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Cyclosporin A, a Peptide Metabolite from Tvichoderrna polysporum (LINK ex PERS.) 
Rifai, with a remarkable immunosuppressive activity. - Summary. Two antifungal 
metaboliies, cyclosporins A and C, were isolated from a strain of Trichoderma polysporum (LINK 
ex PERS.) Rzfai. Cyclosporin A, the main component, has the molecular formula C,jzHlllNnOlz as 
deduced by NMR. and mass spectra. Hydrolytic cleavage of cyclosporin A furnished 11 amino 
acids as fragments, among them an artefact of a new Cg-amino acid. The amino acid sequence 
was determined by Edman degradation of iso-cyclosporin A, a basic rearrangement product 
formed from cyclosporin A by N,  O-acyl migration. In an independent investigation an X-ray 
analysis of the iodo derivative 10 was performed (see the following paper). On the basis of the 
chemical, spectroscopic and crystallographic evidencc the complete structure of cyclosporin A 
was elucidated as the neutral cyclic oligopeptide 1. Cyclosporin A and C show remarkable immuno- 
suppressive and antiphlogistic activities in several pharmacological models. 

Aus Kulturen eines neuen Stammes der Gattung Trichoderma (fungi imperfect;) 
wurde ein Gemisch von Metaboliten isoliert, die durch antifungische Aktivitaten 
auffielen. Der neue Pilzstamm, der aus einer bei Hardanger, Norwegen, gesammelten 
Bodenprobe erhalten wurde, liess sich aufgrund seiner wesentlichen morphologischen 
Merkmale und des Wachstums auf verschiedenen Nahrboden als Trichoderma 
polysporum (LINK ex PERS.) Rifai bestimmenl) 2) .  Zur Isolierung der aktiven 
Stoffwechselprodukte wurden Kulturbriihen des Pilzes mit n-Butylacetat ausgeriihrt 
und der Extrakt durch Verteilen zwischen 90proz. Methanol und Petrolather ent- 
fettet. Chromatographie des rohen Gernisches an Kieselgel fiihrte zu einem angerei- 
cherten Wirkstoffkomplex. Weitere Chromatographien an Sephadex LH-20 und an 
neutralem Aluminiumoxid lieferten schliesslich zwei einheitliche Komponenten, die 
als Cyclosporin A und C bezekhnet wurden3). Die zwei Metaboliten scheinen struk- 
turell nahe verwandt zu sein ; sie lassen sich mittels Dunnschichtchromatographie 
auf ((Polygram Sil G D gut voneinander unterscheiden. Zur Reinheitspriifung ist auch 
die Hochdruckfliissigkeits-Chromatographie (4Reversed-phase a-Methodik) geeignet. 

1) Eine Kultur des neuen Stammes wurde beim United States Department of Agriculture 
(Northern Research and Development Division), Peoria, Ill., USA, unter der Nummer NRRL 
8044 deponiert. 
Isolierung, Zuchtung und Taxonomie des neuen Stammes sowie mikrobiologische Teste der 
Cyclosporine werden an anderer Stelle publiziert [l]. 
Cyclosporin B wurde erstmals neben Cyclosporin A aus Cylindrocarpon lucidurn BOOTH iso- 
liert. Uber diese Untcrsuchungen sowie iiber die Strukturermittlung von Cyclosporin C werden 
wir sp&ter berichten. 

2) 

3) 
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Die beiden Metaboliten zeigen eine spezifische ant ifungische M'irkung gegen ge- 
wisse Hefen und Pilze2). Uberraschenderweise bewirlten Cyclosporin A und C in 
verschiedenen pharmakologischen Versuchsanordnungen aucli eine starke Hemmung 
sowohl der humoralen als auch der zellularen Immunitat [ Z ] .  Ferner wirken beide 
Stoffe am Model1 der Fve~~nd-Adj~vans-Arthritis entzundungshemmend [2]. 

Im folgenden berichten wir uber die Strukturermit tlung des Hauptmetaboliten, 
Cyclosporin A. 

1.  Orientierende Untersuchungen. - Cyclosporiri A kristallisiert aus Aceton 
in Form weisser Nadeln voin Sinp. 148-151" ; [Mjg = - 244" (Chloroform) und = 

- 189" (Methanol). Der Metabolit ist in den meisten organischen Losungsmitteln gut, 
in Wasser und Petrolather dagegen nur schwach loslich. Titration und Verhalten bei 
der Papier-Elektrophorese zeigen, dass Cyclosporin A weder basische noch saure 
Gruppen aufweist. Reagentien zum Nachweis von Peptiden und Alkaloiden wie 
Clz/Benzidin bzw. 3,5 ,3 ' ,  5'-Tetramethylbenzidin, Dragendorjj-Reagens usw. erzeugen 
mit Cyclosporin A keine oder nur schwache Farbungen. Die Elementaranalysen 
liefern folgende Durchschnittswerte: C 61,8, H 9,5, N 12,G und 0 15,8%. Das UV.- 
Spektrum zeigt lediglich Endabsorption gegen 200 nm ; das 1R.-Spektrum ist im 
Bereich von 1700-1800 em-1 leer, bei 1630-1670 em-1 tritt eine intensive breite 
Amid-Carboiiylbande auf (Fig. 1). 

Fig. 1. IR.-Spektrum vow Cyclosporin A in CHzClz 

Die NMR.-Spektren, deren Interpretation spater tliskutiert wird, lassen auf das 
Vorliegen eines Peptids mit vermutlich 11 z.T. AT-metliylierten Aminosauren sowie 
einer OH-Gruppe und einer (C=C)-Doppelbindung schliessen. Die OH-Gruppe ist 
reaktionstrage und Iasst sich nur schwer acylieren. Die Doppelbindung ist leicht 
hydrierbar, wobei Cyclosporin A (1) unter Aufnahine von 1 mol H2 in Diliytlro- 
cyclosporin A (2) ubergeht. 

Erste Informationen uber die Aminosaure-Komponenten des Cyclosporins A 
brachten orientierende Hydrolyseversuche. Das durch Einwirkung von 6 s  HC1 bei 
115" erhaltene Gemisch der Spaltprodukte wurde nacli Moore & Stein [3] analysiert, 
wobei folgende essentielle Aminosauren identiiiziert wurden (Tab. 1). 

Unter den angewandten Analysebedingungen wurden iV-methylierte Aminosauren 
niit Ausnahme des Sarkosins nicht erfasst, da sie mit Ninhydrin zu schwache Farb- 
reaktionen gaben. Aus diesen Voruntersuchungen geht hervor, dass Cyclosporin A 
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TabeIIc 1. Analyse der Hydrolyseprodukte nach Moore & Stein 
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~~ ~~ 

Aminosaure ,umole/mg Verhaltnis 
~~~~ ~~ ~ ~ 

Sarkosin 0,95 1,07 
Alanin 1,83 2,07 
a- Aminobuttersaure 0,72 0,81 
Valin 0,93 1,05 

ein aus 11 Aminosauren aufgebautes, vermutlich cyclisches Oligopeptid darstellen 
konnte. 

2. Massenspektren und Bruttoformel von Cyclosporin A. - Das Massen- 
spektruni des Cyclosporins A zeigt im ersten Moment der Aufnahme deutliche Pike 
bis m/e 1201. Der hochste Massenpik verliert jetloch rasch an Intensitat und ist in we- 
nigen Minuten verschwunden, gleichzeitig gewinnt der Fragment-Pik bei m/e 1183 an 
Intensitat, und das Spektrum bleibt stabil. Die Molmasse des Cyclosporins A betragt 
demnach 1201; das Auftreten der Ionen bei mle 1183 ist durch die Eliminierung von 
HzO zu erklaren. Die exakten Massen konnten mit Hilfe des (( Peak-Matching))-Ver- 
fahrens zu 1183,831 & 0,003 und zu 1201,842 f 0,003 bestimmt werden. Aus letz- 
terer lasst sich fur Cyclosporin A die Bruttoformel CszHlllNllOlz (physikalische 
Molmasse 1201,841) ableiten. Diese Summenformel steht mit den Analysendaten und 
den NMR.-Befunden in Ubereinstimmung. Eine unabhangige Bestimmung der 
Molmasse erfolgte durch die Felddesorptions-Massenspektren von Cyclosporin A und 
seinem Dihydroderivat4). Die Masse der Molekular-Ionen wurde zu 1201,8 bzw. 
1203,6 ermittelt, wobei der Fehler nicht mehr als ca. 0,4 Masseneinheiten betragen 
durfte. 

