
Synthese von Cyclosporin und Analoga : Zusammenhang zwischen 
Struktur und immunsuppressiver Aktivitat** 

Von Roland Maurice Wenger* 

Cyclosporin ist ein neues immunsuppressives Medikament, das 1983 unter dem Namen 
Sandimmuna auf den Markt kam. Diese Verbindung, die neue Aspekte in der selektiven 
Immunmodulation eraffnet, wurde aus einer Pilzkultur isoliert und als cyclisches Undeca- 
peptid charakterisiert, das neben einer neuen Aminosaure mehrere N-methylierte Amino- 
sauren enthalt. Die neue Aminosaure (4R)-4-[(E)-2-Butenyl]-4,N-dimethyI-~-threonin 
(MeBmt) lieB sich nicht isolieren. Weil es moglich schien, daO diese Aminosaure fur die 
pharmakologische Wirkung von Cyclosporin entscheidend ist, wurde sie enantiomerenrein 
synthetisiert. Der nachste Schritt war die Totalsynthese von Cyclosporin, die nicht nur als 
solche interessierte, sondern auch den Aufoau von Cyclosporin-Analoga ermoglichte; da- 
mit wurde der Weg zur Untersuchung der Beziehungen zwischen Struktur und immunsup- 
pressiver Wirkung geebnet. Wesentlich fur die Immunsuppression sind die Aminosauren 
MeBmt, a-Aminobuttersaure (Abu), Sarcosin (Sar) und N-Methylvalin (MeVal) in den Posi- 
tionen 1, 2,3 und 11, vielleicht aber auch noch grol3ere Teile des Molekiils. Diese Informa- 
tion kannte genutzt werden, um neue chemische Leitstrukturen zu erkennen oder Pharmaka 
mit neuem Aktivitatsprofil zu finden. 

1. Einleitung 

1.1. Pharmakologische Aktivitat und klinische Verwendung 
von Cyclosporin 

Cyclosporin ist, wie Bore1 et al. berichten12-61, ein selektiv 
immunsuppressives Medikament mit fungiziden und ent- 
ziindungshemmenden Eigenschaften. Bei Mlusen hemmt 
es die Produktion von hamagglutinierenden Antikorpern 
gegen Schaf-Erythrocyten in starkem AusmaO; es hemmt 
sowohl die humorale als auch die zellvermittelte Immun- 
antwort. Die Wirkung von Cyclosporin ist reversibel und 
fiir T-Lymphocyten spezifisch; die blutbildenden Gewebe 
der behandelten Tiere werden nicht beeinflul3t. In neuerer 
Zeit wiesen Bueding et a1.l'' eine antischistosomale Wir- 
kung und Thommen-Scottis1 einen Antimalaria-Effekt von 
Cyclosporin nach; diese beiden Wirkungen sind unabhan- 
gig von der Immunsuppression. 

uber die ersten Transplantationen an Menschen unter 
Verwendung von Cyclosporin wurde 1978 von Culne et 
al.L91 (Nieren) und Powles et al.['O1 (Knochenmark) berich- 
tet. Heute wird Cyclosporin mit Erfolg eingesetzt, um 
Transplantat-AbstoRungen nach Knochenmark- und Or- 
gantransplantationen zu verhindern. Seine Verwendung 
bei Autoimmun- und anderen Krankheiten wird gegenwar- 
tig untersucht. 

1.2. Gewinnung von Cyclosporin 

Cyclosporin1"'I, urspriinglich von Ruegger et al.r'31 als 
,,Cyclosporin A" bezeichnet, wird von Pilzen der Art Toly- 
pocladium in Submersionskulturen, wie Dreyfiss et 
a1.1'411****1 beschreiben, erzeugt. In normalen Kulturmedien 
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ston, TX (USA), 16.-20. Mai 1983, vorgetragen; siehe [l]. 
[**I Teilweise auf dem International Symposium on Cyclosporine in Hou- 

ist es die Hauptkomponente einer Gruppe von Cyclopepti- 
den aus jeweils elf Aminosauren. Diese' natiirlich vorkom- 
menden Cyclosporin-Analoga, zum Teil von Truber et 
al.1'7-191 besprochen, unterscheiden sich im allgemeinen in 
ihrer chemischen Struktur nur durch Variationen an einer 
Aminosaure. Die Biosynthese der Analoga kann durch ex- 
terne Versorgung mit entsprechenden Vorlaufern gesteuert 
werden. Nach Kobe1 et a1.I2"] ist es beispielsweise moglich, 
durch Zugabe von L-Norvalin zum Kulturmedium die se- 
lektive Produktion von (Norvalin2)cyclosporin zu steigern. 
Durch Zugabe von D,L-a-Aminobuttersaure wird die Bil- 
dung von unerwiinschten Cyclosporin-Analoga fast voll- 
standig unterdriickt und der Anteil an Cyclosporin im 
Rohprodukt erhtiht. 

1.3. Strukturaufklarung von Cyclosporin 

Die Struktur von Cyclosporin 1 (Abb. 1) bestimmten 
Petcher et al.1211 durch chemischen Abbau1l3] in Kombina- 
tion mit der Rontgen-Strukturanalyse des Iodderivats la.  
Durch diese Analyse wurde nicht nur die Sequenz des na- 
tiirlichen Peptids erkannt, sondern auch ein Eindruck von 
seiner Gestalt gewonnen. In der Zwischenzeit gelang es 
Loosli et al.i221, durch Rontgen-Strukturanalyse sowie 
durch zweidimensionale NMR-spektroskopische Studien 
auch die Struktur von unverlndertem Cyclosporin zu er- 

[***I Aus praktischen Griinden wurde vorgeschlagen, als ,,Cyclosporin" 
das friiher als .,Cyclosporin A" bezeichnete cyclische Undecapeptid 
zu definieren [ I  1, 121. Nachdem ,,cyclosporine" als USAN-Name, 
,,ciclosporin" als INN-Name (WHO), .,cyclosporin" als BAN-Name 
und ,,ciclosporine" als franzbsischer Name fiir die fherapeurisrhe Ver- 
bindung akzeptiert worden sind, wird der Name ,,Cyclosporin" hier 
als wissenschafrlicher Name fur die Stammverbindung venvendet. 

