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Enhancement of Detection Sensitivity of Cyclosporin A by Derivatization with 2-Naphthylselenylchloride 

Summary 

The UV./HPLC. detection sensitivity of cyclosporine A 1, an immunosup- 
pressive cyclic undecapeptide containing one D-aminoacid and seven N-methyl- 
ated aminoacids, is enhanced by a factor of 3-4 (limit of detection 5 ng) 
by conversion of the characteristic side chain of amino-acid-1 to the P-naphthyl- 
seleno-substituted tetrahydrofuran derivative 4. 

Das an sieben der elf Aminosaurebausteine N-methylierte, cyclische Un- 
decapeptid Cyclosporin A 1 ist wegen seiner immunosuppressiven Wirkung 
interessant [ 11. Charakteristisch ist die ungewohnliche C,-Aminosaure-I, 

’) Korrespondenzautoren. 
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(2S, 3R, 4R)-2-Methylamino-3-hydroxy-4-methyl-6-octensaure, welche bei der 
sauren Hydrolyse (6 N HC1) des Peptids als Tetrahydrofuranderivat 2 anfallt [ 11; 
sie ist auch fur die leicht erfolgende (T10Ac/12), reversible (Zn/HOAc) Cyclisierung 
zu 3 verantwortlich [ 11, dessen Rontgenstrukturanalyse [2 a] auch die Sekundar- 
struktur 1 von Cyclosporin A erbrachte. 

Bei der quantitativen Analyse von Cyclosporin A z.B. in Blutplasma mittels 
Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC.) und UV.-Detektion stosst man 
aufgrund des kleinen spezifischen Extinktionskoeffizienten ( E ~ ~ ~  = 44.000) bei ca. 
20 ng auf die Nachweisgrenze [2b]. Auf der Suche nach einer Derivatisierungs- 
moglichkeit zur Empfindlichkeitssteigerung erwies sich die Veresterung der 
OH-Gruppe in der Seitenkette des C9-Aminosaurebausteins mit p-Nitrobenzoyl- 

D: = OH [5a ] ,  COOH [5b] ,  NHCOOR [5c ] ,  C=C [5d ]  

chlorid als zu aufwendig und nicht genugend reproduzierbar; mit Standardlosungen 
erreichte man eine bei 260 nm detektierte Nachweisgrenze von ca. 50 ng. Da sich 
Organoselenylderivate wie Halogene (vgl. oben 3) leicht an Doppelbindungen 
addieren [3]*) und diese Reagentien bei Anwesenheit eines Nucleophils (Donor- 
Zentrums) in derselben Molekel nach Gleichung (1) in hohen Ausbeuten Cyclisie- 
rungen bewirken [ 5 ] ,  fuhrten wir zunachst eine Phenylselenoveratherung von 
Cyclosporin A mit dem kauflichen Phenylselenylchlorid durch. Es bildete sich in 
einer sehr raschen Reaktion ein Addukt vom Typ 3. Um die gewunschte Chromo- 

SeCl 

3. B r 2  (2) 

phorverstarkung zu erreichen, stellten wir nach Gleichung (2) iiber das bekannte 
Dinaphthyldiselenid [6] eine Probe von 2-Naphthylselenylchlorid her. Der 
Naphthylchromophor mit E~~~ - 90.000 sollte nach der Pre-Column-Derivatisierung 
eine deutliche Steigerung der Empfindlichkeit des Cyclosporin-Nachweises er- 

*) Neue ausfiihrliche Ubersicht iiber die Verwendung von Selenverbindungen in der organischen 
Synthese, siehe [4]. 
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lauben. Es zeigte sich, dass das Naphthylderivat in Tetrachlorkohlenstoff praktisch 
momentan mit Cyclosporin A zum naphthylselenylsubstituierten Tetrahydrofuran- 
derivat 4 reagiert, welches durch Auffangen der HPLC.-Fraktion und Aufnahme 
eines Felddesorptions-Massenspektrums eindeutig identifiziert wurde (M' : 1408). 
Mit Standardlosung der beiden Komponenten erhalt man nach 5 Min. und aqui- 
molarer Umsetzung das in Figur 1 gezeigte Chromatogramm. Die Nachweisgrenze 
liegt bei 5 ng (siehe Fig. 2) ,  die Reproduzierbarkeit ist gut. Wie im experimentellen 
Teil ausgefiihrt, ist bei Venvendung von iiberschiissigem Selenylchlorid auch der 
Nachweis im Plasma moglich, obwohl dort Pike aus der Plasmamatrix eine Optimie- 
rung der Extraktionstechnik und der Chromatographiebedingungen notig machen. 
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Fig. 1. Chromatogramm der Reaktionslosung von Fig.2. Chromatogramm von 10 ng derivatisiertem 
Cyclosporin A und 2-Naphthylselenylchlorid. Cyclosporin A .  Saule: 12,5x 0,3 cm; RP-8 5 pm. 
Saule: 25 x 0,46 cm; RP-8 10 pm. Mob. Phase: Mob. Phase: AcetonitriVWasser 3: 1. Fluss: 0,4 
MethanoVWasser 5 :  1. Fluss: 1,7 ml/Min. Detek- mVMin. Detektion: 230 nm. Temp. 73". 
tion: 220 nm. Temp. 73". 1 ,  Cyclosporin A- 
Naphthylselenyladditionsprodukt 4; 2, Dinaph- 
thyldiselenid; 3, Dinaphthylselenid; 4, eventuell 
nicht umgesetztes Cyclosporin A; 5 ,  unbekannt. 
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Experimenteller Teil 