3. Diskussion der NMR.-Spektren. - Aus dem komplexen 1H-NMR.- 
Spektrum bei 90 MHz (Fig. 2) lassen sich folgende Informationen gewinnen: Das 
Integral zeigt das Vorliegen von 118 & 10 Wasserstoffatomen an. Zwischen 7 und 8 
ppm treten vier Signale von schwer austauschbaren Amidprotonen auf, mit Kopp- 
lungen J(NH-CH) von 7-10 Hz. Im Gebiet von 4-6 ppm sind 13 Signale zu erkennen, 
von denen zwei als Vinylwasserstoffatome interpretiert werden5) . Die restlichen 11 
Signale werden H(a)-Atomen von Aminosauren zugeordnet. Bei 3,7 ppm erscheint 
ein Hydroxylsignal sowie das Triplett einer Methingruppe, das moglicherweise von 
der Sequenz -CH-CHOH-CH- stammt. Zwischen 2,5 und 3,5 ppm erkennt man 
sieben Methylsignale, die verinutlich von N-methylierten Aminosaurekomponenten 
herruhren. Ein breites Methylsignal bei 1,6 ppni (Y l i z  ca. 8 Hz) entspricht wahrschein- 
lich der Teilstruktur CHs-CH=CH-. Schliesslich erkennt man im Gebiet von 0,5-1,5 
ppm Signale von ungefahr 16 aliphatisch gebundenen Methylgruppen. 

Das 13C-NMR.-Spektrum zeigt 58 Signale. Aufgrund der relativen Intensitaten 
kann angenommen werden, dass Cyclosporin A, entsprechend der im MS. gefundenen 
Bruttoformel, 62 Kohlenstoffatome enthalt. Deutlich zu erkennen sind die beiden 
sp2-Kohlenstoffatom-Signale der Vinylgruppe bei 125,6 ppm und 129,2 ppm. 11 Car- 

4) 

5 )  

Wir danken der Firma Varian MAT GmbH., Brernen, fur die Aufnahme der Felddesorptions- 
Massenspektren. 
Im IH-NMR.-Spclrtrum von Dihydrocyclosporin -4 sind diese Signale nicht vorhanden. 
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t I 
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Fig. 2. 1H-NMR.-Spektrum van Cyclosporin A bei 90 M H z  in CDCl3, T M S  = 0 $$wn 

bonylkolilenstoffatom-Signale zwischen 169 ppm und 173 ppm bilden ein weiteres 
Indiz fur das Vorliegen von 11 Aminosaure-Einheiten. 

4. Qualitative und quantitative Baustein-Analyse. - Die Peptidstuktur 
des Cyclosporins A wurde durch eine erschopfende Analyse der am Aufhau beteiligten 
Aminosauren bewiesen. 

4.1 Bestimmung der Aminosauren als Triflztoracet~l-methylester. Die nach voll- 
standiger Hydrolyse von Cyclosporin A (1) und seinem Dihydroderivat 2 gewonnenen 
Spaltprodukte wurden nach Darbre & Islam [4] mit Methanol verestert und mit 
Trifluoressigsaure-anhydrid acyliert. Das Gemisch der fluchtigen Produkte wurde 
gas-chromatographisch getrennt und die Aminosaure-Derivate durch Retentions- 
index [5] und Massenspektrum identifiziert. Die priipsrative Trennung erfolgte 
analog, wobei jede Fraktion isoliert und mittels NMR.-Spektrum charakterisiert 
wurde (Tab. 2). 

Wie Tab. 2 illustriert, wurden neben den bereits nachgewiesenen Sarkosin, Alanin 
(2 Molekeln) , a-Aminobuttersaure und Valin zusatzlich noch N-Methylvalin und 
4 Molekeln N-Methylleucin gefunden. Damit sind 10 bekannte Aminosauren als 
Bauelemente des Cyclosporins A identifiziert. Der noch fehlende Aminosaure-Bau- 
stein 5 konnte unter den angewandten Hydrolysebedingungen nicht gefasst werden, 
hingegen gelang es, aus Dihydrocyclosporin A (2) in geringer Ausbeute ein trifluor- 
acetyliertes Dihydroderivat 4 als Abbauprodukt zu isolieren. Die neue Aminosaure, 
die eine AT-Methylgruppe enthalt, wurde aufgrund des C-Gerustes als Cg-Aminosaure 
bezeichnet (Konstitution siehe unter 4.3.). 

4.2. Pra9arative Isolierung derfreien Aminosauren. Zur Konfigurationsbestimmung 
der Aminosauren und zur Isolierung der unbekannten Cg-Aminosaure wurde das 
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Tabelle 2. Trennung der Tr~fluoracetyl-aminosui~~e-methylester( T F A  /OMe)-Derivate 
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Retentions- Mol. Gew. (MS.) Identifizierung Molare Verhaltnisse bei Ber. 
index auf OV 17 als (TFA/OMe)- (MS./NMR.) 

Derivat 1 2 

10,5 199 Ala 1,92 1,96 2 
11,2 213 Abu 0,92 0,89 1 
11,4 227 Val 0,98 0,96 1 
11,8 199 Sar 0,98 0,99 1 
12,5 241 MeVal 0,71 0,71a) 1 
13,4 255 MeLeu 4,20 4,20 4 
15,2 409 4 9 - (0,3) 1 

a) Unvollstandige Hydrolyse und Veresterung. 
b) Unbckannte Dihydro-Cs-aminosaurc. 

nach Hydrolyse von Cyclosporin A mit 6~ HCl entstandene Gemisch der Hydro- 
chloride zunachst mittels t Dowex AG 3-X4 H in die freien Aminosauren ubergefuhrt 
und anschliessend durch Chromatographie an Cellulose in folgende Komponenten 
aufgetrennt : ein Artefakt der Cg-Aminosaure, namlich 6 ,  N-Methyl-L-leucin, N-  
Methyl-L-valin, L-Valin, L-u-Aminobuttersaure, D, L-Alanin und Sarkosin. Alanin 
wurde als Racemat erhalten, offenbar liegen von den zwei nachgewiesenen Einheiten 
je ein D- und L-Isomeres vor; die ubrigen optisch aktiven Aminosauren gehoren zur 
L-Reihe. 

Die gesuchte, neue Cg-Aminosaure 5 wurde nicht in cler ursprunglich im Cyclo- 
sporin A vorliegenden Form, sondern als Cyclisierungsprodukt 6 erhalten (s. 4.3.). 

4.3. Konstitution der Cg-Amiftosaure 5. Wie aus allen verfiigbaren Informationen 
hervorgeht , enthalt die neue Cg-A4minosaure die im Cyclosporin A nachgewiesene 
(C=C)-Doppelbindung und die OH-Funktion als spezifische Strukturelemente. Zu 
ihrer Konstitutionsermittlung wurde der aus Dihydrocyclosporin A erhaltene, tri- 
fluoracetylierte Dihydro-aniinosaure-methylester 4 herangezogen. Dieses Derivat 
weist im NMR.-Spektrum 21 Protonen auf, darunter vier Methylsignale, die einer 
0-Methyl-, einer N-Methyl- und zwei Methylgruppen an C-Atomen zugeordnet 
werden. Im Massenspektrum erscheint der Molekularpik bei m/e 409, entsprechend 
der Bruttoformel C ~ ~ H ~ ~ F C N O ~ .  Unter den zahlreichen Fragmenten sind besonders 
die Massenpike bei wtle 198 und mle 211 aufschlussreich, da sie ungefahr je einer 
Halfte der Molekel entsprechen (Tab. 3). 

Aufgrund dieser Resultate besitzt das N ,  0-Bis(trifluoracety1)-Derivat des 
Dih ydro-Cg-aminosaure-meth ylesters die Formel 4 ; der freien Dihydro-Cg-aminosaure 
kommt folglich Formel 3 zu. 

CH,-CH,-CH,-CH,-~H-CH-CH-COOR~ 
R'O I 1  N-CH, 4 R1 = CF&O 

I 
R1 

R2 = CH, 
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Tabelle 3. Massenspektruw des Bis(trifluoracetyE)-dihydro-Cg-a~iinosuutre-methyEesters 4a)  
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W e  Rlasse des Struktur 
abgespaltenen 
Radikals 

394 
378 
350 
340 
324 
312 
296 
283 
211 
198 

15 
31 
59 
69 
85 
97 

113 
129 
198 
211 

CH3 
CH30 
COOCH3 
CF3 
CH3- (CHz)3-CH--CI-I3 
CF3CO 
CF3COO 
CF3CO-N-CH3 
CFzCO-N(CH3) -CH -COOCH3 
C H ~ - ( C H Z ) ~ - C H ( C H ~ )  -CH-O-COCF3 

a) Molekularpik bei rn/e 409 ( C ~ ~ H ~ ~ F G N O ~ )  

Die Lokalisierung der Doppelbindung in der genuinen Cg-Aminosaure erfolgte 
aufgrund der in den NMR.-Spektren des Cyclosporins A erkennbaren Partialstruktur 
CH3-CH=CH-. Danach besitzt die neue Cg-Aminosaure die Konstitution 5. Auf die 
vorweggenommene (El-Konfiguration der Doppelbindung werden wir noch zuruck- 
kommen. 