(****I Der Cyclosporin-e~eugende Organismus - zuntichst als Trichodenna 
polysporum (141 identifiziert, dann der von Gams ( 1 5 )  beschriebenen 
Art Talypocladium zugeordnet - wird jetzt Toolypocludium influrum 
Gams 1161 genannt. 
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mitteln. Cyclosporin ist ein neutrales, hydrophobes Cyclo- 
peptid aus elf Aminosauren, die mit Ausnahme von D-Ala- 
nin in Position 8 und dem nicht chiralen Sarcosin (N-Me- 
thylglycin) in Position 3 alle die L-Konfiguration der na- 
turlichen Aminosauren haben. Sieben Aminosauren - in 
den Positionen 1, 3, 4, 6, 9, 10 und 11 - liegen als N-Me- 
thylderivate vor. Zehn der elf Ringglieder sind Derivate 
bekannter aliphatischer Aminosauren: a-Aminobutter- 
saure (Abu) in Position 2, Sarcosin (Sar) in Position 3, N- 
Methylleucin (MeLeu) in den Positionen 4, 6, 9 und 10, 

10 11 1 2 3 
MeLeu -MeVal ___ MeOmtyAbu- Sar 

I I I  
9 MeLeu 

I 
0-Ala - Ala ~ UeLeu ~ Val - MeLeu 

8 7 6 5 4 

Abb. 1. Struktur von Cyclosporin 1 (rchematisch). MeBmt=(4R)-4-[(E)-2- 
Butcnyll-4,N-dimethyI-~-threonin (siehr Text). 

Valin (Val) in Position 5, Alanin (Ala) in Position 7, D-Ala- 
nin (D-Ala) in Position 8 und N-Methylvalin (MeVal) in 
Position 11. Diese Aminosauren lieBen sich nach der sau- 
ren Hydrolyse von Cyclosporin leicht charakterisieren. 
Eine Aminosaure war bisher unbekannt, und zwar die 
Aminosaure in Position 1, uber die unter dem Namen ,,C- 
9-Arninosa~re"['~~ berichtet wurde. Es handelt sich um 
(2S,3R,4R, 6E)-3-Hydroxy-4-methyl-2-(methylamino)-6-oc- 
tensaure, in Anlehnung an die Aminoslurenomenklatur 
(4R)-4-[(E)-2-ButenyI]-4,N-dimethyl-~-threonin oder abge- 
kiirzt MeBmt genannt. Diese Aminosaure hat die polaren 
Eigenschaften eines N-Methyl-L-threonins, das am Ketten- 
ende durch eine Methyl- und eine Butenylgruppe substitu- 
iert ist. Freies MeBmt war bisher nicht bekannt; beim Ab- 
bau von Cycl~spor in[ '~~  konnten nut Artefakte oder 
MeBmt-Derivate isoliert werden. Ionenaustauschchroma- 
tographie des Hydrolysats von Cyclosporin ergab von 
MeBmt nur das cyclische Derivat l b .  Mit wasserfreier 
Saure lagert sich Cyclosporin 1 unter N, 0-Acylwanderung 
der Methylvalylgruppe zu Isocyclosporin l c  um. Durch 

I I I I 

1 lc 

Edman-Abbau von Isocyclosporin l c  mit Methylisothio- 
cyanat konnte Id als einziges isolierbares MeBmt-Derivat 
erhalten werden. Damit war MeBmt als erste Aminosaure 
in der Peptidsequenz festgelegt. Die komplette Sequenz 
wurde durch wiederholten Edman-Abbau bestimmt. 

Aus RiSntgen-Strukturanalyse und NMR-Daten geht 
hervor, daB sowohl kristallines als auch gelostes Cyclospo- 
rin in einer ziemlich starren Konformation vorliegt (Abb. 
2). Ein groBer Teil des Geriistes (Rest 1-6) nimmt eine p- 

Abb. 2. Konformation von Cyclosporin I im Krirtall (Stereobild). 

Faltblattkonformation mit antiparallelen Ketten ein, die 
drei transanulare Wasserstoffbriicken enthalt und deutlich 
verdrillt ist. Bei Sarcosin in Position 3 und N-Methylleucin 
in Position 4 biegt die Kette um (,,p-turn" vom Typ II'[*3-259. 
Die CO-Gruppe von Abu-2 und die N-CH,-Gruppe von 
MeLeu-4 stehen somit bei der in Abbildung 1 und 2 ge- 
wahlten Orientierung nach oben und die CO-Gruppe von 
Sar-3 und die NH-Gruppe von Val-5 nach unten. Das pro- 
S-Proton der Methylengruppe von Sar-3 ist axial, die Sei- 
tenkette von MeLeu-4 aquatorial angeordnet. Die Reste 7 
bis 11 bilden eine Schleife, in der sich zwischen den beiden 
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benachbarten N-Methylleucin-Resten 9 und 10 die einzige 
cis- Amidbindung des Molekuls befindet. Die verbleibende 
Wasserstoffbriicke ist vom y-Typ und fixiert das Geriist in 
gefalteter, langlicher Form. 

Als Konsequenz dieser ziemlich starren Konformation 
des Cyclosporinskeletts sind die Seitenketten von sechs 
Aminosauren quasi senkrecht zur Ebene des Peptidgeriists 
gerichtet: Bei Abu-2, Val-5, Ala-7 und MeVal-1 1 zeigen sie 
nach oben, bei MeBmt-1 und MeLeu-6 nach unten. Die 
Seitenketten der restlichen fiinf Aminosauren liegen mehr 
oder weniger in der Ringebene. 

1.4. Biosynthese von Cyclosporin 

Bei den ersten biosynthetischen Untersuchungen gaben 
Kobel et a1.[261 3H- und I3C-markierte Vorstufen zur Pilz- 
kultur und bestimmten NMR-spektroskopisch die Einbau- 
stelle der Vorstufe im Cyclosporin. Demnach stammen 
slmtliche N-Methylgruppen des Molekiils und die 
MeBmt-y-Methylgruppe von Methionin; die verbleiben- 
den C-Atome des MeBmt-Restes werden durch Kopf- 
Schwanz-Kondensation von vier Acetateinheiten gebildet. 
Im "C-NMR-Spektrum des angereicherten Cyclosporins 
aus [l-"CIAcetat sind vier starkere Signale zu sehen, die 
C-I, 3,5,7 der MeBmt-Einheit zuzuordnen sind. Alle ande- 
ren Aminosauren enthielten kein I3C. 

