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mit Wirkung als Antiarthriticum und zur Behandlung im-
munologisch bedingter Reaktionen beschrieben. Das An-
tibiotikum Cyclosporin D (Formel II)
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Verfahren zur Herstellung des neuen Antibiotikum-Derivates Dihydro-cyclosporin D (Formel I),
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dadurch gekennzeichnet, dass man das Antibiotikum Cyclosporin D (Formel II)
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katalytisch hydriert.

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellun

rin D (Formel I).

g des neuen Antibiotikum-Derivates Dihydro-cyclospo-
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Erfindungsgeméss gelangt man zu Dihydro-cyclosporin D durch katalytische Hydrierung des Antibiotikums Cyclosporin D

(Formel IT).
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Die Hydrierung des Antibiotikums Cyclosporin D wird
vorteilhafterweise so ausgefiihrt, dass man das Antibiotikum
Cyclosporin D in einem geeigneten Losungsmittel in Gegen-

wart von katalytisch aktiviertem Wasserstoff hydriert. Als L&-

sungsmittel kommen vorzugsweise niedere aliphatische Alko-
hole, wie z. B. Methanol, Athanol, Isopropanol, oder Athyl-

acetat in Frage. Die Hydrierung erfolgt zweckmissigerweise im

neutralen Bereich bei Temperaturen zwischen 20 und 30°C
und bei Atmosphirendruck oder wenig erhohtem Druck. Als
Katalysator kommt vorzugsweise Palladium, z.B. Palladium

auf Kohle, in Frage. Das so erhaltene Hydrierungsprodukt des
Antibiotikums Cyclosporin D kann hierauf in an sich bekann-

CH, CH3 CH CH»
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CH CH
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ter Weise gereinigt werden, z.B. durch Chromatographie an
Kieselgel.

Das als Ausgangsmaterial beniitzte Antibiotikum Cyclo-
60 sporin D kann, wie in nachstehendem Beispiel beschrieben,
hergestellt werden.

Eigenschaften von Dihydro-cyclosporin D
Farbloses, amorphes Pulver
Smp. 153-156°

[a]p®® = —237° (c = 0,56 in CHCl)
=-196° (c = 0,58 in CH;OH)
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Elementaranalyse
C63H115N11012
Ber:. C621 H95 N126 O 158%
Gef: C61,8 HY95 NI129 O 160%

Dihydro-cyclosporin D ist bei Raumtemperatur gut I5slich
in Methanol, Athanol, Ather, Aceton und chlorierten Kohlen-
wasserstoffen; praktisch unléslich in Wasser und in gesittigten
Kohlenwasserstoffen.

UV-Spekirum in CH,OH: Endabsorption

IR-Spektrum in CH,Cl,: Siehe Fig. 1

'H-NMR-Spektrum in CDCl;, 90 MHz, mit Tetramethyl-
silan als internem Standard: siche Fig. 2

Die R-Werte von Dihydro-cyclosporin D im Diinnschicht-
chromatogramm gehen aus folgender Tabelle hervor:

Fliessmittel R-Werte
Chloroform-Methanol (96:4) 0,42
Chloroform-Methanol-Eisessig (90:6:4) 0,57
Chloroform-Aceton (1:1) 0,57
Aceton-Hexan (1:1) 0,43

Polygram SIL G-Folien, Laufstrecke 10 cm.

Aufgetragene Substanzmenge: 40 y

Sichtbarmachung: mit Joddampf gelbbraune Flecken.

Das neue Antibiotikum-Derivat Dihydro-cyclosporin D
zeichnet sich durch interessante pharmakologische Eigenschaf-
ten aus und kann daher als Heilmittel verwendet werden. So
hemmt es das Wachstum von Aspergillus niger und Curvularia
lunata.

Insbesondere zeichnet sich die Substanz durch eine immu-
nosuppressive Wirkung aus.

Die immunosuppressive Wirkung kann wie folgt gezeigt
werden:

a) lm Lymphozytenstimulationstest nach Janossy wird in
vitro in Konzentrationen von 0,01 bis 10,0 zg/ml eine starke
Hemmung des H?-Thymidin-Einbaus, der Proliferationsrate
und der Blataogenese von mit Concanavalin A stimulierten
Lymphozyten aus Méusemilz festgestelit.

b) Oxazolon-Test an der Maus: Die Abnahme der Ohr-
schwellung wird als suppressiver Index (SI) ausgedriickt; SI =
0,62 nach 5 x 70 mg/kg p.o.

Aufgrund ihrer immunosuppressiven Wirkung kann die
Substanz zur Prophylaxe und Behandlung von Krankheiten,

die mit der Beeinflussung der Abwehrreaktion im negativen
Sinn zusammenhingen, angewandt werden.