/sH2-y, n 

\/ I 
CH3-CH2-CH B $ CH-CH-COOH 

\ n +  cH-cn-coou - CH 
H 

\=C 

3 ‘ ? r  HN-CH 
/ \  / I  

H HO HN-CH3 3 

5 6 

Die Formulierung von 5 als ungesattigte /3-Hydroxysaure erklart auch die Bildung 
des Cyclisierungsproduktes 6 : Unter den stark sauren Hydrolysebedingungen kann 
ein intramolekularer Angriff der Hydroxylgruppe auf die protonierte Doppelbindung 
erfolgen, wobei Cyclisierung zu einem Tetrahydrofuranring eintritt. Molekularpik 
(mje 201) und Elementaranalysen entsprechen der Rruttoformel CloH19N03, d.h. 
der Artefakt 6 ist zur genuinen Cg-Aminosaure isomer. Das NMR.-Spektrum zeigt 
19 Wasserstoffatome; Signale fur Vinylprotonen und freie OH-Gruppe sind nicht 
vorhanden. Aus dem Spektrum ist ferner ersichtlich, dass 6 ein Gemisch der an C(E) 
isomeren Tetrahydrofuranderivate darstellt, d.h. die Cyclisierung erfolgt nicht 
stereospezifisch. 

Mit der Charakterisierung der neuen Cg-Aminosaure und der Identifizierung der 
ubrigen am Aufbau des Cyclosporin A beteiligten Bausteine ist eine unabhangige 
Uberprufung der Bruttoformel von 1 moglich geworden : Das Zusammenfugen der 
11 Aminosaure-Einheiten zu einem neutralen cyclischen Peptid liefert ebenfalls die 
Summenformel C6~H111N1~012. 
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5. Isocyclosporin A (7). - Da Cyclosporin A keine freie Aminogruppe aufweist, 
die eine klassische Sequenzanalyse ermoglicht, wurde zunachst versucht, eine even- 
tuell labile Peptidbindung selektiv zu offnen. Spaltungsreaktionen rnit wasserfreier 
Trifluoressigsaure, die z.B. beim cyclischen Tetrapeptid Chlamydocin erfolgreich 
verliefen [6], fiihrten beim Cyclosporin A (1) auch unter sehr milden Bedingungen 
zu keinem einheitlichen, linearen Folgeprodukt ; es entstanden vielmehr zahlreiche 
Ninhydrin-positive Peptidfragmente unterschiedlicher Zusammensetzung. Eine Auf- 
trennung an Sephadex LH-20 gelang nur unvollkommen und erlaubte keine Ruck- 
schliisse auf die Sequenz der Aminosauren. 

Versuche zur selektiven Offnung von 1 durch Methanolyse nalimen einen un- 
erwarteten Verlauf. So fiihrte die Einwirkung von Methansulfonsaure auf Cyclosporin 
A in Methanol bei 50 O zu einem kristallinen Unilagerungsprodukt, dem Isocyclo- 
sporin A (7) 6) .  Aus Elementaranalysen und Massenspektrum (m/e 1201) ergab sich 
dafiir die Bruttoformel C62HlllN11012 ; 7 ist also zu Cyclosporin A isomer. Isocyclo- 
sporin A zeigt im UV. ebenfalls nur Endabsorption; im 1R.-Spektrum ist neben der 
Amidbande deutlich eine Esterbande bei 1736 em-1 sichtbar, die im Cyclosporin A 
nicht auftritt. Isocyclosporin A (7) erweist sich bei der Elektrophorese als Base, die 
in Methylcellosolve/Wasser 8:2 rnit 0 , l ~  HC1 titrierbar ist ( p K ~ c s  = 4,90). Das 
Vorliegen einer freien (sekundaren) Aminogruppe lasst sich auch aus Acylierungs- 
versuchen ermitteln : Isocyclosporin A bildet ein N-Acetat und ein N-Benzoat. Die 
im Cyclosporin A vorliegende (C=C) -Doppelbindung ist im Isocyclosporin A (7) 
intakt geblieben, wie aus dem NMR.-Spektrum und der Hydrierung zu Dihydro- 
isocyclosporin A (8) hervorgeht. Die Isomerisierungsreaktion ist reversibel, in 
siedendem Dioxan ging Isocyclosporin A (7) wieder in das genuine Peptid 1 iiber. 
Diese Befunde legen die Annahme einer N,O-Acylwanderung in der Cg-Aminosaure 
nahe. Dabei wandert der Acylrest der vorangehenden Aminosaure (N-Methyl-L-valin) 
von der N-Methylaminogruppe unter Ringerweiterung an die sekundare OH-Funk- 
tion. 

A CH, 
1 

C H  

1 Cyclosporin A 7 Isocyclosporin A 8 Dihydro-isocyclosporin A 
(Psrtialstruktur) (Partialstruktur) (Partialstruktur) 

6. Sequenzanalyse mit Isocyclosporin A (7). - Mit Isocyclosporin A (7) ver- 
fiigten wir iiber eiii zu 1 isomeres Peptid mit freigelegter Aminofunktion, die einen 
Edman-Abbau ermoglicht. Das Isomere ist zwar auch cyclisch gebaut, doch war 

6 )  Wie sich spater zeigte, erfolgte die Umlagerung mit Methansulfonsaure auch in Dioxan. 
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anzunehmen, dass die neu gebildete Estergruppe unter den Reaktionsbedingungen 
gespalten wurde. 

Die klassische Ausfiihrungsform des Edmafi-Abbaus [7] musste in wesentlichen 
Punkten modifiziert werden, da sich vor allem drei Eigenschaften des Isocyclosporins 
A als hinderlich erwiesen : a) das Peptid enthalt sieben N-niethylierte Aminosaure- 
Einheiten (der Ednzan-Abbau N-methylierter Peptide ist unseres Wissens noch nicht 
beschrieben worden) ; b) bei der Ablosung der Thiazolinonreste erfolgten jeweils 
unerwiinschte Spaltungen weiterer Peptidbindungen; c) der lipophile Charakter von 
Isocyclosporin A und seinen Abbauprodukten erschwerte die selektive Extraktion 
der abgespaltenen Thiazolinon-Einheiten. 

Da Beyerman et al. [S] am Beispiel des Sarkosins gezeigt haben, dass die Einwir- 
kung von Plienylisothiocyanat auf N-Methylaminosauren zu unerwiinschten Neben- 
produkten fiihrt, verwendeten wir beim Abbau des Isocyclosporins A Methyliso- 
thiocyanat . Die gebildeten N-Methylthiohydantoine sind bei der Gas-Chromato- 
graphie etwas fliichtiger als die Phenylthiohydantoine, und der Uberschilss an 
Reagens kann im Hochvakuum leicht entfernt werden. 

Erste Abbauversuche zeigten, dass speziell die Peptidbindungen an der N -  
methylierten Aminogruppe des MeLeu gegen Trif luoressigsaure sehr empfindlich 
sind und unkontrollierbare Spaltungen zu Peptidfragmenten erfolgen konnen. Zur 
Unterdruckung dieser storenden Nebenreaktionen verwendeten wir deshalb zur 
Abspaltung der Thiazolinone wasserfreie Trifluoressigsaure in 1-Chlorbutan bei 
10-15”. Ferner wurde die Umsetzung des Peptids mit Methylisothiocyanat in waiser- 
freiem Pyridin und Triathylamin anstelle der iiblichen Pufferlosung durchgefuhrt, 
womit das Auftreten von Nebenreaktionen durch die Anwesenheit von Wasser bei 
der Abspaltung des Thiazolinons ausgeschaltet wurde. Da der Ubersciiuss an Reagens 
und Losungsmittel rasch im Hochvakuum entfernt werden konnte, war die Durch- 
fuhrung eines Abbaucyklus innerhalb von 1114 Std. moglich. Trotzdem liessen sich 
Nebenspaltungen nie vollig vermeiden. So wurde z.B. das Methylthiohydantoin 
aus MeLeu von der 3.  Stufe an in jeder weiteren Stufe aufgefunden. Das Spaltprodukt 
wurde jedoch nur dann als repriisentativ erachtet, wenn es in mesentlich grosserer 
Menge als in der vorhergehenden Stufe vorhanden war. 

Isocyclosporin A und seine Abbauprodukte sind derart lipophil, dass sie von den 
ublichen Losungsmitteln (1-Chlorbutan, 1,Z-Dichlorathan) zusammen mit den 
Thiazolinonen extrahiert wurden. Imnierhin gelang es, durch Ausnutzung der 
Loslichkeitsunterschiede im Gemisch Essigester/Petrolatlier 1 : 9 eiiie verniinftige 
Abtrennung der Thiazolinone zu erreichen. 