Zocher und Kleinkauf ["I untersuchten an Enniatin, ei- 
nem analogen Beispiel fur die nichtribosomale Synthese 
von Cyclopeptiden in Pilzen die biosynthetische N-Methy- 
lierung der AminosSLuren. Dieser Vorgang wird von einem 
multifunktionellen Enzym bewirkt, das die Aminosauren 
zunachst als Thioester bindet und dadurch aktiviert. Beob- 
achtungen von Zocher et a1.[281 stiitzen einen ahnlichen Me- 
chanismus fiir die Biosynthese von Cyclosporin. Sie stell- 
ten fest, dal3 ['4C]Sarcosin nicht aufgenommen wird und 
daa die Radioaktivitat von [Me-I4C]Methionin, das in jede 
N-methylierte Aminosaure eingebaut wird, direkt propor- 
tional zur Anzahl der entsprechenden Aminoshrereste in 
Cyclosporin ist. Demnach werden die Aminoshren simul- 
tan N-methyliert. 

Die Befunde von Kobel et a1.[261 ermoglichen keine klare 
Aussage iiber den Ort der Biosynthese des Bmt-Restes. 
Nach Kurzzeit-Futterungsversuchen von Kleinkauf et a1.r281 
rnit markiertem Acetat und Methionin, die wahrscheinlich 
nur zu radioaktivem Einbau in die N-Methylgruppe fiihr- 
ten, wird Bmt nicht am Multienzymkomplex, sondern an 
anderer Stelle vor dem Einbau in Cyclosporin biosyntheti- 
siert. 

2. Enantioselektive Synthese der Aminosiure MeBmt 
aus (R,R)-Weinsaure[*l 

In der Aminosaure (4R)-4-[(E)-2-ButenyI]-4,N-dimethyl- 
L-threonin (MeBmt) 25 sind die MeNH- und die OH- 
Gruppe threo-. die OH- und die CH3-Gruppe erythro-kon- 
figuriert; die Doppelbindung liegt in trans-(oder E-)Form 
vor. Die systematische Bezeichnung (siehe 1301) lautet 
(2S, 3R,4R,6E)-3-Hydroxy-4-methyl-2-(methylamino)-6-oc- 
tenslure. 

1'1 Einzelheiten der Synthese von MeBmt siehe 1291. 
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Als chirales Ausgangsmaterial diente (R,R)-( +)-Wein- 
saure, uber deren Verwendung als nutzliche Quelle fur chi- 
rale Synthesebausteine Seebach und H~ngerb i ih le r~~ '~  zu- 
sammenfassend berichteten. In drei Hauptschritten wurde 
die Weinsaure in die Aminosaure MeBmt umgewandelt. 
Der erste Schritt ist in Schema 1 aufgefiihrt. C2 und C3 
von (R,R)-( + )-Weinsaure haben dieselbe Konfiguration 
wie C3 von MeBmt. Eine der beiden OH-Gruppe war so- 
rnit direkt verwendbar, die andere wurde unter Inversion 
durch eine Methylgruppe ersetzt ; auf diese Weise wurden 
die Asymmetriezentren an C3 und C4 der Aminosaure er- 
halten. 

Der zweite Schritt, die Einfuhrung des (0-Butenylrestes 
(Schema 2), bestand im Anbau einer Formylgruppe, der 
sich die Kettenverlangerung durch Wittig-Reaktion unter 
den von Schlosser und Christrnann empfohlenen Bedingun- 
ged3'I anschlol3. Der dritte Schritt urnfaate die Oxidation 
des Diols 14 zum Hydroxyaldehyd 19 (Schema 3) sowie 
die Einfiihrung der MeNH- und der COOH-Gruppe iiber 
eine cyclische Zwischenverbindung, die eine stereochemi- 
sche Kontrolle der Bildung des Asymmetriezentrums C2 
ermdglichte (Schema 4). 

2.1. Synthese von (2R,3R)-3-Methyl-1,2,4-butantriol 8; 
Bildung der Asymmetriezentren C3 und C4 

Wie Schema 1 zeigt, werden zunachst die OH-Gruppen 
des (R.R)-Weinsaurediethylesters rnit Benzaldehyd in das 
Acetal 2 iiberfiihrt. Durch Reduktion rnit LiAIH, zum 
Diol 3 und anschlieaende Benzylierung erhalt man das 
Dioxolan 4. Fur den Austausch einer der OH-Gruppen 
der Weinsaure durch eine CH3-Gruppe unter Inversion 
wird aus 4 nach Seeley und M~ElweeI~~'  das Epoxid 6 her- 
gestellt; wegen der Symmetrie von 4 ist es gleichgultig, an 
welchem der beiden sekundaren C-Atome der Austausch 
stattfindet. Umsetzung von 4 rnit N-Bromsuccinimid ergibt 

CWEt 

COOEt 2 3 

4 
, OBZl 

Glt20821 

5 

6 7 8 
Schema I .  Synthese von 8. a :  PhCHO/HC(Oti),/TosOH. H20. b: LiAIH4/ 
Tetrahydrofuran (THF). c: BzlBr/ToIuol/KOH. d: N-Bromsuccinimid 
(NBS)/CCL,. e: KOH/EtOH. f: 2MeLi (CuI)/Et20, -15°C. g: Pd/H2. - 
Bzl= Benzyl. 
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den Bromester 5, der bei alkalischer Hydrolyse direkt das 
optisch aktive und somit trans-disubstituierte Oxiran 6 er- 
gibt. Die Methylierung des Epoxids (C,-Symmetrie) nach 
Johnson et al.1341 liefert das einheitliche Produkt 7. Hydro- 
genolyse der Schutzgruppen fuhrt zurn Triol 8 in 56% Ge- 
samtausbeute aus Weinsaurediethylester (sieben Stufen). 

