på R6-plater og overført til en inkubator ved 37 °C. Etter omtrent 2 

timers inkubering ble det lagt et 2 ml lag med sterilt vann som inneholdt 

nalidiksinsyre over disse platene for å oppnå en endelig konsentrasjon i platene på 

25 μg/l. Platene ble returnert til inkubatoren, som holdt 37 °C, og lå der over natten 15 

før det ble lagt over 2 ml sterilt vann med apramycin til en endelig konsentrasjon i 

platene på 20–25 μg/l. Eks-konjugantkolonier som dukket opp etter ~4–7 dager  

ble lagt flekkvis i ISP4-medium som inneholdt apramycin (25 μg/l) og 

nalidiksinsyre (25 μg/l) og inkubert ved 37 °C. Så snart det ble observert 

tilstrekkelig mycelvekst, ble stammene lagt flekkvis igjen i ISP4-medium som 20 

inneholdt apramycin (25 μg/l) ved 37 °C der de fikk danne sporer. Så ble 

stammene subkultivert tre ganger (for å fremme fjerning av det temperatur-

følsomme plasmidet) ved å legges flekkvis i ISP4 (uten antibiotika) og inkubere 

ved 37 °C i 3–4 dager. Til slutt ble stammene lagt flekkvis i ISP og inkubert ved 28 

°C for full sporedanning (5–7 dager). Sporene ble høstet og seriefortynnet på ISP-25 

plater ved 28 °C for å kunne velge enkeltkolonier. De sporedannende 

enkeltkoloniene ble lagt flekkvis dobbelt på ISP4-plater med eller uten apramycin 

(25 μg/l) for å bekrefte tap av plasmid og man lot dem vokste i ~7 dager før de ble 

testet på sanglifehrinproduksjon. 

 30 
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1.3 Valg av stammer for produksjon av sanglifehriner i Falcon-rør 

En enkelt ~7 mm agarplugg av en vel sporulert stamme ble brukt til å 

inokulere 7 ml sterilt SM25-3 medium og inkubert ved 27 °C og 200 rpm i et 

risteapparat med 2 tommers kast. Etter 48 timers vekst ble 0,7 ml av denne 

kulturen overført til et sterilisert Falcon-rør som inneholdt 7 ml SGP2-medium med 5 

5 % HP20-polymer. Kulturene ble dyrket ved 24 °C og 300 rpm på risteinkubator 

med 1 tommes kast 5 dager før høstingen. 0,8 ml bakteriekultur ble tatt ut og 

porsjonert i et 2 ml eppendorfrør for å sikre tilstrekkelig dispergering av polymeren 

gjennom kulturen før porsjoneringen. 0,8 ml acetonitril og 15 μl maursyre ble tilsatt 

og røret ble omrørt i omtrent 30 minutter. Blandingen ble klarnet ved sentrifugering 10 

og 170 μl av ekstraktet ble tatt ut i et HPLC-glass og analysert ved HPLC. 

 

1.4 Analyse av stammer for tilbakeføring til naturlig type eller sfaA-

fenotype 

Ekstraktene av stammene ble analysert ved HPLC. Stammer som 15 

produserte sanglifehrin A og B ble ikke analysert videre siden disse hadde vendt 

tilbake til den naturlige typen. Stammer som ikke hadde noen produksjon av 

sanglifehrin A eller B, viste lav konsentrasjon (~1–2 mg/l) av en retensjonstidtopp 

på 6,5 minutter som viste en sanglifehrinliknende kromofor. Analyse ved LCMS 

tydet på at denne toppen hadde m/z på 1073, −16 enheter fra det ventede m/z for 20 

sanglifehrin. Det ble postulert at denne toppen stammet fra inkorporering av 

fenylalanin i fravær av metahydroksytyrosin. 

Åtte stammer som viste tap av sanglifehrinproduksjon ble så dyrket 

igjen for å vurdere om den potensielle sfaA-mutasjonen kunne komplementeres 

kjemisk og gjøre det mulig å lage nye sanglifehriner med en mutasyntetisk 25 

prosess. Stammene ble dyrket i SM25-3 startmedium i 48 timer før de ble overført 

til SGP2 produksjonsmedum med 5 % polymer. Etter ytterligere 24 timers vekst 

ble stammene matet i triplikat med 2 mM DL-meta-hydroksytyrosin (100 μl tilsatt 

av en 0,16 M løsning i 1 M HCl) eller 2 mM L-fenylalanin med en umatet stamme 

brukt som kontroll. Stammene ble også gitt pipekolsyre (2 mM i metanol) for å øke 30 

produktutbyttet. Stammene ble høstet etter ytterligere 4 dagers vekst og utvunnet 

og analysert ved HPLC. Det ble påvist at metahydroksytyrosin fullstendig 
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komplementerte sfaA-mutasjonen, og når det ble tilsatt L-fenylalanin, økte 

konsentrasjonen av −16 amu-forbindelsen. Stammen Blot-4585 ble brukt til videre 

undersøkelser som sfaA-delesjonsmutant. 