73 1 

Bis(2-naphthyl)-diselenid. Diese Verbindung wurde analog dem Diphenyldiselenid [7] hergestellt. 
Die Grignard-Losung aus 4,9 g Magnesium (0,2 mol) und 41,4 g 2-Bromnaphthalin (0,2 mol) in 110 ml 
Ather wurde portionenweise mit einem Feststoffdosiertrichter so mit 14,l g (0,18 mol) Selen versetzt, 
dass das Losungsmittel leicht unter Ruckfluss siedete. Nach Beendigung der Zugabe wurde nach 30 Min. 
unter Ruckfluss erhitzt, unter Kiihlung vorsichtig mit 1 ml Wasser versetzt und im Eisbad 4,7 ml Brom 
(0,09 mol) so zugegeben, dass der Ather nicht siedet. Zur Aufarbeitung wurde zunachst unter Kiihlung 
10,7 g Ammoniumchlorid in 30 ml Wasser zugetropft und durch eine Fritte abgenutscht. Der Filter- 
kuchen wurde fur 3 Tage im Soxhlet mit Ather extrahiert, und die vereinigten, mit Natriumsulfat 
getrockneten atherischen Phasen eingedampft. Rohausb. 3 1,2 g (75,6%), gelbes Pulver. Laut DC. ist 
das Produkt einheitlich (Rf 0,24 in Pentan). Wie aus der nachfolgenden Vorschrift und den HPLC.- 
Analysen ersichtlich, muss aber Dinaphthylselenid als Verunreinigung vorliegen. Ein ahnlich her- 
gestelltes Dinaphthyldiselenid schmolz bei 137- 138" [6a] resp. 139" [6b]. 

(2-Naphthyl)-selenylchlorid, Analog einer Vorschrift von Reich et al. [7b] zur Herstellung des 
Phenylselenylchlorids wurden auf die Oberflache einer geruhrten Losung von 11,5 g (28 mmol) 
Bis(2-naphthyl)-diselenid in 230 ml Tetrachlorkohlenstoff 2,O g (28 mmol) Chlorgas geleitet. Die 
rotbraune Losung verfarbte sich dunkel und erwarmte sich leicht. Die resultierende Mischung wurde 
kurz aufgekocht, von eventuell ausgefallenem Trichlorid (s. unten) filtriert und eingedampft. Das 
schwarzbraune, olige Rohprodukt (13,4 g) wird in heissem HexadCC4 gelost. Mehrfache Kristallisation 
fuhrte schliesslich zu geringen Mengen (1-2 g) einer Probe von ockerfarbenen Kristallen, die zwischen 
63 und 65" sintern und daruber in eine rotbraune Schmelze ubergehen. 

Cla7ClSe Ber. C1 14,68 Se 32,68% 
Gef. ,, 12,86 - (Elementaranalyse) 

,, 11,19+_0,23 ,, 31,44+ 0,63% (Rontgenfluoreszenzanalyse) 

Das Atomverhaltnis Se: C1= 1,26+_ 0,03 entspricht einer Verunreinigung von 16% Dinaphthylselenid 
(s. unten, Reinheit des Reagens). 

Mit uberschiissigem Chlor entsteht ein rotbrauner Niederschlag (nach Trocknung dunkelorange) 
von (2-Naphthyl)selenyltrichlorid (vgl. Herstellung von Phenylselenylchlorid [7b]). Smp. 86-87" (Zers.). 

C,&7C13Se (312,49) Ber. C134,04 Gef. C134,22% 

Chromatographisches System. Das Trennsystem setzt sich aus einer A ltex 110 Pumpe 
( A  &ex Scientific, Berkeley, Calif., USA), einem UVIKON LCD 725 UV.-Monitor (Kontron AG, Zurich), 
einem Rheodyne 7010-Injektionsloop (Rheodyne, Berkeley, Calif., USA) und einer HPLC.-Saule 
gepackt mit LiChrosorb RP-8 Material (Merck, Darmstadt, BRD) zusammen. Die Saule wurde in allen 
Versuchen auf 73" thermostatisiert; das Injektionsvolumen betrug in allen Fallen 50 ~ 1 .  Die chromato- 
graphischen Bedingungen sind in den Figuren angegeben. 