2.2. Synthese von (2R,3R,5E)-3-Methyl-5-hepten-l,2diol 
14; Kettenverliingerung unter Einfiihrung der 
trans-Doppelbindung 

Die beiden vicinalen OH-Gruppen im Triol 8 werden, 
wie aus Schema 2 hervorgeht, durch Herstellung des Ace- 
tals 9 selektiv geschiitzt. Dabei kann die Bildung von 10- 
15% des isomeren 1,3-Dioxans als Nebenprodukt nicht 
vermieden werden. Das Dioxolan 9 wird in das Tosylat 10 

kCH3+ OX f 3  

CH3 > 95 '1. E 
13 14 

Schema 2. Synthese von 14. a: Me2C(OMe)2/TosOH.H20/CbHb, 2 h Riick- 
fluB. b: Me2CO/TosOH. H20, I5 h ROcMuB. c: TosCVPyridin, 35°C. 4 h. 
d: KCN/Dimethylsulfoxid (DMSO), 2(1 'C, 3 d. e: Diisobutylaluminiumhy- 
drid/Hexan, -75°C. 2 h. I: Ph,EtPBr/HuLi, Schlosser-Bedingungen 1321. g: 
1.1 iiquiv. I N HCI/(THF/H20 4 :  I), 20 'C, 2 d. 

uberfuhrt. Zur Kettenverlangerung wird 10 mit Kaliumcy- 
anid zurn Nitril 11 umgesetzt, das man in den Aldehyd 12 
umwandelt. Durch Wittig-Reakti~n'~'] wird 12 zu 13 um- 
gesetzt. Nach Abspaltung der Isopropyliden-Schutzgruppe 
wird das Diol 14 in 42% Gesamtausbeute aus dem Triol 8 
erhalten (sechs Stufen). 

2.3. Synthese von (2R,3R,SE)-2-Hydroxy-3-methyl-5- 
heptenal 19; Oxidation von 14 zu 19 

Die Oxidation des Diols 14 (Schema 3) kann nach der 
Pf~tzner-Moffatt-Methode~~'~ in einer Stufe durchgefiihrt 
werden, dann allerdings nur in 25% Ausbeute. Will man 
den Hydroxyaldehyd 19 in hoher Ausbeute erhalten, mu13 
zunachst die sekundare OH-Gruppe von 14 geschiitzt wer- 

e 
CH3 

14 

b 90 ' I .  1 

1 

OCOPh 

15 

c 92 '1. 

fcl% 

16 

CH= 0 

a 

2 5 ' 1 ~  ' 
19 

96% e t 

18 

95.1. a T 

17 

Schema 3. Synthese von 19. a: Dicyclohexylcarbodiimid (DCCI)/DMSO/ 
CbHbi'F'yridin/Trifluoressigsiiure (TFA), 20°C. 2 h. b:  PhCOCI/Pyridin, 
20°C. 1 h. c: CH2-CHOE1/TFA, 20°C. 1-3 d. d:  I O N  KOH/EtOH, 20°C. e: 
1 N HCI/THF, 20°C. 2 h. 

den. Dies gelingt durch Monobenzoylierung zu 15, Umset- 
zung zurn Ethoxyethylderivat 16 und alkalische Hydrolyse 
des Benzoats unter Bildung des primaren Alkohols 17. 
Nach Pfit~ner-Moffatt[-'~~ laBt sich 17 nun in 95% Ausbeute 
zum Aldehyd 18 oxidieren. Abspaltung der Schutzgruppe 
ergibt den Hydroxyaldehyd 19 in 70% Gesamtausbeute 
(funf Stufen). 

2.4. Synthese von (ZS, 3R,4R,6E)-3-Hydroxy-4-methyl-2- 
(methylamino~6-octensaure (MeBmt) 25; Einfiihrung 
der Methylamino- und der Carboxygruppe 

Schema 4 zeigt die letzten Schritte der MeBmt-Synthese. 
Aus frisch hergestelltem Hydroxyaldehyd 19 erhalt man 
mit Kaliumcyanid und Methylammoniumchlorid das Cy- 
anhydrin 20 als Diastereomerengemisch. Dieses wird zurn 
2-Oxazolidinon 21 umgesetzt (Diastereomerengemisch 
(6 : 1) cis :trans, bezogen auf den Ring). Mit Kaliumcarbo- 
nat in Ethanol wird in hoher Ausbeute der einheitliche 
Imidsaureester 22 erhalten. Hierbei reagiert das interme- 
diare Iminomethylenderivat (IR-Bande bei 2230 cm- ' in 
Ethanol) stereospezifisch zurn thermodynamisch stabileren 
trans-Imidsaureester 22. Hydrolyse von 22 ergibt das 
enantiomerenreine N-Methylaminosaurederivat 23, in wel- 
chem die geschutzte Hydroxy- und die N-Methylamino- 
gruppe in der gewiinschten threo-Konfiguration vorliegen. 
Beide Schutzgruppen von 23 konnen in einem Schritt oder 

Angew. Chem. 97 (1985) 88-96 91 



FN CH1 

CH3 

20 

cH3 
21 

22 

C Y  

23 

CH3 

25  

Schema 4. Synthese von MeBmt 25. a: KCN/MeNH2. HCI/MeOH/H20, 
20°C. 2 h. b: I,l'-Carbonyldiimidazol/CH~Clz, 2 0 T ,  16 h. c :  KZCOdEtOH, 
20°C, 6 h. d: EtOH. e: 1 Aquiv. 1 N HCVEIOH, 20°C. 1.5 h. f: 0.1 N KOH/ 
Dioxan, 20°C, I h. g: HCI (pH 2). h: 2~ KOH/H20, 80°C, 3 h. i: HCI (pH 
5 ) .  

stufenweise uber 24 abgespalten werden. Aus der Reakti- 
onsmischung kristallisiert die gewiinschte N-Methylamino- 
saure MeBmt 25 nach Ansauern auf pH 5 .  Ausgehend 
vom Aldehyd 19 betragt die Ausbeute 48% (sechs Stufen), 
ausgehend von (R,R)-Weinsaurediethylester 7.8% (24 Stu- 
fen). Dies entspricht einer Durchschnittsausbeute von 9oy0 
pro Stufe. 

Die hier beschriebene stereospezifische Synthese ermog- 
lichte zum ersten Ma1 die Charakterisierung der neuen 
Aminosaure MeBmt 25 und dariiber hinaus die Totalsyn- 
these von Cyclosporin. 