In Tabelle 4 sind die Abbauresultate zusammengestellt. Der Edrnafi-Abbau 
lieferte erwartungsgemass zuerst die Cg-Aminosaure, und zwar als Methyltliio- 
hydantoin (MTH) eines Anhydroproduktes, dem aufgrund der ;hu’MR.-Spektren und 
des MS. (m/e 238) Formel 9 zukommt. Das hauptsachlich in der 3 .  und 1. Abbaustufe 
gebildete Sar-MTH sowie Val-MTH waren scliwer zu extrahieren. Die Stufen 9 und 
10 wiesen gleich grosse Mengen von MeLeu-MTH und iZla-MTH auf. Da im Cyclo- 
sporin A bzw. der Isoverbindung nur zwei Alaninreste, liingegen vier MeLeu vor- 
liegen, wurde fur beide Stufen MeLeu als Hauptprodukt betrachtet. Das in Stufe 11 
gebildete MeVal-MTH wurde zwar nur in sehr kleiner Ausbeute isoliert, war aber 
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Tabelle 4. Edman-Abbau des Isocyclosporin A (7) 

1083 

Aminoshre Abbaustufe a) 

1 2  3 4 5 6 7 8 9 10 11 

Cg-AS (5)  87 0,s 
Abu 8 9 6 3 1  
Sar 43 4 6 b )  6 3 1 
MeLeu 7 90 16 60 16 2,7 4,O 2,l 0,38 

Ala 4 20 11,3 4,4 2,O 
MeVal 0,25 

Val 5 34 22b) 5 

a) 

b) 

Ausbeuten der jeweiligen Methylthiohydantoine (MTH) in mol-%, bezogen auf eingesetztes 
Isocyclosporin A. 
Diese Restwerte konnen reduziert werden, wenn in der vorangehenden Stufe grossere Mengen 
Extraktionsmittel eingesetzt werden, allerdings unter Verlust von partiell abgebautem 
Peptid. 

0 

7H3 
CH 3 -CH=CH-CH2-CH-CH= 
11 1 0 9  8 7 6 5\:/ 

I 

CH3 
9 

deutlich erkennbar (DC./GC.) . Zur Sicherheit wurde noch eine 12. Abbaustufe 
durchgefiihrt, die jedoch lediglich nichtsignifikante Spuren von MeLeu-MTH und 
MeVal-MTH lieferte. 

Der Edman-Abbau ergab somit fur die 11 Aminosauren des Isocyclosporins A 
bzw. des Cyclosporins A folgende Sequenz: 

1 2 3 4 
C9-AS -Abu -Sar -MeLeu 

V a l  5 

MeLeu-MeLeu- Ala- Ala- M e L e u  

4 t 
t I 

11 M e V a l  

10 9 8 7 6 

Nocli offen bleibt die Frage, in welcher Reihenfolge die beiden Antipoden des 
Alanins auftreten (s. Kap. 7). Ferner sind die Konfiguration der Cg-Aminosaure und 
die Geometrie ihrer Doppelbindung noch nicht bestimmt (s. Kap. 8.). 

7. Jodderivat 10 von Cyclosporin A. - Im Hinblick auf die vollstandige und 
unabhangige Strukturaufklarung des Cyclosporins A wurde ein zur Rontgenstruktur- 
analyse geeignetes Derivat mit Schweratom hergestellt. Cyclosporin A (1) enthalt 
nach den bisherigen Erkenntnissen nur zwei Strukturelemente, die zur Herstellung 
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von Derivaten gunstig sein durften, namlich die sekundare OH-Gruppe und die 
(C=C)-Doppelbindung in der Cg-Aminosaure. Da sich die OH-Gruppe, offenbar wegen 
sterischer Hinderung, als reaktionstrage erwies, konzentrierten wir uns auf Additions- 
reaktionen an der Doppelbindung. Nachdem Oxymercurieruiigsreaktionen zn keinem 
kristallinen Derivat gefuhrt hatten, wandten wir die von R. C. Cambie et al. 191 kiirz- 
lich publizierte Umsetzung einer Doppelbindung mit ,12 und Thallium(1)-acetat an. 
Diese Additioiisreaktion sollte zu einem (Jod-acetoxy)-Derivat fuhren, verlief aber 
beim Cyclosporin A nicht wie erwartet. Wir erhielten zwar ein schon kristallisierendes, 
jodhaltiges Praparat 10, das im NMR.-Spektrum keine Vinylprotonen mehr aufweist, 
aber auch keine Acetylsignale zeigt. Auch Thallium(1)-Salze anderer Carbonsauren, 
z.B. T1-benzoat, lieferten mit 5 2  dasselbe Derivat, d.h. das Carboxylat-ion wurde 
nicht addiert. 

Die Addition von Jod am Cyclosporin A verlief offenbar selektiv und ohne 
Anderung der sterischen Verhaltnisse an den nichtbet eiligten Zentren der Molekel. 
10 ging namlich mit Zinkstaub in Eisessig leicht wieder unter tvans-Eliminierung in 
das genuine Cyclosporin A uber. Elementaranalyse und Molekularpik (mje 1327) des 
Jodderivats 10 entsprechen der Summenformel CszHl10 JNllOlz. Fragmentpike bei 
m/e 1199 (1327-128) und 1089 (1327-238) sind auf hbspaltung von HJ bzw. des 
gesamten jodhaltigen C7-Fragments der cyclisierten Cg-Amincsaure zuriickzufiihren. 

In  Anlehnung an die bei der sauren Hydrolyse postulierte Tetrahydrofuran- 
struktur des Artefakts 6 nahmen wir bei der Additionsreaktion eine ahnliche Cyclisie- 
rung unter Beteiligung der Hydroxylgruppe an. Damit kommt der jodierten Cg-Ami- 
nosaure Formel 10 zu. 

T100CCH3/J2 

Zn/AcOH 

* 

O H  

C"3 

H 
c n 3 g .  - J 

1 (Partialstruktur) 10 (Partialstruktur) 

Die Rontgenstrukturanalyse [lo] bestatigte die Konstitution von 10 und erlaubte 
die Ableitung der relativen Konfiguration von 1. Die fur Cyclosporin A in Kap. 8 
angegebene absolute Konfiguration ist direkt noch nicht bestimmt worden, sondern 
basiert auf dem experimentellen Nachweis von acht L-Aminosaurebausteinen. Die in 
freier Form bisher nicht isolierte Cg-Aminosaure 5 gehort ebenfalls zur L-Reihe und 
ist als (ZS, 3 R, 4 R)-2-Methylamino-3-hydroxy-4-methyl-oct-6-en-l-saure zu bezeich- 
nen. Mit der Rontgenstrukturanalyse ist aucli die Keihenfolge der beiden enantio- 
meren Alanin-Einheiten festgelegt , 
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8. Konfiguration der (C=C)-Doppelbindung in Cyclosporin A. - Die Geo- 
metrie der Doppelbindung in der Cg-Aminosaure-Einheit 5 ist aufgrund der IH-NMR.- 
Spektren bei 90 MHz wegen ungenugender Auflosung nicht zu ermitteln, obwohl die 
Signale der Vinylprotonen bei ca. 5,3 ppm deutlich sichtbar sind. 1H-NMR.-Spektren 
von Cyclosporin A bei 84,56 kG (c= 360 MHz) in CDCls erlauben eine weitgehende 
Zuordnung der Wasserstoffatome an C(R) der Aminosauren und liefern eine weitere 
Bestatigung der B-Hydroxysaure-Struktur der Cg-Aminosaure, geben jedoch keine 
weiteren Aufschlusse bezuglich der Doppelbindung. In Deuteriobenzol hingegen sind 
die beiden Vinylprotonensignale (H-C(e) und H-C([) der Partialformel 1) deutlich 
getrennt (Fig. 3 ) .  Durch Entkopplung der Methylenprotonen an C(6) bzw. der 
Methylprotonen an C ( q )  ist jeweils die vicinale Kopplung J (s,[) = 16 Hz messbar. 
Darnit ist die (E)-Konfiguration der Doppelbindung in Cyclosporin A bewiesen. 

Mit den prasentierten experimentellen Befunden und sich daraus ergebenden Ab- 
leitungen ist die Struktur des Cyclosporins -4 als 33gliedriges Cyclopeptid der Formel 1 
aufgeklart. Nach der Rontgenanalyse des Jodderivates 10 l a s t  sich die molekulare 

H-CE n 
H-C 6 n 

I I 
6 5 

50 Hz - 

ppm 
a) Unentkoppeltes Spektrum. 
b) 

c) 

Doppelresonanzspektrum unter Bestrahlung von H-C(q) der CS-AS. 
Doppelresonanzspektrum unter Bestrahlung von H-C(6) der Cg- AS. 