 

Eksempel 2 – Andre framgangsmåter for å bygge sfaA-5 

delesjonskonstruksjonen 

Det kan også brukes andre framgangsmåter til å lage sfaA-

delesjonsmutanter. Eksempler er mutanter som inaktiverer sfaA-insersjonen (som 

eksempel 12 fra WO2010/034243). Denne stammen var generelt som beskrevet i 

WO2010/034234, og fikk stammebetegnelsen BIOT-4452. 10 

I en alternativ framgangsmåte for å utføre deleteringen av sfaA brukes 

det to oligonukleotider, 15209F 5’-

CAGAGAATTCGCGGTACGGGGCGGACGACAAGGTGTC-3’ (SEKV.-IDNR. 4) 

og 17218R 5’-GCGCATGCATGTGCCGGTGCCGGTCCGCGAGCCGCTTGG-3’ 

(SEKV.-IDNR. 5), til å amplifisere en oppstrøms homologiregion ved hjelp av 15 

kosmidet TL3006 (SEKV.-IDNR. 3) som mal og KOD-DNA-polymerase. Det 

amplifiserte produktet behandles med T4-polynukleotidkinase (NEB) og klones inn 

i pUC18 som har blitt defosforylert ved behandling med alkalisk fosfatase fra reker 

(Roche). Den resulterende konstruksjonen sjekkes ved restriksjonsspalting og 

sekvenseres grundig for å sikre at man lager den ønskede sekvensen og at det 20 

ikke er innført feil under polymeraseamplifiseringen. Denne konstruksjonen spaltes 

med EcoRI og NsiI og produktene analyseres ved gelelektroforese. Det ønskede 

sekvensholdige båndet (dvs. oppstrøms homologi, ~2 kb) skjæres ut fra gelen og 

renses ved standardprosedyrer (QiaEX-polymer). En andre serie av 

oligonukleotider: 25 

17766F 5’-

CCTCATGCATCTGGAGGACGTCGCAGGTGAATTCTGGGCG-3’ (SEKV.-IDNR. 

6) 

OG 19763R 5’-GGGCAAGCTTCTCCTGGCTGAGCTTGAACATCG-3’ 

(SEKV.-IDNR. 7) brukes til å amplifisere en nedstrøms homologiregion med 30 

kosmidet TL3006 (SEKV.-IDNR. 3) som mal og KOD-DNA-polymerase. Det 

amplifiserte produktet behandles med T4-polynukleotidkinase (NEB) og klones til 
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pUC18 som var defosforylert ved behandling med alkalisk fosfatase fra reker 

(Roche). Den resulterende konstruksjonen analyseres ved restriksjonsspalting og 

sekvenseres grundig for å sikre at man lager den ønskede sekvensen og at det 

ikke er innført feil under polymeraseamplifiseringen. Denne konstruksjonen spaltes 

med HindIII og NsiI, og produktene analyseres ved gelelektroforese. Det ønskede 5 

sekvensholdige båndet (dvs. nedstrøms homologi, ~2 kb) skjæres ut fra gelen og 

renses ved standardprosedyrer (QiaEX-polymer). Vektoren pKC1139 spaltes med 

EcoRI og HindIII og det store vektorfragmentet isoleres ved gelelektroforese og 

renses ved standardframgangsmåter (QiaEX-polymer). Så klones de isolerte 

oppstrøms og nedstrøms homologifragmentene inn i dette fragmentet av pKC1139 10 

ved treveis binding for å lage den ønskede sfaA-deleteringskonstruksjonen. 