3. Totalsynthese von Cyclosporin''] 

3.1. Synthesekonzept 

Bei der Synthese von Cyclosporin 1 (Abb. 1) wurde fur 
den RingschluB die Knupfung der Peptidbindung zwi- 
schen L-Alanin in Position 7 und D-Alanin in Position 8 
vorgesehen. Dies hatte zwei Hauptgriinde: 1. Die intramo- 
lekularen Wasserstoffbriicken zwischen den Amidgruppen 
dieses linearen Undecapeptids konnten gefaltete Konfor- 
mationen stabilisieren, die der Konformation von Cyclo- 
sporin ahneln und dadurch den RingschluD erleichtern 
sollten. 2. Die Bindungskniipfung zwischen N-methylier- 

[*I Einzelheiten der Synthese von Cyclosporin siehc [12, 361. 
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ten Aminosluren ist schwieriger als zwischen nichtmethy- 
lierten Aminosauren (Einzelheiten siehe t3a*371), so daB der 
Ring zwischen den beiden einzigen aufeinanderfolgenden 
nichtmethylierten Aminosauren geschlossen werden soll- 
te. 

Fur die Synthese des Undecapeptids wurde eine Frag- 
mentkondensationstechnik angewendet, bei der die Ami- 
nosaure MeBmt am Ende der Synthese angebaut wurde. 
Auf diese Weise lie0 sich die Anzahl der noch folgenden 
Reaktionsschritte minimieren. Schema 5 zeigt, wie die (ge- 
schutzten) Peptidfragmente zusammengefiigt wurden. Zur 
Aktivierung der Carbonsaurefunktion diente eine Variante 
der Methode von Zu0ru1[~*~ iiber die gemischten Pivalin- 
saureanhydride, die von uns auf N-Methylaminosauren 
iibertragen w ~ r d e [ ~ ~ ] .  Dabei wird rnit Pivaloylchlorid in 
Chloroform bei - 20°C zunachst langsam das gemischte 
Anhydrid in Gegenwart einer tertiaren Base wie N-Methyl- 
morpholin (2 Aquiv.) erzeugt und unmittelbar rnit den N- 
ungeschutzten Aminosaure- oder Peptidestern gekuppelt. 
Die freien Basen wurden durch Abspaltung der Boc- 
Schutzgruppen rnit Trifluoressigslure bei - 20 C o  und an- 
schlieaende Neutralisation rnit Natriumhydrogencarbonat 
erhalten; die Benzylester wurden hydrogenolytisch mit 
Palladium/Kohle in Ethanol gespalten. 

Das Tetrapeptid Boc-D-Ala-MeLeu-MeLeu-MeVal-OBzl 
wurde entsprechend Schema 5 von links nach rechts durch 
Knupfen der Bindungen 1 ,2  und 3 aufgebaut. Durch Syn- 
these des Dipeptids Boc-Abu-Sar-OBzl entstand Bindung 
4. Das Tetrapeptid Boc-MeLeu-Val-MeLeu-Ala-OBzl 
wurde von rechts nach links durch Bildung der Bindungen 
5 ,  6 und 7 hergestellt. Durch anschlienende Kupplung 
(Bindung 8) mit dem zuvor synthetisierten Dipeptid erhielt 
man das Hexapeptid Boc-Abu-Sar-MeLeu-VaI-MeLeu- 
Ala-OBzl. Beirn Einbau der Arninosaure MeBmt waren 
Hydroxy- und N-Methylaminofunktion als Dimethylox- 
azolidinderivat geschiitzt. Diese Isopropyliden-Schutz- 
gruppe laDt sich leicht durch Erhitzen der Arninosaure in 
Aceton einfuhren und hat den Vorteil, daB bei der Peptid- 
kniipfung keine Epimerisierung eintritt. Das bedeutet, daB 
der Oxazolidinring die thermodynamisch stabilere truns- 
Konfiguration wahrend der Aktivierung der Carboxy- 
gruppe und der Peptidbildung behalt. Schon wahrend der 
Herstellung, auf jeden Fall aber vor der Aktivierung, 
wurde MeBmt durch Zugabe von N-Methylmorpholin (1 
Aquiv.) geschiitzt. Zur Gewinnung des geschiitzten Hepta- 
peptids wurden geschiitztes MeBmt und das Hexapep- 
tid nach der Dicyclohexylcarbodiimid(DCC1)-Methode 
in Gegenwart von N-Hydroxybenz~triazol'~~~ verkniipft. 
Nach der Abspaltung der Isopropyliden-Schutzgruppe 
(1 Aquiv. 1 N HCI/MeOH) wurde als letzte die Amid- 
bindung 10 durch Verkniipfen des Heptapeptids mit 
Boc-D-Ala-MeLeu-MeLeu-MeVal-OH in Gegenwart von 
N-Methylmorpholin in CH2C12 bei Raumtemperatur 
gekniipft. Als Verkniipfungsreagens diente das von 
Custro et al.[401 entwickelte (lH-1,2,3-Benzotriazol-l-yloxy)- 
tris(dimethy1amino)phosphoniumhexafluorophosphat 
(BtOP(NMe,)?PI??). Nach der Hydrolyse der Estergruppe 
(NaOH, O T )  und Abspaltung der Boc-Gruppe 
(CF,COOH, - 20°C) wurde das ungeschutzte Undecapep- 
tid bei Raumtemperatur zu Cyclosporin 1 cyclisiert 
(0.0002 M CH2C12, 1 Aquiv. BtOP(NMe2)7Pe[401, N-Me- 
thylmorpholin). Die Ausbeute an kristallinem Material be- 
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Reihenfolge der Kupplungsschritte 

1 2 3 10 9 4 8 7 6 5 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1  
D-Ala MeLeu MeLeu MeVol Meemt Abu Sar MeLeu Val MeLeu Ala 

I 1 ? Ausb. 
8 9 10 11 1 2 3 4 5 6 

Boc 
B O C  

Boc OH I 
BOC 

BOC 

............................ 

......................... 
........................... 
........................... 
........................ 

1 ......................... 
......................... 
........................... 
.......................... 
......................... 
......................... 

......................................... 

......................................... 

