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1 Allgemeiner Teil

A  Allgemeiner Teil

1 Einleitung

Seit der Einfuhrung der ersten antibakteriellen Wirkstoffe, Sulfanilamid und Penicillin, in
den 30er und 40er Jahren unseres Jahrhunderts kam es bei fast allen
lebensbedrohlichen Bakterien-Infektionen zu einer deutlichen Abnahme der
Sterblichkeitsrate!". Grundgedanke bei der Entwicklung der dabei verwendeten,
antibakteriell wirksamen Substanzen war das sogenannte Ehrlich’sche Prinzip der
selektiven Toxizitat. Robert Koch war es 1882 gelungen, durch das spezifische
Anfarben von Tuberkulose-Bakterien die unterschiedliche Affinitdt von chemischen
Farbstoffen zu Mikroorganismen und Makroorganismen zu zeigen. Daraufhin war die
Hoffnung grof3, bald spezifische Substanzen zu finden, die Bakterien abtéten ohne
gleichzeitig den menschlichen Organismus zu schadigen!?.

Tatsachlich gelang es, vor allem in den 20er bis 50er Jahren, eine Reihe solcher Stoffe
zu entdecken. Die meisten dieser neuen Substanzen stammen dabei aus speziellen
Mikroorganismen (Pilzen oder Bakterien), die sie als chemische Waffen gegen andere
Mikroben einsetzen, um sich Vorteile im Uberlebenskampf in einer eng besiedelten
Umgebung zu verschaffen.

Diese neue Klasse von Arzneistoffen wurde allgemein als Antibiotika bezeichnet. Man
versteht darunter chemische Verbindungen, die im Korper infektiose Organismen
schadigen bzw. abtdéten und dabei fur den Menschen weitgehend untoxisch sind.
Wahrend dieser Begriff friher auf die aus Mikroorganismen gewonnenen Substanzen
beschrankt war, werden heute auch halb- oder totalsynthetische Produkte sowie
antibakteriell wirksame Stoffe aus Tieren und Pflanzen zu den Antibiotika gerechnet™.
Trotz des enormen Erfolgs bei der Bekdmpfung bakterieller Infektionskrankheiten leben
wir heute in einer Zeit, in der viele Bakterienarten langst Methoden entwickelt haben,
um sich vor dem Angriff antibakterieller Substanzen zu schitzen. Sie sind resistent
geworden .,

Um zu verstehen, wie Antibiotika wirken und in der Folge auch, warum sie unwirksam
werden, muss man naher auf den spezifischen Aufbau der Bakterienzelle eingehen.

Die selektive Toxizitat der Antibiotika gegenlber Bakterien beruht auf dem Angriff an
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speziellen Strukturen dieser Mikroorganismen, die beim Menschen nicht oder in

wesentlich anderer Form vorkommen.

2 Spezifische Struktur von Bakterien!

Bakterien sind einzellige, prokaryontische Mikroorganismen und konnen hauptsachlich
in zwei Klassen unterteilt werden, die sich vor allem in ihrem Zellwandaufbau
unterscheiden:

Die erste Gruppe, die grampositiven Bakterien behalten eine vorher aufgetragene lod-
Kristallviolett-Farbung (Gramfarbung) bei, wenn sie mit organischen Losungsmitteln
(Ethanol oder Aceton) behandelt werden.

Die zweite Gruppe, die gramnegativen Bakterien verlieren diese Farbung. Dies spiegelt
den unterschiedlichen Zellwandaufbau der beiden Bakterienklassen wider.
Gramnegative Bakterien besitzen eine zusatzliche aulere Membran, durch die der

Farbstoff nicht ins Bakterieninnere eindringen kann.