I en annen alternativ framgangsmåte for å lage en sfaA-

deleteringskonstruksjon brukes det kommersiell gensyntese (Genscript eller en 

annen forhandler) til å lage en konstruksjon som inneholder den ønskede 

sekvensen (SEKV.-IDNR. 8). Denne kjøpte konstruksjonen spaltes med BamHI og 15 

XbaI for å kutte ut den aktuelle sekvensen, og produktene analyseres ved 

gelelektroforese. Båndet som inneholder den ønskede sekvensen (~4 kb) skjæres 

ut fra gelen og renses ved standardprosedyrer. Vektoren pKC1139 spaltes med 

BamHI og XbaI, og det store fragmentet isoleres ved gelelektroforese og renses 

ved standard framgangsmåter. Så bindes de to isolerte fragmentene sammen for 20 

å lage den ønskede sfaA-deleteringskonstruksjonen. 

Disse alternative sfaA-deleteringskonstruksjonene føres inn i 

Streptomyces sp. A92-308110 (DSM9954) ved å konjugere og velge den 

sekundære krysningen med framgangsmåtene som beskrives i eksempel 1.2. 

Dyrking og analyse av stammene som bygges på denne måten følger også 25 

framgangsmåtene som beskrives i eksempel 1.2. 

 

Eksempel 3 – Matrisemating av sfaA-deleteringsmutanten 

Det ble lagd sporeforråd av en mutant deaktivert i sfaA (BIOT-4452 eller 

BIOT-4585) etter dyrking på MAM-, ISP4-, ISP3- eller ISP2-medium og konservert 30 

i 200 g/l glyserol i destillert vann og oppbevart ved −80 °C. Det ble framstilt 

vegetative kulturer (startkulturer) ved å inokulere sporeforråd (1 volum-%) i 7 ml 
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startmedium (SM25-medium) i 50 ml sentrifugerør med skumplugg. 

Dyrkingsrørene ble inkubert ved 27 °C, 250 rpm (5 cm kast) i 48 timer. Fra 

startkulturen ble 10 vol-% overført til 7 ml produksjonsmedium SGP-2 i 50 ml 

sentrifugerør med skumplugg. Dyrkingen ble utført ved 24 °C og 300 rpm (2,5 cm 

kast). For produksjon av mutasyntetiske sanglifehrinanaloger ble 0,05 ml av en 5 

0,32 M løsning (i 1 N HCl) av mateforbindelsen (mutasynton) tilsatt til alle rørene 

24 timer etter inokuleringen opp til en sluttkonsentrasjon på 2 mM. Dessuten ble 

0,05 ml av en 0,32 M løsning av piperazinsyre (i metanol) tilsatt til hvert rør etter 

24 timer, opp til en sluttkonsentrasjon på 2 mM. Dyrkingen fortsatte i ytterligere fire 

dager etter matingen. 10 

Det ble tatt ut prøver ved å overføre 0,8 ml av hele buljongen til et 2 ml 

eppendorfrør med hette. 0,8 ml acetonitril ble tilsatt sammen med 0,015 ml 

maursyre før blandingen ble ristet i 30 minutter på en Vibrax. Deretter ble røret 

sentrifugert ved 13000 rpm i 10 minutter og 0,15 ml av supernatanten ble tatt ut for 

analyse. Porsjonene ble analysert som beskrevet blant de generelle 15 

framgangsmåtene. 

Tabell 1 viser mutasyntonene som ble matet på denne måten, sammen 

med addisjonsproduktene ifølge LCMS H+ og Na+, ventet molekylmasse og 

retensjonstid for de observerte mutasyntetiske sanglifehrinproduktene. Den viser 

også de største toppene som gjelder sanglifehrin A-analogene. Det ble også sett 20 

LCMS-topper for sanglifehrin B-analoger (masse −18). 

Tabell 1 

Matet 

mutasynton 

Mutasyntonnavn [M−H]− 

observert 

(m/z) 

[M+Na]+ 

observert 

(m/z) 

molekyl-

masse 

(amu) 

retensjons-

tid 

(minutter) 

 

2-amino-3-(3-

fluor-5-

hydroksyfenyl)-

propansyre 

1106,4 1130,4 1107,4 5,7 

 

metyl-2-amino-

3-(3-fluor-5-

hydroksyfenyl)-

propionat 

1106,4 1130,4 1107,4 5,7 
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Eksempel 4 – Isolere 63-fluorsanglifehrin A, mellomprodukt 14 