..................................... 
.OEz[,.. ........................... 
, 0BZ[ . . .  ............................. 
.OH .................................. 
......... .... Boc--OH H--OBzl 
......... -.. BOC - O E Z I -  

.... 
........................ 

......... ..................... 

... ..................... 

... ................ 
... ................ ... 

O H  c1 .......... ... BOC 
... Boc -‘ .......... 

I 

I Boc- I ‘ O H  H- 
8oc- 
Boc- 

H -  

I 

N*l 
............................................ 80 

~ 97 
80 
92 

....................................... 
....................................... 
......................................... 
......... 1 ..........I .......... I ........ 
......................................... I l l 8 ’  

H H 

Me Leu 4 4  e Val -c M e Brnt +A bu + Sar 

MeLeu 

D- A l a c A l a  - MeLeu+Val+MeLeu 

t 

t 

Schema S. Synthcse von Cyclosporin 1. Dicke Pfeile: Strategie f i r  die Synthese der Peptide. Einzelheiten siehe Text. 
Boc = ferr-Butoxycarbonyl. Bzl= Benzyl, >OH = Isopropyliden-geschltztes MeBmt. 

trug 62%. Durch Cyclisierung uber das gemischte Phos- 
phonsbreanhydrid nach Wissmann und Kleiner[4’1 oder 
uber den Pentafluorphenol-DCCI-Komplex nach Ko- 
o ~ c s [ ~ * ~  konnte die Ausbeute auf 65% erhoht werden. 

Die hier beschriebene Fragmentkondensationstechnik 
erm6glicht somit eine sehr leistungsfahige Synthese von 
Cyclosporin in einer Gesamtausbeute von 27.5% bezogen 
auf die eingesetzte Aminosaure MeBmt. Aus 1 g MeBmt 
lassen sich 1.6 g Cyclosporin herstellen. Dariiber hinaus 
eroffnet diese Synthese den Weg zum Aufbau von 
Analoga, mit denen die vielen unbeantworteten Fragen 
uber die Struktur-Wirkungs-Beziehungen dieses Praparates 
untersucht werden kdnnen. 

4. Cyclosporin-Analoga 

4.1. Auswahl der Variationen 

Riiegger et al.‘”] und Traber et al,1’7-’91 isolierten einige 
mit Cyclosporin eng verwandte natiirliche Cycloundeca- 
peptide, die zum Verstandnis von Struktur-Wirkungs-Be- 
ziehungen beitrugen (siehe Abschnitt 5). Das neu entwik- 
kelte Synthesekonzept ermbglicht es im Prinzip, jede Ami- 
nosh re  in Cyclosporin zu modifizieren, so da13 spezifische 
Aspekte der Struktur-Wirkungs-Beziehungen sich sukzes- 
sive untersuchen lassen. Als erstes wurde gepriift, welche 
Bedeutung die Umgebung der Aminosaure MeBmt in Po- 
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sition 1 hat; dazu wurden Veranderungen in den Positio- 
nen 1,2,3 und 11 vorgenommen. Im folgenden werden sie- 
ben dieser Variationen sowie die Synthese des naturlich 
vorkommenden Isomers (N-Methyl-D-Valin")cyclosporin 
besprochen. 

Um die Bedeutung der ungewohnlichen Seitenkette von 
MeBmt in Position 1 zu erforschen, wurde MeBmt durch 
N-Methylthreonin (MeThr) ersetzt. Dadurch blieben zwar 
die polaren Eigenschaften von MeBmt erhalten, nicht aber 
der ausgepragte lipophile Charakter der Seitenkette. 

(Threonin')cyclosporin [(Thr*)CS], ein naturliches Cy- 
closporin-Analogon, ist ein wirkungsvolles Immunsup- 
pressivum. Im Gegensatz zu den anderen natiirlichen 
Analoga mit Abweichungen in Position 2 enthalt (Thr*)CS 
eine Hydroxygruppe. Um herauszufinden, ob diese 
Gruppe an speziellen Wechselwirkungen mit dem Rezep- 
tor beteiligt ist, wurde a-Aminobuttersaure in Position 2 
von Cyclosporin durch Serin ersetzt. 

Reihenfolge der Kupplungsschritte 

1 2 3 1 0  9 4 8  7 6 5  ---- 

Wie die Rontgen-Strukturanalyse von Cyclosporin er- 
gab, beginnt die PePtidkette bei Sarcosin in Position 3 um- 

Schema 6. Konzept fih die Synthese von Cyclosporin-Analoga [siehe auch 
Schema 5). Schwarze Punkte: Modifizierte Aminosauren. CS -cyclospori~. 

zubiegen (siehe Abschnitt 1.3). Es ist zu erwarten, dal3 
diese Teilstruktur durch den Austausch von Sarcosin 
durch D-Prolin stabiler und starrer wird. Dabei sollte der 
Prolinring aquatorial zum Peptidring angeordnet sein und 

4.3. Strukturbestimmung der~CycIosporin~AnaIoga 

die Konformation des Peptidgeriists nicht verandern. 
Eine weitere Modifizierung des Cyclosporingeriists war 

der Ersatz von MeVal in Position 11 durch MeLeu. Die zu- 
satzliche Methylengruppe dieser Aminosaure sollte die ste- 
rische Hinderung in Position 11 vermindern und den Pep- 
tidring beweglicher machen. 

Der Austausch von MeVal durch MeIle (N-Methyl-L- 
isoleucin) oder aMeIle (N-Methyl-L-alloisoleucin), zwei 
Aminosauren, die je eine sec-Butyl- statt einer Isopropyl- 
seitenkette enthalten, ergab dem naturlichen Cyclosporin 
ahnlichere Modelle. Im Fall von Melle wird ein Wasser- 
stoffatom der proS-Methylgruppe, im Fall von aMeIle ein 
Wasserstoffatom der pro-R-Methylgruppe von Methylvalin 
jeweils durch eine Methylgruppe ersetzt. 

SchlieBlich wurde MeVal gegen MeAla (N-Methylala- 
nin), eine kleinere und sterisch anspruchslosere Aminoslu- 
re, ausgetauscht, die anstelle der beiden Methylgruppen 
von Valin zwei Wasserstoffatome enthalt. 