Grampositive Gramnegative
Bakterien Bakterien
Periplasmatischer
Raum
Zel- |———- Porin-
plasma Poren
Innere Membran AuBere
Membran
Mureingerust
(Peptidoglycan-
schicht)

Abb.1: Schematischer Aufbau von grampositiven und gramnegativen Bakterien

Ansonsten wird bei beiden Arten das Cytoplasma von einer inneren Membran

umgeben, an die sich ein flr Bakterien typisches Mureingerist anschlief3t. Dieses ist
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u.a. aus verschiedenen Polysacchariden und Proteinen aufgebaut, die miteinander
kovalent quervernetzt sind. Es verleiht somit der Zellwand die nodtige mechanische
Stabilitat, um dem osmotischen Druck standzuhalten. Man spricht in diesem
Zusammenhang auch von der Peptidoglycanschicht der Bakterien.

Bei gramnegativen Arten folgt darauf der periplasmatische Raum und anschliel3end die
aullere Membran. Bei grampositiven ist die Peptidoglycanschicht dagegen deutlich
dicker. Dieser abweichende Aufbau bedingt auch eine unterschiedliche Durchlassigkeit
gegenuber verschiedenen organischen Substanzen. Wahrend bei grampositiven
Bakterien sowohl lipophile wie hydrophile Substanzen relativ leicht ins Zellinnere
eindringen konnen, ist die aullere Membran bei gramnegativen Bakterien schwerer zu
Uberwinden. Der Transport in die Zelle erfolgt vor allem Uber bestimmte
Transportkanale, die Porine, die fur polare Substanzen besser zuganglich sind.

Im Zellinneren besitzen alle Bakterien die auch in Eukaryonten ublichen Organellen wie
z. B. Ribosomen fur die Proteinsynthese. Allerdings unterscheiden sich diese von
Saugetier-Ribosomen durch GroRe und raumliche Struktur. Bakterien besitzen keinen
Zellkern. Die DNA ist also von keiner Membran umschlossen. Das bakterielle
Chromosom besteht aus einem einzelnen, ringformigen DNA-Molekullfaden, der aus
zwei sehr langen Polynucleotid-Helices aufgebaut ist, die sich um eine gemeinsame
Achse winden. Zellteilung und DNA-Replikation verlaufen zwar prinzipiell ahnlich wie

beim Menschen, die beteiligten Enzyme unterscheiden sich jedoch deutlich.

3 Wirkungsmechanismen von Antibiotika

Die verschiedenen Antibiotika greifen vor allem in drei lebenswichtige Vorgange in den
Bakterienzellen ein:

» die Biosynthese der Bakterienzellwand

» die bakterielle Proteinsynthese

» die bakterielle DNA-Replikation und -Reparatur

Anhand von einigen ausgewahlten Antibiotika soll hier das Eingreifen in diese
bakteriellen Prozesse und die damit verbundenen Bakterienschadigungen erlautert

werden.
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3.1 Antibiotika, die in die Zellwandsynthese von Bakterien
eingreifen!®’

Die charakteristische Form der Bakterien wird von ihrer starren Membran bestimmt. Sie
konnen in hypotonen LOsungen (d.h. in Salzkonzentrationen, die unter denen ihres
Cytoplasmas liegen) Uberleben, ohne dass es zu einer osmotisch bedingten
Schwellung bzw. Ruptur (Lyse) ihrer Zell-Membran kommt. Das Mureingerust ist dabei
fur die mechanische Stabilitdt der Zellen verantwortlich. Es besteht aus
Polysaccharidketten bzw. Glycanstrangen, in denen alternierend N-Acetyl-glucosamid
und N-Acetylmuraminsaure 1,4-B-glykosidisch miteinander verknlpft sind. Dieses
,Disaccharid“ stellt eine sich wiederholende Grundeinheit der Zuckerketten dar und
wird durch Transglycolasen (TGase) an die wachsenden Polysaccharide angehangt.
Die Glycanstrange werden dann durch Transpeptidasen (TPase) Uuber ihre
Peptidseitenketten miteinander (quer)-vernetzt. Diese Peptidseitenketten (meist Tetra-
oder Pentapeptide) sind bei den verschiedenen Bakterienarten etwas unterschiedlich
aufgebaut. Alle tragen jedoch vor der Verknupfung ein D-Alanyl-D-Alanin-Ende. Je
grolBer der Anteil der Peptidvernetzung insgesamt ist, desto stabiler ist das

Mureingerust.