Gjæringen ble utført som beskrevet i de generelle framgangsmåtene 

med metyl-2-amino-3-(3-fluor-5-hydroksyfenyl)-propanat og DL-piperazinsyre som 

forløpere, begge tilsatt etter 26 timer. 5 

Etter høstingen ble buljongene slått sammen og justert til ca. pH 3 med 

maursyre og sentrifugert (3300 G) i 25 minutter for å separere cellene og polymer 

fra den klarede buljongen. Den klarede buljongen ble kastet etter at analysen 

hadde bekreftet at den inneholdt mindre enn 5 % av målforbindelsen. Cellene og 

polymeren ble omrørt med 2 volumer acetonitril i 1 time med magnetrører. 10 

Acetonitrilekstraktet ble utvunnet enten ved sentrifugering eller ved tyngdesedi-

mentering. Så ble cellene og polymeren ekstrahert med acetonitril igjen under 

samme forhold. De sammenslåtte acetonitrilekstraktene ble konsentrert til et 

vandig restvolum under redusert trykk og så justert til pH 6. Dette ble ekstrahert to 

ganger med etylacetat og de sammenslåtte organiske fasene inndampet til tørrhet 15 

under redusert trykk for å isolere det endelige urene produktet (1,3 g). 

Det urene ekstraktet (1,3 g) ble løst i etylacetat (2 ml) og fylt på en 

silikagelkolonne (10 x 2 cm) kondisjonert med etylacetat (500 ml). Kolonnen ble 

eluert med etylacetat og så med trinnvise økninger i aceton (10 %, 20 %, 30 % 

osv. i etylacetat). Omtrent 250 ml fraksjoner ble tatt ut og målforbindelsen ble 20 

identifisert ved analytisk LC, slått sammen og inndampet til tørrhet. Dette 

materialet (278 mg) ble løst i metanol (1,8 ml) og renset ved preparativ HPLC. Det 

ble brukt en Waters Xterra MSC18-kolonne (10 mikron, 19 cm x 250 mm) og 

løsningsmidlet ble pumpet med 21 ml/min. Løsningsmiddel A var vann og 

løsningsmiddel B var acetonitril. Kolonnen ble kjørt isokratisk med 50 % B i 6 25 

minutter før injeksjonen og en gradient til 100 % B etter den i 30 minutter. Rene 

fraksjoner ble identifisert ved HPLC-UV og slått sammen. Disse fraksjonene ble 

inndampet til tørrhet under redusert trykk for å isolere målforbindelsen i form av et 

hvitaktig fast stoff (20 mg). 

 30 
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Eksempel 5 – Syntese av dietyl-(2-(1,2-oksazinan-2-yl)-2-oksoetyl)-

fosfonat 

 

En løsning av 21-1 (ChemCollect, Tyskland) (100 mg, 0,81 mmol), Et3N 

(246 mg, 2,43 mmol) i tørr DCM (5 ml) ble tilsatt kloracetylklorid (138 mg, 1,22 5 

mmol) dråpevis. Reaksjonsblandingen ble omrørt ved romtemperatur i 3 timer, helt 

i isvann og ekstrahert med etylacetat. Det organiske sjiktet ble vasket med 

saltløsning og tørket over Na2SO4, filtrert, konsentrert i vakuum. Konsentratet 

(21.2) ble brukt i neste trinn uten videre rensing. (123 mg, 90 % utbytte). 

En blanding av 21-2 (123 mg, 0,75 mmol) og trietylfosfitt (250 mg, 1,50 10 

mmol) ble omrørt ved 140 °C i 6 timer. Reaksjonsblandingen ble avkjølt til 

romtemperatur og renset ved flash-kromatografi for å isolere 21. 

 

Alternativ syntese av dietyl-(2-(1,2-oksazinan-2-yl)-2-oksoetyl)-fosfonat, 

21 15 

 

Allmenn prosedyre for å framstille 21a-2 

 

En løsning av t-BuOK (84,0 g, 0,75 mol) i tetrahydrofuran (2,0 l) ble 

tilsatt 21a-1 (50,0 g, 0,38 mol) porsjonsvis ved romtemperatur. Blandingen ble 20 

omrørt i 1 time ved romtemperatur. 1,4-dibrombutan (81,2 g, 0,38 mol) ble tilsatt 

dråpevis ved romtemperatur. Så ble blandingen omrørt ved 80 °C i 16 timer. Etter 

avkjøling ble det tilsatt vann (2000 ml) og blandingen ble ekstrahert med etylacetat 

(2 x 1000 ml). De sammenslåtte organiske sjiktene ble tørket over vannfritt 
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Na2SO4 i 16 timer, og etter at de var filtrert og konsentrert, ble konsentratet renset 

ved kolonnekromatografi på silikagel (elueringemiddel: petroleter:etylacetat = 

100:1 til 10:1) for å isolere 21a-2 (57 g) i form av en fargeløs olje. 