Von diesen Cyclosporin-Analoga erwarteten wir Infor- 
mationen uber die Empfindlichkeit der biologischen Akti- 
vitlt gegenuber geringfiigigen Modifikationen in den Posi- 
tionen 1, 2, 3 und 11 sowie Hinweise, ob und in welchem 
MaBe diese Aminosluren in die Wechselwirkung mit dem 
Rezeptor einbezogen werden. 

4.2. Synthese von Cyclosporin-Analoga 

Wie Schema 6 zeigt, wurde das Konzept der Cyclospo- 
rinsynthese (Schema 5 )  auf die neuen Peptidfragmente 
ubertragen. Die Pfeile geben Richtung und Sequenz des 
Aufbaus an; durch die schwarzen Punkte sind die modifi- 
zierten Aminosauren gekennzeichnet. Die Undecapeptide 
mit freier Amino- und Carboxyfunktion wurden mit 
(PrP02)31411 in Gegenwart von 4-Dimethylaminopyridin in 
CH2C12 cyclisiert. 

Die Strukturzuordnung der Analoga (Schema 6) wurde 
durch NMR-Daten gestutzt. Alle Analoga aul3er (D-Me- 
Val")Cyclosporin, dessen kompliziertes Spektrum minde- 
stens sieben Konformationen des Peptidrings nahelegt, ha- 
ben ahnliche NMR-Spektren wie natiirliches Cyclosporin, 
das in CDCl3 uberwiegend in einer Konformatioq vorliegt. 
Somit lieD sich voraussagen, daB die neuen Cyclosporin- 
Analoga eine ahnliche Konformation wie Cyclosporin ha- 
ben. Im Fall von (MeLeu")Cyclosporin konnte die auf- 
grund der Synthese und der physikalischen Daten erwar- 
tete Struktur durch eine Rontgen-Strukturanalyse gesichert 
werden. Diese zeigte auch, daB das Geriist von (Me- 
Leu")Cyclosporin im Kristall praktisch die gleiche Kon- 
formation wie das Geriist von Cyclosporin hat. Die geome- 
trische Anordnung der B-C-Atome von N-Methylvalin und 
N-Methylleucin in Position 11 stimmt uberein. 

5. Biologische Aktivitat und Struktur-Wirkungs- 
Beziehungen der Cyclosporin-Analoga 

Die relative Wirksamkeit einiger synthetischer und na- 
turlich vorkommender Cyclosporin-Analoga ist in Tabelle 
1 zusammengestellt. Die Verbindungen wurden unter Ver- 
wendung pharmakologischer Modelle charakterisiert, die 
man auch beim Test von Cyclosporin verwendet hatte. Die 
Hemmung der humoralen Immunantwort wurde durch Be- 
stimmung antikorperbildender Zellen in der Milz von 
Mlusen ermittelt, die mit Schaf-Erythrocyten immunisiert 
worden waren (Jerne-Test). Die Hemmung der zellvermit- 
telten Immunantwort wurde in einer Immunreaktion vom 
verzdgerten Typ (delayed-type hypersensitivity, DTH) be- 
stimmt, indem die Suppression eines durch Oxazolon aus- 
gelosten Hautausschlags bei Mlusen gemessen wurde. Der 
Hemmungsindex in vitro ergab sich durch quantitative Er- 
fassung des Hemmeffekts auf die durch Mitogene oder Al- 
loantigene ausgeloste Proliferation lymphoider Zellen. 
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Tabelle 1. lmmunsuppressive Wirkung einiger Cyclosporin-Analoga und 
-Derivate. Cyclosporin (CS) gleich wclcher Quclle hat stark immunsuppres- 
sive Wirkung (***); H-McBmt-OH hat keine Wirkung (*). 

phobe Mulde am Rezeptor nicht ausfiillen kann oder daR 
die Starrheit des Molekiils verringert wird. 

cs Posi- Analogon/l>erivat Quelle Wirkung 
enthglt tion cnthiilt la1 M 

~~ 

MeBmt 1 (0Ac)MeBmt hs * 
MeBmt 1 (3'-Dcsoxy)MeBmt hs 
MeBmt 1 Dihydro)MeBmt hs ** 
McBmt 1 MeThr S * 
Abu 2 Ser S ** 
Abu 2 Ala n ** 
Ahu 2 Thr n *a* 

Abu 2 Val n ** 
Abu 2 NorVal n *** 

MeVal 11 McLeu S * 
MeVal 11 D-MeVal n, s * 
MeVal 11 aMelle S * 
MeVal 11 MeIle S (*) 
MeVal 11 MeAla S * 

[a] n = natllrlich, hs-halbsynthetisch, s = aynthetisch. @] *** = starke immun- 
suppressive Wirkung bei Tests n i t  phannakologischen Modellen. die auch 
hei Cyclosporin verwcndet wurden [2 61, ** = durchschnittliche Wirkung, - wenig oder keine Wirkung. 

Sar 3 D-PI0 S 

Aus den Befunden in Tabelle 1 ist klar ersichtlich, daI3 
die Seitenkette der Aminosiiure 1 (MeBmt) wichtig fiir die 
biologische Aktivitiit ist. Wenn man den unpolaren Teil 
der Seitenkette, wie im Fall von (MeThr')Cyclosporin, ent- 
fernt, wird die immunsuppressive Wirksamkeit drastisch 
herabgesetzt; dies ist auch bei Veriinderungen an der Hy- 
droxygruppe (0-Acetyl- und Desoxycyclosporin) der Fall. 
Sogar die Doppelbindung triigt zur biologischen Aktivitat 
bei: Dihydroverbindungen wirken im allgemeinen weniger 
immunsuppressiv. MeBmt allein hat jedoch keine immun- 
suppressive Wirkung. 

Die Alkylkette der Aminosiure 2 (Abu) kann um zwei 
bis drei C-Atome variiert werden, wobei gute Aktivitat ge- 
messen wird. Wiihrend (Thr*)Cyclosporin ein wirksames 
Immunsuppressivum ist, zeigt (Serz)Cyclosporin bedeu- 
tend weniger Aktivitiit. Dies liiI3t darauf schlieBen, daI3 vor 
allem hydrophobe Wechselwirkungen fur das Zusammen- 
wirken der aliphatischen Seitenkette der Aminosiiure 2 
und des Rezeptors wichtig sind. 