N-Acetyl- N-Acetyl-
glucosamid muraminsaure

,Disaccharid“

OH

Trans-
glycolase

L-Ala NH,

Abb.2: Vereinfachte Darstellung der bakteriellen Zellwandsynthese (Bsp. fur Staph. aureus)

Angriffspunkt der B-Lactame wie z.B. der Penicilline oder Cephalosporine sind nun die
bifunktionellen Enzyme der Bakterien, die sowohl Transpeptidasen als auch
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Transglycolasen in verschiedenen Domanen enthalten. Die Transpeptidasen
verknupfen das C-terminale Ende einer Peptidseitenkette unter Abspaltung von D-
Alanin mit der freien Aminogruppe einer zweiten Peptidkette. Aufgrund der
Strukturanalogie des D-Alanyl-D-Alanin-Endes mit den B-Lactamen dienen diese als
Pseudosubstrate und acylieren unter Offnung des B-Lactam-Rings die Serin-
Hydroxygruppe der Transpeptidasen. Diese werden somit auch als penicillin-bindende
Proteine (PBP) bezeichnet. Die penicillin-gebundenen Transpeptidasen hydrolysieren
nur sehr langsam, wodurch die normale Quervernetzung in der Peptidoglycanschicht
verhindert wird und eine mechanisch geschwachte Zellwand resultiert. Veranderungen
des osmotischen Drucks fuhren so zum Aufplatzen der Zellen (Lyse) und dem

Bakterientod.
Acyl-O-TPase- Quervernetzte Peptidoglycanstrange
Zwischenstufe
@ NH,
- NH
g E— /N
O:J HO—, 0 joj
<> NH Ser er

&

g

R R
(b) S S sehr langsame
N > o HN Hydrolyse g
0 (0]
Coo ™ \ (clelol
HO—\ T

Ser

Penicilloyl-O-TPase-
Zwischenstufe

er

Abb. 3:a) Verlauf der Transpeptidierung und
b) Inaktivierung der Transpeptidase durch Penicillin

Als weitere Gruppe greifen die Glycopeptid-Antibiotika wie Vancomycin oder
Teicoplanin in den Aufbau des Mureingerusts ein. Anstatt die Enzyme der
Peptidvernetzung kovalent zu hemmen wie die B-Lactame, bildet Vancomycin Uber funf
Wasserstoffbriicken einen relativ stabilen Komplex mit dem D-Alanyl-D-Alanin-Ende

der Peptidseitenkette, wodurch das Substrat weder mit den Transpeptidasen noch mit
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den Transglycolasen der Bakterienzelle reagieren kann. Die Folge ist wieder eine
mangelhafte Vernetzung der Peptidoglycanschicht und schlieB3lich die Bakteriolyse.

OH

(@]
_z
@:
z
“““‘I/
/ZI

- |

N-Acyl-D-Ala-D-Ala

Abb.4: Schematische Komplexierung des D-Ala-D-Ala-Endes der Peptidseitenkette
durch Vancomycin Uber fiinf Wasserstoffbriickenbindungen

Da pB-Lactame und Glycopeptid-Antibiotika auf unterschiedliche Weise in die
Mureingerustsynthese eingreifen, zeigen sie bei gleichzeitiger Gabe meist einen

synergistischen Effekt.

3.2  Proteinsynthese-Hemmer'®

Die Proteinsynthese findet prinzipiell in drei Schritten an den Ribosomen der Bakterien
statt: Initiation, Elongation und Termination. Da bei prokaryontischen Ribosomen
ausreichende Unterschiede im Vergleich zu eukaryontischen Zellen vorhanden sind,
gibt es eine Vielzahl von Antibiotika, welche die bakterielle Proteinsynthese gezielt
unterbinden und damit das Zellwachstum hemmen.