 

Generell prosedyre for å framstille 21a-3 5 

 

En løsning av 21a-2 (55 g, 0,29 mol) i tert-butylmetyleter, TBME (80 ml) 

ble tilsatt en løsning av 4 N HCl (600 ml, i TBME) ved romtemperatur, og 

blandingen ble omrørt i 3 timer ved romtemperatur. Det utfelte faste stoffet ble 

filtrert fra og vasket med TBME (50 ml) for å isolere 21a-3 (30 g) i form av et hvitt 10 

fast stoff. 

Allmenn prosedyre for å framstille 21 

 

En omrørt løsning av 21a-4 (35 g, 0,18 mol), hydroksybenzotriazol 

(HOBT) (29 g, 0,21 mol) og Et3N (71 ml, 0,51 mol) i vannfritt diklormetan (550 ml) 15 

ble tilsatt 1-etyl-3-(3-dimetylaminopropyl)-karbodiimid (EDCI) (41 g, 0,21 mol) 

porsjonsvis ved 0 °C, Reaksjonsblandingen ble omrørt ved 0 °C i 0,5 time før den 

ble tilsatt 21a-3 (24 g, 0,30 mol) ved 0 °C og omrørt i 16 timer. Da viste TLC 

(petroleter/etylacetat: 3/1) at reaksjonen var fullstendig. På dette tidspunktet ble 

reaksjonsblandingen helt langsomt i vann (500 ml) med kraftig omrøring.  20 

Blandingen ble ekstrahert med diklormetan (2 x 200 ml). De 

sammenslåtte organiske sjiktene ble vasket med saltløsning (2 x 100 ml), tørket 

over Na2SO4, filtrert og konsentrert til et urent produkt. Kromatografi 

(petroleter/etylacetat, 100:1 til 10:1) ga 21 (38 g) i form av en gul olje. 

 25 

 

NO/EP2691412

kls
Rektangel



EP2 691 412 

 
 
 

63 

Eksempel 6 – Framstilling av mellomproduktet 23-3 

 

En omrørt løsning av 14 (430 mg, 0,38 mmol) ble tilsatt (DHQ)2PHAL 

(18,6 mg, 0,024 mmol), osmiumtetroksid (0,156 ml, 0,012 mmol) i tert-butanol (2,5 

vekt-%, 0,079 mmol/ml) og metansulfonamid (74 mg, 0,77 mmol) i 20 ml tert-5 

butanol ved romtemperatur og en løsning av kaliumferricyanid (382 mg, 1,16 

mmol) og kaliumkarbonat (160 mg, 1,16 mmol) i 20 ml vann, noe som ga en brun 

emulsjon. Etter 2 timer ble det tilsatt en løsning av natriumsulfitt og omrøringen 

fortsatte i 20 minutter. Den resulterende blandingen ble ekstrahert med etylacetat 

(3 x 50 ml). De sammenslåtte organiske lagene ble vasket med saltløsning, tørket 10 

over vannfritt natriumsulfat, filtrert og konsentrert under redusert trykk og renset 

ved flash-kromatografi med omvendte faser, noe som ga 23-2 i form av et hvitt fast 

stoff. 

 

En omrørt løsning av 23-2 (240 mg, 0,21 mmol) i 24 ml av en 2:1 15 

blanding av THF og vann ble tilsatt natriumperjodat (91 mg, 0,42 mmol). 

Blandingen ble omrørt ved romtemperatur i 3 timer og så tilsatt mettet vandig 

natriumbikarbonat. Denne blandingen ble ekstrahert med tre porsjoner av 

etylacetat. De sammenslåtte organiske fasene ble vasket med én porsjon vann og 

to porsjoner mettet saltløsning og tørket over vannfritt natriumsulfat, filtrert og 20 

konsentrert under redusert trykk. Konsentratet ble renset til 23-3 ved flash-

kromatografi med omvendte faser. 

NO/EP2691412

kls
Rektangel



EP2 691 412 

 
 
 

64 

 

Eksempel 7 – Framstilling av forbindelse 24 

 

En løsning av 21 (42 mg, 0,168 mmol) i THF (2,0 ml) ble tilsatt NaH (1,2 

mg, 0,05 mmol) i vannfri THF (0,2 ml) ved 0 °C under omrøring. Så ble løsningen 5 

omrørt ved 20 °C inntil den klarnet. Deretter ble den klare løsningen tilsatt 23-3 (30 

mg, 0,042 mmol), og blandingen ble omrørt ved 20 °C i 2 timer. Reaksjonen ble 

stoppet med vann (10 ml) og blandingen ble ekstrahert med etylacetat (3 x 20 ml). 