Fig. 3. Ausschnitt aus lH-NMRR.-Spektrum van Cyclosporin A bei 360 MHz i n  C& 
70 
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Konformation von Cycloiporiii A am besten ds P-Faltblatt~ti-uktur (AS. Jir. 11, 
1-6, 7) mit einer Sclilinge (gebildet durch AS. Nr. 7-11) besrlirciben, die durch 
drei strebenartige Wasserstoffbrucken stabilisiert tvird i 101. 

CH3\ 

CH3 /""- 

I 
HO, ,CH 

cn 'CH3 

CH3 I I 
L I 

H 

CH3 

CH2 

L I1 
0 

i 
I 

-~H-c-~-~H-co-N-cH-c-~-cH~ 

CH3 
I 

co I 

Cyclosporin A (1) 

Experimenteller Teil 

Allgemeines. - Die Schmelzpunkte sind auf einem Kofl,?v-Block bestiinmt und nicht korri- 
giert. Zur Chromatographie diente Kieselgel ( M w c k ,  Korngrosse 0,06-0,2 min). GV.-Spelitren 
(Angaben von Amax in nm und log 6) wurden in Methanol auf einem Deckii?aiz~z-SpektraIl,hotoiiieter 
Mod. DK 2 aufgenommen. 1R.-Spcktrcn (Angaben in cni-1) wiirdcn, soweit nichts anderes ;tnge- 
geben, in CHzClz auf einem Perkin-Elmev 1R.-Spektrophotometer, Mod. 21 niit Filter, bestiinmt. 
Die Aufnahme der NMlLSpektren eriolgte in CDC13 auf einein Brttkpv I-IX-90-E sowic auf einem 
BruRer HX-360, interncr Standard Tctramethylsilan ( 1 0 ppin), cheniischc Verschiebung in ppni 
(Signalform, Anzahl Protonen, Zuordnung) ; Signalform: s = Singulctt, d = Dublett, t = 'l'riplett, 
q = Quadruplett, yn = Multiplett. Die Elektronenstoss-Masst.nspektrcii (MS.) wurden auf einein 
CEC-Massenspektrometer 21-110 €3 aufgenoinmen (Elektroneric~icr~ic 70 cV, Beschleunigungs- 
spannung 4, 6 hzw. 8 ItV, Quellenteinpcratur 280-30U0, Druck ca. 1 0 - 6  'Torr, Angaben in 
Massenzahlen). Fur die Fclddesorptions-Massenspektrcn dientc ein Masscnspektrornetcr M A  T 711 
(Beschleunigungs- und Ziehspannung je 6 kV, Quellenteinpc.ratur 90", '\'crst~rbungsfalctor des 
Multipliers 106, Scan-(;eschwiiidigkeit 48 sec./Dekacle). 

Isolierung der Hauptmetaboliten [I]. - Die durch aerobc Snbmerszuchtung von 
Trichoderw~a polysporuln (LINK ex PERS.) Rifai (NRRL 8044) erhaltene Kulturbriihe (400 1) wurde 
mit 400 1 n-Butylacetat ausgeruhrt. Nach Auftrennung in einem Westfdia-Separator wurde die 
organische Phase i. V. konzentriert, und der Rohextrakt (446 g) durch 3stufige Verteilung zwi- 
schen 90proz. Methanol und Petrolather entfettet. Das anfallenclc Material (152 g) loste man in 
Chloroform und chromatographierte an 4,5 kg Kieselgel 60 (Mevck, 0,2-0,s mm), wobei Chloro- 
form mit steigenden Anteilen Methanol als Eluierungsmittel diente. Die niit Chloroform/Methanol 
98,5: 1,5 erhaltenen Fraktionen enthielten vorwiegend Cyc1o:jporin A,  die spateren, mit Chloro- 
form/Methanol 97 : 3 eluierten AnteiIe vorwiegend Cyclosporin C. 
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Die Cyclosporin-A-haltigen Fralrtionen wurdcn zusammen an Sephadex LH-20 mit Methanol 
chromatographiert. Die Spitzenfraktionen (total 35,5 g) wurden in Toluol gelost und an 1,8 kg 
Aluminiumoxid (Brockmann Akt. I,  Cumug, Typ 507-C) mit Toluol und steigenden Anteilen 
Essigcster nachchromatographiert. Die einheitlichen Fraktionen (DC.) wurden zusammen in abs. 
Alkohol gelost und einer Kohlebehandlung unterworfen. Aus der filtrierten Losung resultierten 
nacli dcm Eindampfen 29,4 g reines Cyclosporin A in Form eines weissen, amorphen Pulvers. 

Die bei der Chromatographic des entfetteten Rohextraktes an Kieselgel gewonnenen Cyclo- 
sporin-C-haltigen Eluate wurden vereinigt und eingedampft. Den Ruckstand (45 g) chromato- 
graphierte man zunachst mit Methanol an Sephadex LH-20. Die vereinigten Spitzenfraktionen 
(35 g) warden in 130 ml Yiathylather aufgenommen. Diese Losung wurde zu 1080 ml n-Hexan 
getropft, wobei das Rohprodukt (29 g) ausfiel. Es wurde schliesslich an  1,45 kg Kieselgel mit 
Chloroform/Methanol 98 : 2 nachchromatographiert. Ausbeute: 16.5 g einheitliches Cyclosporin C 
als weisses, amorphes Pulvcr. 

Cyclosporin A (1). Amorphes Cyclosporin A kristallisierte aus der 2-3fachen Menge Aceton 
bei - 15" in weissen prisinatischen Nadeln vom Smp. 148-151", [a]g= - 244" (c  = 0,6, Chloro- 
form) und [ci]g= - 189" (c = 0,5, Methanol). 1 ist gut loslich in Methanol, Athanol, Aceton, 
Ather, Chloroform und sehr wenig loslich in Wasser und gesattigten Kohlenwasserstoffen. DC. auf 
Polygram Sil G-Folien mit Chloroform/Methanol 96:4 (Detektion mit Joddampf) : Rf = 0,52. - 
UV. : Endabsorption gegen 200 nm. -1R. : 1630-1670 (Amid), siehe Fig. 1. -1H-NMK. (Fig. 2) : 7,9 
(d, 1 H, NH) ; 7,6 (d, l H ,  NH) ; 7,4 (d, 1 H, NH) ; 7, l  (d ,  1 H, NH) ; 4,2bis5,8 (m, ca.13H,H-C(cr) von 

AS. 1 bis 11, II-C(E) und H-C([) von Cs-AS.); 3,7 (s, 2 H, OH, H-C(P) von Ce-AS.); 3.45 (s, 3 H ,  

Tabelle 5. 13C-NMIi.-Spehtrum von CycZosporin A (1) bei 22,63 MHz in CDCla, TMS = 0 ppm 

d(PPn4 rel. Intensitat Aufspaltung G(ppm) rel. Intensitat Aufspaltung 
(geschatzt) off-resonance (geschatzt) of f-resonance 

173,07 1 S 36,O 1 
173,04 1 s 35,8 1 
172,87 1 S 35,3 1 
172,85 1 S 33,8 1 
170,87 1 s 31,4 1 
170,50 1 S 31,2 1 
170,44 1 S 31,l 1 
169.75 1 5 29,8 1 
169,65 1 S 29,6 1 
169,41 1 S 29,s 1 
169,35 1 S 28,9 1 
129,2 1 d 25,2 1 
125,6 1 d 24,8 2 
74,3 1 d 24,G 2 
58,6 1 d 23,8 2 
57,7 1 d 23,4 1 
57,4 1 d 23,2 2 
55,2 1 d 21,8 1 
55,l 1 d 21,7 1 
55,O 1 d 21,l 1 
50,l 1 t 20,l 1 
48,7 1 d 19,7 1 
48,s 1 d 18.6 1 
48,2 1 d 18,3 1 
44,9 1 d 18,l 1 
40,6 1 17,s 1 
39.2 1 16,8 1 
38,9 1 15,8 1 4 
37,3 1 9 3  1 4 
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NCH,); 3,3 (s ,  3H,NCM3); 3,15 (s,3H,NCH3); 3,05 (s,GH,NCH3); 2,G (s,6H,NCH3); 0,5 bis 2,G 
(m, ca. 75 H); 1,6 (d ,  3 H ,  FI-C(q) von CS-AS.); 1,3 ( s ,  3 H, H- C(B) von hla); 1,2 (d, 3 €i, II-C(p) 
von Ala). - 13C-NMK.: Tabclle 5. - MS.: 1201 (M+),  l l S 3  (M'--€I20). 

CszH111N11012 Ber. C G1,9 1% 9,3 N 12,8 0 16,OX 
(1202,635) Gef. ,, 61,8 ,, 9,5 ,, 12,6 ,, 15,80/, 

Cyclosporin C. Ans 2facher Menge Aceton bei - 15" farblcm prisiiiatische Nadeln vom Snip. 