Reaktionsbedingungen und Identifikation. Losungen von aquimolaren Mengen Cyclosporin A und 
Naphthylselenylchlorid in Tetrachlorkohlenstoff (Merck p. A.) wurden zusammengegeben. Nach ca. 
5 Min. wurde das Losungsmittel mit Nz abgeblasen, der Riickstand in mobiler Phase aufgenommen und 
chromatographiert. Die Reaktion verlauft quantitativ (Fig. 1) .  Das Produkt ist weniger polar als das 
Cyclosporin A und besitzt bei 226 nm ein UV.-Maximum. Die molare Absorption ist ca. 3mal 
grosser als die von nicht derivatisiertem Cyclosporin A. Der chromatographische F'ik wurde aufgefangen 
und durch Felddesorptions-MS. identifiziert ( M t  : 1408). 

Stabilitat und Reinheit des Reagens. Das Reagens wird durch Wasser zum unreaktiven Dinaphthyl- 
diselenid umgesetzt. Da in Tetrachlorkohlenstoff Feuchtigkeitsspuren vorhanden sind, ist die Reagens- 
losung nur beschrankt haltbar und muss frisch angesetzt werden. Die Verunreinigung des Reagens 
durch Dinaphthylselenid (s.o.)  stort nicht, da dieses bei der Chromatographie gut vom Produkt 4 
getrennt wird und die Reaktion nicht beeinflusst. 

Im Chromatogramm der Figur 1 erscheint neben dem Pik des Produktes ein weiterer Pik einer 
unbekannten Substanz, die aufgefangen wurde; ihr UV.-Spektrum ist gleich dem von Dinaphthyl- 
diselenid, sie wurde noch nicht identifniert. 

Reproduzierbarkeit und Linearitat. Zu 200 p1 Standardlosung (2,67 pg Cyclosporin A) wurden je 
20 p1 Reagenslosung (1,6 pg Reagens) gegeben und nach 5 Min. mit Stickstoff abgeblasen. Der Riick- 
stand wurde in 500 p1 mobiler Phase aufgenommen und davon je 50 p1 injiziert (267 ng), wobei eine 
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Wiederholstandardabweichung von 4,4% (n= 4) erzielt wurde (Pikhohen-Auswertung). Die Linearitat 
des Detektorsignals wurde im Konzentrationsbereich von 20 bis 270 nghjekt ion  iiberpriift. Die 
Regression der Pikhohen in Funktion der Konzentration ist linear (r= 0,9935). Die Empfindlichkeits- 
grenze fur das Cyclosporin wurde gepriift, indem gegeniiber den vorigen Versuchen eine lOmal 
kleinere Reagensmenge eingesetzt wurde. Dadurch wurde erreicht, dass der Dinaphthyldiselenidpik 
weniger mit dem Derivatpik interferiert. Wie aus Figur 2 ersichtlich, konnen trotz grosser Retention 
(k’= 5,5)  noch < 10 ng bestimmt werden. Die Retention muss fur die Blindwertunterdruckung durch 
die Plasmamatrix gross sein (kL,,,> 4). zusatzlich wird diese durch die Detektion bei hoherer Wellen- 
llnge z.B. bei 230 nm verbessert. 

Bestimmung von Cyclosporin A in Plasma. Der Plasmaextrakt wurde zunachst mit 250 ng 
Cyclosporin A und dann mit einem ca. l0Ofachen Reagensiiberschuss versetzt. Dieser war notwendig, 
da die im Extrakt vorhandenen Feuchtigkeitsspuren sowie einzelne reaktive Substanzen die Umsetzung 
des Reagens mit Cyclosporin A storen. Es konnte ein Derivatpik fur das Cyclosporin A beobachtet 
werden. der allerdings von anderen Piken - herriihrend von der Plasmamatrix - umgeben war. Durch 
chromatographische Anpassung oder optimierte Extraktion sollten diese Pike abgetrennt werden konnen. 

Wir danken den Herren D. Manser (Laboratorium fur Organische Chemie, ETH), Dr. B. Magyar 
(Laboratorium fur Anorganische Chemie, ETH), P. Schaub und Dr. W .  Niederberger (Sandoz AG) 
fur die Durchfiihrung von Elementaranalysen, der Rontgenfluoreszenzanalyse bzw. fur die Uberlassung 
von Plasmaextrakt. 
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