Det organiske sjiktet ble vasket med saltløsning og tørket over Na2SO4, filtrert og 

konsentrert i vakuum. Konsentratet ble renset ved preparativ HPLC for å isolere 10 

24 i form av et hvitt fast stoff. 

 

Eksempel 8 – Framstilling av forbindelse 24 i fast krystallinsk form (form 

I) 

10 mg av amorf forbindelse 24 ble slemmet opp i metylisobutylketon 15 

(MIBK) (500 μl, 50 volumer) og så ble temperaturen sirkulert mellom 

romtemperatur og 40 °C hver 4. time i totalt 5 dager. Det resulterende faste stoffet 

ble isolert ved å dekantere av overskudd av løsningsmiddel før det ble tørket 

under vakuum til forbindelse 24 i krystallinsk form (form I). XRPD-mønsteret går 

fram av tabell 2 nedenfor. Framgangsmåten for å få fram XRPD-dataene er 20 

beskrevet i de generelle framgangsmåtene. 

Tabell 2 

Toppnr. Posisjon [°2 theta] Relativ intensitet [%] 

   

1 6,2097 6,86 

2 6,5031 7,76 

3 8,2581 27,43 

NO/EP2691412

kls
Rektangel



EP2 691 412 

 
 
 

65 

4 8,4838 33,64 

5 9,5994 23,88 

6 10,0981 8,54 

7 11,0546 29,76 

8 12,5883 14,81 

9 13,1703 7,1 

10 13,9184 100 

11 14,2891 13,04 

12 14,9759 10,37 

13 15,3159 5,81 

14 16,8844 18,15 

15 17,1816 9,72 

16 17,7384 53,03 

17 18,1703 9,02 

18 18,5613 32,19 

19 19,0241 52,81 

20 19,4201 5,08 

21 20,0954 13,7 

22 20,449 63,25 

23 20,8962 43,44 

24 21,1871 15,02 

25 21,6388 16,08 

26 23,0029 50,8 

27 23,2869 17,19 

28 23,6883 17,16 

29 24,1071 13,7 

30 24,2587 19,55 

31 24,9948 13,34 

32 25,209 26,16 

33 25,9577 10,06 

34 26,4298 9,38 
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35 27,3687 11,1 

36 29,0171 7,95 

37 29,5603 5,14 

38 30,0609 7,35 

39 30,5824 6,5 

40 32,1814 4,39 

41 32,6521 6,74 

42 33,5957 6,6 

43 34,7946 9,04 

 

Eksempel 9 – Biologiske data – HCV-replikon og analyse 

Forbindelsene ble analysert i genotype 1b-replikonanalysen med 

Huh5.2-celler som beskrevet i de generelle framgangsmåtene. Ciklosporin A, 1, 

DEBIO-025, 2, sanglifehrin A, 5, og den hydroksymakrosykliske forbindelsen, 6, 5 

ble tatt med som sammenlikning. 

Forbindelse EC50 (μM) CC50 (μM) Selektivitetsindeks 

Ciklosporin A, 1 0,62 28 52 

DEBIO-025, 2 0,096 11,2 111 

Sanglifehrin A, 5 0,318 9,1 28,7 

Hydroksymakrosyklisk 

forbindelse, 6 

8,4 83,6 9,9 

24 0,033 >100 >3030 

 

Som man kan se er forbindelsen ifølge oppfinnelsen, 24, vesentlig 

sterkere i Huh5.2-replikonanalysen (som vist ved lav EC50), med vesentlig bedre 

selektivitet mot cellelinjen (som vist ved høy selektivitetsindeks) enn CsA, Debio-10 

025, SfA og den hydroksymakrosykliske forbindelsen. 

 

Eksempel 10 – Biologiske data – aktivitet mot HIV 

Forbindelsene ble analysert i en HIV-antivirusanalyse med HaLa-celler 

som beskrevet i de generelle framgangsmåtene. Ciklosporin A, 1, DEBIO-025, 2 15 
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og de antivirale midlene mot HIV, emtricitabin og tenofovir ble tatt med som 

sammenlikning. 