152-155", [ ~ ] g  = - 255" (c = 0,5, Chloroform) und [cc,lg : - 132" (c = U,5, b'Icthano1). Loslich- 
keiten : gleich wie bei Cyclosporin A. DC. auf Polygram Sil G-Folien niit Chlorofor~ii/~Ieth:~nol 
94:6 (Detektion mit Jod oder Dragendoyff-Reagens) : Kf = 0,23. - UV. : Entlabsorption gc:gcn 
200 nm. - IR.: 1630-1670 (Amid). - MS.: 1217 (Mi - ) ,  1199 ( M + - € 1 ~ 0 ) .  

C S Z H ~ ~ I X I I O ~ ~  Ber. C 61,l  15 9,2 N 12,6 0 17,lqh 
(1218,634) Gef. ,, 60,9 ,, 9,4 ,, 12,9 ,, 17,476 

Dihydrocyclosporin A (2). - Zu einer Suspension yon 250 mg vorliydriertern Pd/C in 20 ml 
Athanol gab man die Losung von 4,81 g Cyclosporin A (1) in GO ml jitlianol und hydriertc bis zur 
beeiidetcn Wasserstoffaufiiahrne. Nacli hbfiltrieren des Iiatalysators wurde die Lijsung cinge- 
dampft und der Riickstand an 500 g Kieselgel chroinatogi-aphiert. Dic niit Chloroforrn-Methanol 
98: 2 eluierten Fraktionen liefertcn 4,21 g einheitlichcs, aniorphcs 2 v o ~ n  Snip. 150-153", [XI?; = 
- 235" (c = 0,5, Chloroform) und [cc]g = - 178" ( G  = 0,5, Methanol). Rf-Werte (DC.-Fertigplat- 
ten, Kieselgel GO, F-254 Merck)  : 0,49 (Chloroform/Methanol 96:4), 0,65 (Accton), 0,59 (Tctra- 
hydrofuran). -~ UV.: Endabsorption gcgen 200 nm. - IR.: 16ZL0-167O (;\mid). - MS.: 1203 ( M + )  
und 1185 (M.+--HaO). 

C,j~H1~3N11012 Ber. C 61,s H 9,5 N 12,X 0 15,'3y:l 
(1204,651) Gef. ,, 61,8 ,, 9,5 ,, 32,G ,, lG,O',X, 

Hydrolyseversuche. - Uiientievende A,niizosliureunalyse. Die Hydrolyse von Cyclosporin A 
wurde wahrend 48 Std. in 6~ HCl bei 115" iii evakuiertcn Arnpullen durchgefiihrt. Die Amino- 
saureanalpsen erfolgten nach Moore & Stein [3j auf einein nminosaiure-Xnalyzer EC 200 (RiaCal, 
hfiinchcn). 

Analytische und prapa.rative gas-chvomatographisclze Trenrml-zg der /-I iiaiizosuiweiz als Trifluor- 
acetyl-methylester. 92,s rng Cyclosporin A (1) oder Dihydrocyclosporin X (2) wurden 48 Std. in G N  
HCI hydrolysiert. Nach Eindampfen wurdc der Ruckstand 14 Std. i .  I-IV. bci 40" gctrocknet und 
dann nach [4] in das Geniisch der TFA-methylester iibergefiilirt. Nach Al~lampfen wurde der 
Riickstand in 0,5 nil Methylenchlorid gelost und die Komponenten durch Gns-Clironiatographie 
analytisch und praparativ gctrennt. 

Die analytische Eestimmung erfolgte niit 1 p1 Metliylenchlorid-T~osung auf Varian Acrograph 
1200 (Glassaule 300 x 0,2 cm mit 5% OV 17 auf Chromosorb Lf' H. P. (SO-100 mesh) ; Temp. Inj. 
230'; Temp./Programni von GO"-28O0 mit b"/min; Temp. Uct. 250' I>ID; Traigergas: Helium). 
Die einzelnen Fraktionen wurden dirckt in die Ionenquclle des MasseIispelitrographen eingefuhrt 
(Bedingungen siehe untcr Allgcmeines). 

Zur quantitativen Bestimrnung der Molverhaltnisse dienton n-Tetradckan als intcrncr Stan- 
dard und ein Reierenzgernisch a m  Alanin, a-Aminobuttersaul-c, Valin, Sarkosin, N-Mcthylvalin 
und N-Metliylleucin im Verhaltnis 2 : 1 : 1 : 1 : 1 : 4, das untcr dcnscl1)m 1 icdingungen nach [4] ver- 
estert und acyliert worden war (Ergcbnissc Tab. 2) .  

TFA-Alanin-methylester. - MS. : 199. 
TFA-cr-Aminobutters~.ure-mcthylestcr. - M 

TFA-Valin-methylester. - MS.: 227. 
TFA-Sarkosin-methylester. - MS. : 199. - NMR.: 4,2 (s, 2H,  H-C(c()) ; 3,75 (s, 3 H ,  COOCl-13) : 

TFA-N-Methylvalin-methylester. - MS. : 241. - NMR. : 4,75 (d ,  1 H, ti-C(a)) ; 3,75 (s ,  3H,  

TFA-A-Methylleucin. - MS. : 255. 
TFA-Dihydro-Cs-aminosaure-methylester 4 (C1&21F~NOj) : MS. : 409, Fragmente siehe 

Tab.3. -NMR.: 5,6 (m, 2H,  H-C(cr), H-C(B)); 3,75 (s ,  3 H ,  CC)OCH3); 3,2 (q, 3H,  NCH3); 1,O-2,0 

213. - NMK.: G,8 (d ,  1I-I, NH);  4,5 (q, l H ,  
H-C(X)); 3,7 (s, 3H,  COOCHs); 1,8 (WZ,  2 H ,  H p ) ) ;  0,9 ( t ,  313, H-C(y)). 

3,2 (4. 3H, NCH3). 

COOCH3); 3,l (q, 3H,  NCH3); 2,25 (m, l H ,  I%-C(gj); 1,0 untl 0,9 (d, 6H, H--C(y)). 

(m, 7 H ,  H-C(y), H-C(6), H-C(E), H-C(C)); 0,95 (d ,  3H,  H3C-C(y)); U , 9  ( t ,  3H,  H-C(q)). 
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Prapurutive Isolzerztng der freien Aminosawen. 5 g Cyclosporin A (1) wurden in 150 ml 6~ 
HC1 wahrend 20 Std. unter Riickfluss gekocht. Den nach Eindampfen erhaltenen, in wenig Was- 
ser gelosten Riickstand gab man auf eine Saule (1,5 x 32 cm) aus schwach basischem Ionenaus- 
tauscher Dowcx AG 3-X4 (in der Acetatform) und wusch solange mit Wasser nach, bis das Filtrat 
Ninhydrin-negativ war. Das Eluat wurde eingedampft und i. HV. getrocknet: 5,4 g Aminosaure- 
gemisch. Die Auftrcnnung erfolgte an 1,2 kg Cellulosepulver (Avicel, FMC-Corporation, New Ark, 
Penn.) mit zu 95% wassergesattigtem 2-Butanol, wobei 35 Fraktionen 3.600 ml aufgefangen wur- 
den. Die Analyscn crfolgten mittels DC. (Fertigplatten aPolygrani Cel 400 o, Propanol/Wasser 
4: 1, Ninhydrin-Spray) ; die einzelnen Aminosauren wurden kristallisiert und durch Vergleich rnit 
autlientisclien Praparatcn identifiziert (Smp., opt. Drehung, IK.- und NMR.-Spektren). Resultat: 
Fr. 1L8: verworfen; Fr. 9-11: 470 mg Artefakt 6 (siehe unten); Fr. 12-13: 2,349 g N-Methyl-~- 
leucin; Fr. 14-15 : 171 mg Gernisch aus N-Methyl-L-leucin und N-Methyl-L-din; Fr. 16-17: 
394 mg N-Methyl-L-valin; Fr. 18-19: 463 mg L-Valin; Fr. 20: 24 nig Gemisch am L-Valin und d-  
Aniinobuttersaure; Fr. 21-23: 280 mg L-a-Aminobuttersaure; Fr. 24: 62 mg Gemisch aus L-a- 
Lkniinobuttcrsaure und A41anin; Fr. 25-35 : 1,040 g Gemisch aus Alanin und Sarkosin; Nachchro- 
matographie an 800 g Silicagel rnit Alkohol/Wasser 7 : 3 ergab 638 mg D ,  ~-Alanin und 337 mg 
Sai-kosin. 

Cyclischer Artefakt 6. Umkristallisation dcr Fraktionen 9-11 aus Athanol/Wasser 9:  1, dann 
aus Wasser liefertc farblose Nadeln vom Smp. 270" (Zers.), [a]g = - 24,5" (c = 1, Wasser). - 
UV. : Endabsorption. - IR.  (Xujol) : 3050, 1620, 1420, 1403, 1350, 1335, 1266, 1150, 1040. - NMR. 