Das neue Antibiotikum-Derivat Djhydro-cyclosporin D ist
ferner indiziert als Antiarthriticum. So bewirkt es im Freund-
Adjuvans-Arthritis-Latenzzeitversuch an der Ratte in Dosen
von ca. 30 mg/kg p.o, Korpergewicht/Tag eine starke Hem-
mung der primiren und sekundéren Entziindung,

Die zu verwendenden Dosen variieren naturgemdss je nach
Art der Administration und des zu behandelnden Zustandes.
Im aligemeinen werden jedoch bei Testtieren befriedigende
Resultate mit einer Dosis von 60 bis 300 mg/kg Korpergewicht
erzielt. Diese Dosis kann notigenfalls in 2 bis 3 Anteilen oder
auch als Retardform verabreicht werden. Fiir grossere Sduge-
tiere liegt die Tagesdosis bei etwa 300 bis 900 mg. Fiir orale
Applikationen kénnen die Teildosen beispiclsweise etwa 150
bis 300 mg des neuen Antibiotikum-Derivates Dihydro-cyclo-
sporin D neben festen und fliissigen Trigersubstanzen enthal-
ten.

15

Als Heilmittel kann das neue Antibiotikum-Derivat Dihy-
dro-cyclosporin D allein oder in geeigneter Arzneiform mit
pharmakologisch indifferenten Hilfsstoffen verabreicht wer-
den.

In dem nachfolgenden Beispiel, das die Erfindung niher
erldutert, ihren Umfang aber in keiner Weise einschrinken
soll, erfolgen alle Temperaturangaben in Celsiusgraden.

Beispiel
400 mg Palladium-Kohle (10% Palladium) werden in
15 ml Athanol wihrend 20 Minuten vorhydriert. Zu dieser Sus-
pension des Palladiumkatalysators wird die Losung von 3,66 g
Cyclosporin D in 30 ml Athanol zugegeben und darauf bei 24°
und einem Druck von 736 mm Quecksilbersiule bis zur been-
deten Wasserstoffaufnahme hydriert. Anschliessend filtriert

. man vom Katalysator ab und dampft das Filtrat im Vakuum

20

25

35

40

50

55

60

65

bei 20 bis 40° zur Trockne ein. Dabei fillt das diinnschicht-
chromatographisch einheitliche Dihydro-cyclosporin D als farb-
loses amorphes Pulver an, das im Hochvakuum wihrend 4
Stunden bei 70° getrocknet wird. '

Das als Ausgangsmaterial verwendete Cyclosporin D wird
wie folgt hergestelit:

500 1 einer NahrlGsung, die pro Liter 40 g Glucose, 5 g
Caseinpepton, 5 g MgSO, - 7H,0, 2 g KH,PO,, 3 g NaNO,,
0,5 g KCl, 0,01 g FeSO, und entmineralisiertes Wasser ent-
hélt, werden mit 50 I einer Vorkultur des Stammes NRRL
8044 angeimpft und in einem Stahlfermenter unter Rithren
(176 UPM) und Beliiftung (1 Liter Luft/Min./Liter Nahrls-
sung) 13 Tage bei 27° inkubiert (siche DOS 2 455 859).

Die Kulturbrithe wird mit der gleichen Menge n-Butyl-ace-
tat ausgeriihrt, nach Abtrennung der organischen Phase wird
diese im Vakuum konzentriert und der Rohextrakt durch 3-
stufige Verteilung zwischen Methanol-Wasser (9: 1) und Pe-
troldther entfettet. Die methanolische Phase wird abgetrennt,
im Vakuum konzentriert und das Rohprodukt durch Zugabe
von Wasser ausgefillt. Das nach der Filtration gewonnene Ma-
terial wird an der 5- bis 7fachen Menge Sephadex LH-20 mit
Methanol als Elutionsmittel chromatographiert. Die Spitzen-
fraktionen werden anschliessend an Kieselgel 60, Korngrosse
0,063-0,20 mm (Merck) mit Hexan-Aceton (2: 1) chromato-
graphiert, wobei die zuerst eluierten Fraktionen vorwiegend
Cyclosporin A und Cyclosporin D enthalten, die spiter eluier-
ten Anteile vorwiegend Cyclosporin C. Zur weiteren Reini-
gung werden die Cyclosporin A~ und D-haltigen Fraktionen
aus der 2- bis 2,5fachen Menge Aceton bei —15° kristallisiert
und anschliessend durch zweimalige Chromatographie an Kie-
selgel 60, Korngrésse 0,063-0,20 mm (Merck) weiter aufge-
trennt, wobei die mit Hexan-Aceton (2: 1) zuerst eluierten
Fraktionen Cyclosporin D in stark angereicherter Form enthal-
ten. Diese werden in der doppelten Menge Aceton geldst und
bei~15° kristallisieren lassen. Das dabei erhaltene Rohkristal-
lisat von Cyclosporin D wird zur weiteren Reinigung in der
10fachen Menge Aceton gel6st, mit 2 Gewichtsprozent Aktiv-
kohle versetzt und wihrend 5 Minuten auf 60° erwiirmt. Das
nach Filtration iiber Talk erhaltene klare und beinahe farblose
Filtrat wird auf ein Drittel des Volumens eingeengt und auf
Raumtemperatur erkalten lassen, wobei Cyclosporin D spon-
tan auskristallisiert. Durch Stehenlassen bei —17° wird die Kri-
stallisation vervollstandigt. Die durch Abfiltrieren gewonnenen
Kristalle werden mit wenig eiskaltem Aceton gewaschen und
anschliessend im Hochvakuum bei 80° wihrend 2 Stunden ge-
trocknet. -

Smp. 148-151°
[a]p? = —245° (¢ = 0,52 in CHC,)
[a]D20 =-211° (C = 0,51 in CH_’;OI'I)
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