 

Forbindelse HeLa-celler, EC50 

(μM) 

Ciklosporin A, 1 5,3 

DEBIO-025, 2 1,5 

Emtricitabin 0,4 

Tenofovir 1,05 

24 0,13 

 

Som man kan se, hemmer forbindelsen ifølge oppfinnelsen, 24, HIV-5 

infeksjon vesentlig sterkere enn CsA, DEBIO-025, emtricitabin eller tenofovir ifølge 

denne analysen. 

 

Eksempel 11 – Biologiske data – murin in vivo-farmakokinetikk oral og 

iv 10 

For å vurdere farmakokinetikken til forbindelsene i et in vivo-perspektiv, 

ble forbindelsene dosert med 10 eller 5 mg/kg po og 1 mg/kg iv på CD1-mus. Det 

ble utført farmakokinetisk analyse som beskrevet i de generelle metodene. De 

farmakokinetiske parameterne er framstilt nedenfor. 

Forbindelse Dose 

(mg/kg) 

Utskilling 

(l/h/kg) 

po-AUCsist 

(ng.h/ml) 

Sanglifehrin A, 5 10 0,054 2332 

24 5 0,017 8223 

 15 

Som man kan se, har forbindelsene 24 lavere utskilling og økt oral 

eksponering (som den høye po-AUCsist viser) enn sanglifehrin A. 

 

Eksempel 12 – Biologiske data – hemming av CypA PPIase-aktiviteten 

For å vurdere den direkte hemmingen av aktiviteten til peptidyl-prolyl-20 

cis-trans-isomerase (PPIase) fra CypA ble det brukt en framgangsmåte som 
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beskrives blant de generelle framgangsmåtene. Ciklosporin A, 1, DEBIO-025, 2 og 

sanglifehrin A, 5, ble brukt som kontroller. 

Forbindelse CypA PPIase, 

IC50 (nM) 

Ciklosporin A, 1 9,7 

DEBIO-025, 2 0,8 

Sanglifehrin A, 5 2,4 

24 0,31 

 

Som man kan se, hemmer forbindelsen ifølge oppfinnelsen, 24, CypA 

PPIase sterkere enn sanglifehrin A, DEBIO-025 eller ciklosporin A. 5 

 

Eksempel 13 – Biologiske data – hemming av bilirubintransportører 

For å vurdere den potensielle ikke ønskelige hemmingen av 

bilirubintransportører, som antas å være årsaken til den dosebegrensende 

hyperbilirubinemien som opptrer med DEBIO-025, ble transportørhemmingen 10 

analysert in vitro som beskrevet i de generelle framgangsmåtene. 

Forbindelse OATP1B1, 

IC50 (μM) 

OATP1B3, 

IC50 (μM) 

MRP2, IC50 

(μM) 

MRP3 IC50 

(μM) 

Ciklosporin A, 

1 

0,85 0,13 4,1 3,1 

DEBIO-025, 2 0,45 0,19 16,0 >50 

24 4,3 1,8 >50 >50 

 

Som man kan se, gir forbindelsen ifølge oppfinnelsen, 24, mye mindre 

hemming av konjugerte og ukonjugerte bilirubintransportører enn DEBIO-025 og 

ciklosporin A. 15 

 

Eksempel 14 – Biologiske data – hemming av xeniobiotiske 

transportører 

For å vurdere potensialet for legemiddelinteraksjoner gjennom 

hemming av xenobiotiske transportører, ble hemmingen av P-glykoprotein 20 
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(Pgp/MDR1) og gallesalteksportpumpen (BSEP) analysert in vitro som beskrevet i 

de generelle framgangsmåtene. 

Forbindelse Pgp, IC50 (μM) BSEP, IC50 (μM) 

Ciklosporin A, 1 0,73 0,46 

DEBIO-025, 2 0,72 0,18 

24 >50 12,3 

 

Som man kan se, gir forbindelsen ifølge oppfinnelsen, 24, mye mindre 

hemming av xenobiotiske transportører som potensielt er involvert i legemiddel-5 

interaksjoner, enn DEBIO-025 og ciklosporin A. 
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<210> 1 

<211> 77 25 
<212> DNA 

<213> Kunstig 
 

<220> 

<223> Primer 30 
 

<400> 1 
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<210> 4 

<211> 37 

<212> DNA 5 
<213> Kunstig 

 

<220> 

<223> Primer 

 10 
<400> 4 

cagagaattc gcggtacggg gcggacgaca aggtgtc                         37 

 

<210> 5 

<211> 39 15 
<212> DNA 

<213> Kunstig 

 