( D z O ) :  3,34,2 (WZ, 3H, H-C(x), II-C(/3), H-C(&)); 2,7 (s, 3H,  NCH3); 2,3 (VL, 1,5H, H-C(y)); 
1,O-2,0 (w, 3,5H, H--C(6), I%-C(()); 1,0 (d ,  3H, J = 6 ,  H&-C(y)); 0,9 ( t ,  J = 7, 3H, H-C(v)). 
Aus der Integrationskurve lcann auf das Vorliegen eines Gemisches der C(&)-Isomeren (cu. 1 : 1) 
geschlossen werden. - MS. : 201 (M+) .  

CIoH19N03 Ber. C59,7 H9,5 N7,O 023,8% 
(201.27) Gcf. ,, 59,6 ,, 9,G ,, 6,9 ,, 23,6% 

Isocyclosporin A (7). - Eine Losung von 14,4 g (12 mmol) Cyclosporin A (1) in 100 ml Me- 
thanol wurde mit 2,88 g 130 mmol) Methansulfonsaure in 50 nil Mcthanol versetzt und das Gemisch 
unter Feuchtigkcitsausschluss auf 50' erwarmt. Die Bildung von 7 wurde inittels DC. verfolgt 
(Polygram Sil G-Folicn, Chloroform/Methanol/Essigsaure 90 : G : 4 ; Detektion mit Joddampf) . 
Nach cu. 17 Std. wurdc auf 20" abgckiihlt, 2,7 g Natriumacetat zugcgeben und das abgeschiedene 
Salz abfiltriert. Das farblose Filtrat dampfte man bei 40" ein, nahm den Ruckstand in Chloroform 
auf, filtriei-te und dampftc dic Losung ein. Das Rohprodukt (16 g) wurde an 1,5 kg Kieselgel rnit 
ChloroformlMcthanol 98 : 2 chromatographiert. Die nach DC. praktisch einheitlichen Fraktionen 
von Isocyclosporin A (10,3 g) ergaben aus Ather Kristalle vom Smp. 142-144", [ L X ] ~  = - 199" 
(c = 0,5, Chloroform) und [a]6' = - 129" (c = 0,5, Methanol). - UV. : Endabsorption. - IR. : 1736 
(Ester). - MS.: 1201 (M+) .  

C&lllNllOls Rer. 61,9 H 9,3 N 12,s 0 16,0% 
(1202,635) Gef. 61,8 ,, 9,2 ,, 12,8 ,, 16,3% 

~ - ~ c e ~ y Z - ~ s o c y c Z o s ~ o ~ j ~  A .  7,21 g (6 mmol) Isocyclosporin A (7) wurden mit 36 ml Acetan- 
hydridlabs. Pyridin 1 : 1 wahrend 23 Std. bei RT. umgesetzt. Chromatographie des Eindampf- 
riickstandes an GO0 g Kieselgcl mit Chloroform/Methanol 98 : 2 ergab einhcitliche Spitzenfraktio- 
nen, welche aus Cyclohexan in Form cines amorphen, weissen Pulvers (G,32 g) ausfielen: Smp. 
145" (Zers.), [ x ] $  = - 214" (c = 0,5, Chloroform) und [r~]g = - 152" (c = 0,5, Methanol). - IR.: 
1735 (Ester), 1630-1670 (Amid). 

C64H113N11013 Ber. C 61,s H 9,2 N 12,4 0 16,7% 
(1244.67) Gef. ,, G1,9 ,, 9,4 ,, 1 2 , l  ,, 16,7% 

N-nenzoyl-isocyclospori~ A .  7,21 g (6 mmol) Isocyclosporin A (7) wurden mit 5,42 g (24 mmol) 
Benzoesaure-anhydrid in 60 ml abs. Pyridin wahrend 17 Std. bei 60" umgesetzt. Nach Zugabe 
von Wasser wurde mit Ather extrahiert und das Rohprodukt durch Chromatographie an Kieselgel 
gereiuigt. Aus Cyclohexan 6,07 g amorphcs, wcisses Pulver vom Smp. 130-140' (Zers.), [ ~ ] g  = 
- 167" (c = 0,5, Chloroform). - IR.: 1735 (Ester), 1630-1670 (Amid). - NMR.: 7,4 (s, 5H, C6H5). 

C,j~Hll~N11013 Ber. C 63,4 H 8,9 N 11,8 0 15,9% 
(1306,74) Gef. ,, 63,3 ,, 9,0 ,, 11,5 ,, 15,9% 
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Dilzyydro-isocyclos~orilz A (8). 9,62 g Isocyclosporin A (7) in 100 ml Athanol wurden zu 0,45 g 
PdjC (vorhydriert) in 30 ml Athano1 gegeben und bei 22" bis ziir beendeten Wasserstoffaufnahme 
hydriert. Die vom Katalysator abfiltriertc Losung wurde eingedampft und der Ruckstand an 
1 kg Kieselgel chromatographiert. Die rnit ChloroformjiLlethano198 : 2 eluierten Spitzenfraktionen 
wurden aus Ather kristallisiert. husbeute 8 g weisse Nadeln vom Smp. 145-147", [ a ] g  = - 200" 
(c = 0,5, Chloroform) und [a]g  = - 134' (c = 0,5, Methanol). ~ UV.: Endabsorption. - IR.: 1736 
(Ester). 

Cyclosporilz A (1) uzls Isocyclosporin A (7). 2,4 g (2 mmo!) Isocyclosporin A (7) wurden in 
100 ml Dioxan wahrend 10 Std. unter Riickfluss erhitzt. Das nach Eindampfen erhaltene Koh- 
produkt wurde an 250 g 1Geselgcl chromatographiert. Die mrt Chloroiorn~/~~ethanol/Essigs~ure 
90 : 6 : 4 eluierten Spitzenfraktionen (1.49 g) wurden an 150 g Aluniiniunioxid nachchromatogra- 
phiert. Elution rnit Toluol/Essigester 1 : 1 lieferte 1 , l O  g einheitlichcs Cyclosporin A (l), das aus 
Aceton in weissen Nadeln kristallisierte: Smp. 147-151", [ a ] g  == - 237" (c = 0,5, Chloroform) und 
[ x ] g  = - 185" (G = 0,5, Methanol). Das l'raparat stinimte in den Rf-Wcrtcn (Chloroform/Accton 
1 : 1, Chloroform/Methanol/Essigsaure 94 : 3 : 3 und Chloroform/Methanoi 96 : 4, Polygrani Sil 
G-Foiien), im 1R.- und NMR.-Spektrum sowie in den biologischcn Eigcnschaften niit cincni 
authentischen Vergleichspraparat iiberein. 

CezHlllNllOlz Rer. C 61,9 H 9,3 N 32,8 0 lti,00/, 
(1202,64) Gef.  ,, 61,s ,, 9,4 ,, 12,7 ,, 16,O:L 

Sequenzanalyse von Isocyclosporin A (7). - AZlgemei~ses. Der modifizierte hbbau nach 
Ednzan [7] wurde manuell ausgefiihrt und beanspruchte fur die 11 Stufcn rund 2 Tagc. Die abge- 
spaltenen Methylthiohydantoine (MTH) der einzelnen Aminosaiuren wurden mittels DC. und 
Gas-Chromatographie identifiziert. Fur die quantitativen Aoalyscn wurde cin cntsprechendcs 
Gcmisch der synthctisch hergestellten MTH-Aminosiuren eingesetzt. A!s intcrner Standard dicntc 
Leucin-MTH. N-Methyl-L-leucin und N-Methyl-L-valin wurden nach Q z d t  et  al. [11], die MTH 
von Sarkosin, Alanin, Valin, Leucin und N-Mcthyi-valin nach Stefianow et ul. 1121 hergestelit. Fur 
N-Methyl-lcucin-MTH, a-Aminobuttersaure-MTH und Anbydro-C~-Aminosaurc-MTH, siehc 
unten. 