Obwohl  pr pro^)- und (MeLeu")Cyclosporin fast die- 
selbe Konformation wie Cyclosporin haben sollten (iihnli- 
ches NMR-Spektrum beider Analoga und iihnliche Struk- 
tur von Cyclosporin und (MeLeu")Cyclosporin im Kri- 
stall), wirken sie nicht immunsuppressiv. Vermutlich ver- 
hindert die sterische Anhaufung der Seitenketten in Posi- 
tion 3 bzw. 11 eine wirksame Bindung dieser Derivate an 
den Cyclosporin-Rezeptor. Fiir die Bedeutung der Seiten- 
kette der Aminosaure 11 fur die biologische Aktivitat 
spricht auch der bei (D-MeVal ' ')Cyclosporin beobachtete 
Aktivit&tsverlust. Bei diesem Derivat ist die Konformation 
des Peptidrings in Position 11 sicherlich anders (NMR) als 
bei Cyclosporin. 

Kleine Strukturlnderungen der Aminosaure 11 vermin- 
dern die immunsuppressive Wirkung solcher Cyclosporin- 
Analoga. Nach Rontgen-Strukturanalysen liegt die pro-R- 
Methyl-Gruppe von N-Methylvalin niiher an der N-Me- 
thylgruppe von MeBmt als die proS-Methylgruppe, und 
Veriinderungen wirken sich etwas starker auf die Aktivitiit 
aus. Die geringere Aktivitat des MeAla-Analogons konnte 
darauf zuriickgefiihrt werden, daI3 es eine kritische hydro- 

6. Zusammenfassung 

Einige Struktur-Wirkungs-Beziehungen (SAR) von Cy- 
closporin beginnen sich durch Untersuchungen mit spe- 
ziell modifizierten Derivaten abzuzeichnen; um jedoch ein 
exakteres Bild zu erhalten und daraufhin Derivate mit ver- 
bessertem Aktivitiitsprofil zu synthetisieren, muI3 noch vie1 
getan werden. 

Unabhiingig davon steht fest, daB die ungew6hnliche 
MeBmt-Kette eine wesentliche Rolle bei der biologischen 
Aktivitat von Cyclosporin spielt. Trotzdem ist sie allein 
nicht ausreichend fiir die immunsuppressive Wirkung: An 
der biologischen Aktivitiit ist ein gr6Derer Teil des Cyclo- 
sporinmolekiils beteiligt. Aus den in Abschnitt 5 geschil- 
derten Befunden geht hervor, daB dazu sicherlich die Ami- 
nosiiuren in den Positionen 1 , 2 , 3  und 11 geh6ren. 

Die Synthese weiterer Derivate sollte dazu beitragen, 
viele der verbleibenden Fragen iiber die Struktur-Wir- 
kungs-Beziehungen dieses Arzneimittels zu beantworten. 
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Synthese und biologische Aktivitat von a-Methylen-y-butyrolactonen 

Von H. M. R. Hoffmann* und Jiirgen Rabe 

Dr. Wilhelm A. Schuler zum 70. Geburtstag gewidmet 

a-Methylen-y-butyrolactone [Dihydro-3-methylen-2(3H)furanone] bilden eine wichtige 
Gruppe von Naturstoffen und haben vielseitige biologische Aktivititen. Fortschritte in der 
Synthese des Heterocyclus sowie die Klassifizierung der Synthesemethoden sind nicht nur 
von praktischem Interesse, sondern auch grundstitzlich wichtig als aktuelles Beispiel fur 
den Aufbau von Verbindungen mit der ungew6hnlichen 1,6Anordnung der funktionellen 
Gruppen sowie einer Nucleophil-empfindlichen a-substituierten Acrylester-Einheit. 

1. Einfuhrung 

Der a-Methylen-y-butyrolacton-Ring ist ein integraler 
Baustein vieler Naturstoffe, insbesondere der Sesquiter- 
penlactone, die interessante biologische Eigenschaften 
aufweisen. In einem 1973 erschienenen Buchrlal wurden ca. 
200 derartige Substanzen samt 'H-NMR-Spektren und 
physikalischen Daten aufgelistet ; sechs Jahre spater waren 
bereits ca. 900[Ib1 bekannt. Seitdem hat sich die Zahl dieser 
Verbindungen weiter erh6ht: Eine Chemical-Abstracts-On- 
line-Recherche mit Hochrechnung zeigt, daB zur Zeit min- 
destens 2000-3000 a-Methylen-y-butyrolactone, vor allem 
vom Sesquiterpen-Typ, bekannt sind. Bei schgtzungsweise 
deneit nur 25 000-30 000 strukturell aufgeklarten Natur- 
stoffen''' ist der Anteil dieser a-Methylenlactone mit unge- 
flhr 10% betrachtlich. a-Methylen-y-butyrolactone sind 
nach der ersten Zusammenfassung von Griecd3] in rascher 
Folge in weiteren ArtikelnC4l behandelt worden. Zweck die- 
ser fjbersicht ist, nach einer Beschreibung der biologi- 
schen Aktivitaten die unterschiedlichen Konzeptionen zur 
Synthese des Heterocyclus vorzustellen und in jungster 
Zeit entwickelte Synthesen zu beschreiben. 

2. Biosynthese 

Die Biosynthese der sesquiterpenoiden a-Methylen-y- 
butyrolactone ist recht einfa~h".~]. Die Verbindungen ge- 
hen aus rrans,trans-Farnesylpyrophosphat hervor, welches 
zunachst zu dem gespannten Cyclodecadiengeriist von 
Germacradien (oder Germacratrien) cyclisiert und dann 
intramolekular unter Bildung eines Perhydroazulensy- 
stems (z. B. Guaiane und Pseudoguaiane) oder eines Deca- 
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lnstitut for Organische Chemie der Universitiit 
Schneiderberg 19, D-3000 Hannover 
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linsystems (z. B. Eudesmane) weiterreagiert. Uber die Se- 
quenz der Oxidationsschritte weiB man weniger. In Ein- 
klang mit Schema 1 ist die Lactoneinheit, welche durch 

I & 0 2 H  
I 

Ill 

Germacranol ide  

I - 

Guaianolide 

Pseudo- guaianolide eo (-Q 
\ 

Schema I .  \O 
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