<220> 

<223> Primer 20 
 

<400> 5 

gcgcatgcat gtgccggtgc cggtccgcga gccgcttgg                      39 
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<210> 6 

<211>  40 

<212>  DNA 

<213> Kunstig 5 
 

<220> 

<223> Primer 

 

<400> 6 10 
cctcatgcat ctggaggacg tcgcaggtga attctgggcg                    40 
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<211>  33 15 
<212>  DNA 

<213> Kunstig 

 

<220> 

<223> Primer 20 
 

<400> 7 

gggcaagctt ctcctggctg agcttgaaca tcg                           33 

 

 25 
<210> 8 

<211> 3994 

<212>  DNA 

<213> Kunstig 

 30 
<220> 

<223>  DNA fragment 

 

<400> 8 

 35 
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Patentkrav 

 

1. Forbindelse av formel (I): 

 

Formel (I) 5 

inkludert alle tautomerer av den, eller en isomer av den der C=C-bindingen i C-

26,27 som er framstilt som trans, er cis, og inkludert en 

metanoladdisjonsforbindelse med den, der det er dannet et ketal ved å kombinere 

(eventuell) keto i C-53 og hydroksylgruppen i C-15 med metanol, 

eller et farmasøytisk aksepterbart salt av den. 10 

 

2. Forbindelse ifølge krav I i fast krystallinsk form. 

 

3. Forbindelse ifølge krav 2 i form den krystallinske polymorfen Form I som 

har følgende røntgenkrystallografiske data: 15 

Toppnr. Posisjon [°2 theta] Relativ intensitet 

[%] 

   

1 6,2097 6,86 

2 6,5031 7,76 

3 8,2581 27,43 

4 8,4838 33,64 

5 9,5994 23,88 

6 10,0981 8,54 

7 11,0546 29,76 

8 12,5883 14,81 
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9 13,1703 7,1 

10 13,9184 100 

11 14,2891 13,04 

12 14,9759 10,37 

13 15,3159 5,81 

14 16,8844 18,15 

15 17,1816 9,72 

16 17,7384 53,03 

17 18,1703 9,02 

18 18,5613 32,19 

19 19,0241 52,81 

20 19,4201 5,08 

21 20,0954 13,7 

22 20,449 63,25 

23 20,8962 43,44 

24 21,1871 15,02 

25 21,6388 16,08 

26 23,0029 50,8 

27 23,2869 17,19 

28 23,6883 17,16 

29 24,1071 13,7 

30 24,2587 19,55 

31 24,9948 13,34 

32 25,209 26,16 

33 25,9577 10,06 

34 26,4298 9,38 

35 27,3687 11,1 

36 29,0171 7,95 

37 29,5603 5,14 

38 30,0609 7,35 

39 30,5824 6,5 

40 32,1814 4,39 

41 32,6521 6,74 

NO/EP2691412

kls
Rektangel



EP2 691 412 

 
 
 

107 

42 33,5957 6,6 

43 34,7946 9,04 

 

4. Forbindelse ifølge ett av kravene 1 til 3 til bruk som legemiddel. 

 

5. Forbindelse ifølge ett av kravene 1 til 3 til bruk som legemiddel til 

behandling av virusinfeksjoner som HCV- eller HIV-infeksjoner eller som 5 

immunundertrykkende middel eller antiinflammatorisk middel. 

 

6. Farmasøytisk sammensetning som innbefatter en forbindelse ifølge ett av 

kravene 1 til 3 sammen med et farmasøytisk aksepterbart fyllstoff eller bærerstoff. 

 10 

7. Farmasøytisk sammensetning som innbefatter en forbindelse ifølge ett av 

kravene 1 til 3 sammen med et farmasøytisk aksepterbart fyllstoff eller bærerstoff 

og som også innbefatter et andre eller påfølgende virkestoff. 

 

8. Prosess for å framstille en forbindelse ifølge krav 1 som innbefatter å 15 

bringe en forbindelse av formel (V) 

 

Formel (V) 

der begge R11 hver for seg er C1–4-alkyl eller benzyl, 

til å reagere med en aldehydisk makrosyklisk forbindelse (av formel VI): 20 

 

Formel (VI) 
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9. Forbindelse av formel (VI): 

 

Formel (VI) 

 

10. Framgangsmåte for å framstille en forbindelse av formel (I) i form av sin 5 

krystallinske polymorf Form 1 ifølge krav 3, som innbefatter trinnet å krystallisere 

en forbindelse av formel (I) fra metylisobutylketon. 

______________________ 
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