Abbauzyklus. 10 mg Isocyclosporin A (7) wurden in ein spitzes Zentrilugenglas abgewogen 
und in 0,5 ml abs. Pyridin gelost. Nach Zugabe von 25 pl Triiithylamin untl 25 pl N-Methyliso- 
thiocyanat wurde die Losung unter NZ 10 Min. bei 55" stehengelassen nnd dann rnit wciteren 
10  p1 AT-Methylisothiocyanat versetzt. Nach weiteren 10 Min. hei 55" ivurde die Losung bci 25' 
i. 1IV. eingedampft. Den Riickstand nahm man in 0,5 in1 Trifluoressigsaur.t./l-Chlorhutan 1 : 9 
auf und liess 20 Min. bei 10-15' unter NZ reagieren. Nach Abdampfen unter einem Nz-Strom und 
Troclinen i. HV. bei 25" wurde der Ruckstand in 0,2 ml Essigester gcliist, mit 1,8 mi tiefsieden- 
dem Petrolather vermischt und der Niederschlag abzentrifugiert. Der Ruckstand wurde noch 
2mal analog niit Essigester und Petrolather behandelt und dann i. IIV. 5 hIin. bei 25" gctrocknet 
und sofort dein nachsten Abbauzyklus unterworfen. Samtliche beim Zentrifugiercn anfallenden, 
iiberstehenden Losungen wurden vereinigt, unter Nz bei 25" cingedamplt n n d  dcr Riickstand rnit 
0,5 mi 1~ Salzsaure versetzt. Nach 10 Miu. Erwarmen auf 80" wurde 3mal unit je 1 ml Essigester 
extrahiert. Die organische Phase wurde unter Nz bei 25" eingedampft und das gebildete Mcthyl- 
thiohydantoin in 100 $7) Essigester gelost. 2 pl diescr Losung wurden fur dw DC.-hnalyse ent- 
nornmcn, der verbleibende Teil mit 100 ~ 1 7 )  internem Standard (10 p n o l / m l )  versetzt und mit 
2 p1 des Gemisches die Gas-Chromatographie ausgefiihrt. Der Rcst der 1,osung wurde bei -. 18" 
aufbewahrt . 

Diinnschichtchvomatoggraphie (Tab. 6) .  Die DC. eriolgtc auf Pertigfolicn Polygram Sil C;/UV,,, 
(Macherey, Nugel ti Co.) rnit Heptan/Benzol/Essigester 4: 3 : 2. Detektion: L'V .-Licht bei 254 nm. 
Sar-MTH und Ala-MTH wurden durch zweidimensionale Chromatographie niit Chloroform als 
Fliessmittel getrennt (Rf 0,26 bzw. 0,10), analog wurde der interne Standard Leu-MTH von 
MeVal-MTH getrennt (Rf 0,22 bzw. 0,40). 

7) Bei den folgenden Abbauzyklen wurden diese Volumina schrittweise den Ausbeuten an 
Aminosaure-MTH angepasst. 
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Gas-Chromatographie (Tab. 7). Die GC. erfolgte auf einem Vavian Aerograph 1200 an Chromo- 
sorb W AW DMCS, 100-120 mesh, rnit 10% DC 560 nach Pisano & Bronzert [13] vorbereitet. 
Saulentenip. 175", FID. MeVal-MTH und hbu-MTH liessen sich erst nach oberfuhmng des Abu- 
NTH in das entsprechende Triiiietliylsilylderivat trcnnen (bei gleichzeitiger Einspritzung des 
Geniisclies mit X ,  0-Bis(trimethylsily1)acetamid reagierte nur Abu-MTH zum Silylderivat). Fur 
das Anhydro-Cg-aminosaure-MTII wurde als Referenzwert die grosste bei den Vorversuchen 
crhaltene Pikflache pro nmul genommen. 

Tabellc 6. Dunnschichtchromatographische Trennung der Aminosauren-MTH 

AS .-MTH Rf-Werte 
mit Heptan/Benzol/Essigester mit Chloroform 
4:3:2 

c9-.4 s . 
MeLeu 
MeVal 
Leu 
Val 
Abu 
Sar 
Ala 

0,67 
0,36 
0,32 
0,32 
o,22 
0,16 
0,10 
0,lO 

0,40 
0,22 

026  
0,10 

Tahellc 7. Gas-chromatogvuphische Trennzlng dev Aminosaure-MTH 

Ammosaure-MTH Rel. Retentionszeita) Rel. Retcntionszeit 
auf DC 560 des Trimethylsilylderivates 

Sar 
Ala 
MeVal 
hbn 
Val 
MeLeu 
Leu 
C9-Aminosaurc 

0.39 
0,45 
0,57 
0,57 
0.64 
0,84 
1,oo 
2,63 

0.73 

a) bezogen auf die Retentionszeit von Leu-MTH. 

N-;~~ethyZtkiohyda?toin vop~ N-Methylleucin. Die Substanz wurde wie N-Methylvalin-MTH 
nach Steflanov et aZ. [12] hergcstellt. Farblose Kristallc vom Smp. 54". 

C~E-I~~NZOS Ber. C 54,O H 8,l N 14,O 0 8,0 S 16.0% 
(200,30) Gef. ,, 5 3 3  ,, 8,0 ,, 13,9 ,, 8,O ,, 16,2% 

N-Methylhydantoin von D, L-a-Aminobuttersaure. Das Derivat wurde analog [12] gewonnen. 
Farblose Kristalle vom Smp. 138O. 

CsHloN20S Eer. C 45,5 H 6,4 N 17,7 0 10,l S 20,3% 
(158,22) Gef. ,, 45,s ,, 6,4 ,, 17,8 ,, 10,l ,, 20.3% 

Methylthiohydantoin dev A nhydvo-Ce-Aminosduve (9).  5 g Isocyclosporin A (7) wurden ftir den 
1. Abbauzyklus eingesetzt und das zunachst gehildete Tliiazolinon in Dioxan/4~ HCl 3: 1 durch 
10 Min. Erwarmen auf 80" in das Methylthiohydantoin iibergefiihrt. Das Rohprodukt wurde mit 
Essigester cxtrahiert, die Losung eingedampft und der Ruckstand an Kieselgel chromatographiert. 
Die mit Methylenchlorid eluierten Spitzenfraktionen lieferten 9 als amorplies Produkt. - MS. : 
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238 (M+).  - NMR.: 5,2-5,6 (SZ, 3H, H-C(6), H-C(9), H-C(l0)); 3,7 (w, l H ,  H-C(7)) ; 3,4 (s, 3II, 
NCH3); 3,3 (s, 3H, NCH3); 2,l (m, ZH, H-C(8)); 1,65 (d, 3H, H-C(l1)); 1,l (d, 3H, H&-C(7)). 

ClzHlsNzOS Ber. C 60,5 H 7,6 N 11,s 0 6 , 7  S 13,5% 
(238,35) Gef. ,, 61,O ,, 7,7 ,, 11,7 ,, 7, l  ,, 135% 

Jodderivat 10 von Cyclosporin A (1). - Zu einer Losung von 601 mg (0,5 mmol) 1 und 
158 mg (0,6 mmol) Thallium(1)-acetat in 8 ml Chloroform wurden unter Kiihren 127 mg (1 mmol) 
Jod in 8 ml Chloroform getropft. Der zunachst entstehende dunkelgrune Niedcrschlag ging nach 
3 4  Std. Riihren bei RT. in hellgelbes Thallium(1)-jodid iiber. Man filtrierte und dampfte das 
Filtrat ein. Der Ruckstand (720 mg) wurde an Kieselgel niit Chloroform/&lethanol 98 : 2 als 
Eluierungsmittel chromatographiert. Die DC.-einheitlichen Fraktionen (Polygram Sil-G, Chloro- 
form/Methanol 96: 4, Reagens Dragendorff-Munier) wurden Twcinigt (515 mg) und aus Cyclo- 
hexan/Heptan 9:4 kristallisiert: farblose Stabchen vom Smp. ca. 150" (Zers.), [zjg = - 229" 
(c = 0,8, Chloroform). - IR.: sehr ahnlich wie Fig. 1; es fehlt die schwachc Bsnde bei 970 (CH=:CH 
(22)). - NMR. : Abwesenheit dcr Vinylprotonen; 1,9 (d, J = 7, 3%1, HsC-CH J--). - MS.: 1327 ( M + ) ,  

CszH1101N11Ol~ Ber. C 56,l H 8,3 J 9,6 N 11,6 0 14,5% 
(1328,53) Gef. ,, 56,O ,, 8,6 ,, 9,s ,, 11,5 ,, 143% 

Regenerierung von Cyclosporin A (1) aus dem Jodderivat 10. 1,325 g (1 mmol) Jodderivat 10 
und 640 mg Zink (10 As.) wurden in 20 ml Essigsaure wahrerid 4 Std. bei RT. geriihrt. Yas Ge- 
misch wurde mit Wasser verdunnt und mit Ather extrahiert. Eindampfen der Atherlosung lieferte 
1,165 g amorphes Produkt, das aus Aceton 850 mg kristallisierte Cyclosporin A (1) ergab: Snip. 
148-151", = - 245" (c = 0,5, Chloroform) und [a]g  = - 189" (c = 0,5, Methanol). Rf-Werte 
im DC., 1R.- und NMR.-Spektrum sowie die biologischen Aktivitaten stimmten mit den ent- 

1199 (Mf - HJ),  1089 ( M c  - C'IH11JO). 

sprechenden Parametern eines Vergleichspraparates uberein. 
Cs2H111N11012 Ber. C 61,9 H 9,3 N 3.2,8 0 1G,O% 

(1202,64) Gef. ,, 62,l ,, 9,s ,, 33,l ,, 15,8% 
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