In Abbildung 5 ist schematisch der Elongationschritt der Proteinsynthese dargestellt,
wobei die Ribosomen aus 2 Untereinheiten (30S und 50S) aufgebaut sind, die sich an

eine mRNA anlagern.
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A: Normaler Ablauf der Proteinsynthese

Aminosauren

Ribosom
Translokation:
Anlagerung der zum Transpeptidierung:
Zutritt der Aminoacyl- Verlagerung der die
MRNA-Triplett Anknipfung der neuen
tRNA zur Akzeptorseite Aminosaurekette
passenden tRNA an Aminosaure (4) an die
des Ribosoms tragenden tRNA zur
die Bindungsstelle bestehende Kette
Donorseite
B: Eingriff verschiedener Antibiotika
Blockade der Ablesefehler Hemmung der Hemmung der
Akzeptorseite: Codon-Anticodon: Transpeptidierung: Translokation:
Aminoglykoside andere Anti- Makrolid
Aminoglykoside
Tetracycline biotikaarten -Antibiotika

Abb. 5: Schematische Darstellung der ribosomalen Proteinsynthese und des Eingriffs
verschiedener Antibiotika

Die aus vier linear kondensierten Sechsringen aufgebauten Tetracycline binden
reversibel an die 30S-Untereinheit der Ribosomen. Dadurch blockieren sie die
Akzeptorseite fur eine mit einer Aminosaure beladenen tRNA (Aminoacyl-tRNA),
wodurch die Verlangerung der Peptidkette verhindert und das Bakterienwachstum

gehemmt wird.

z OH N

Tetracyclin Doxycyclin
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Aminoglykoside wie das Kanamycin oder Streptomycin binden dagegen irreversibel an
die 30S-Untereinheit der Ribosomen und bewirken dadurch eine komplexe Stérung der
Proteinsynthese. Einerseits wird die Bindung von Formylmethionyl-tRNA an die 30S-
Untereinheit blockiert und damit der Beginn der Proteinsynthese unterdrickt.
Andererseits kann Aminoacyl-tRNA nicht an die Akzeptorstelle anlagern, was zum
Kettenabbruch fuhrt. AuRerdem kommt es durch die Anlagerung der Aminoglykoside
zu Ablesefehlern der mRNA. Die Folge sind fehlerhaft exprimierte Enzym- und

Struktur-Proteine, die zu irreparablen Schaden in der Bakterienzelle flihren.

HZN\'/NH2
|

N

HO OH
HO NYNHZ NH, HO
o O

NH

H
o 2 HO OH

Me
HO o}
HO ’
HO O NHMe Kanamycin A
HO

Streptomycin

Eine weitere Gruppe von Proteinsynthese-Hemmern sind die Makrolidantibiotika wie
Erythromycin oder Azithromycin. Es handelt sich dabei um makrocyclische Lactone mit
glykosidisch gebundenen Zuckerresten. Am Ribosom werden sie reversibel an die
50S-Untereinheit gebunden. Dadurch verhindern sie die Translokation wahrend der
Elongationsphase. Die Verschiebung der an der tRNA gebundenen Peptidkette von der
Akzeptor- an die Donorposition kann nicht mehr stattfinden und die Proteinsynthese

wird unterbrochen.

NMe

Erythromycin A
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3.3 Antibiotika, die in die DNA-Replikation eingreifen

Da Bakterien bei ihrer Vermehrung durch Zellteilung ihre DNA verdoppeln muissen,
sind sie gegenlber Substanzen, die in diesen komplexen Vorgang eingreifen, aul3erst
anfallig.

Um den neuen DNA-Molekilfaden von 1300 um Lange in einer Zellhille von nur
2 pm® Volumen unterzubringen, mussen sich Bakterien einer speziellen Technik
bedienen: der Superspiralisierung (auch Supercoiling genannt). Die vorspiralisierte
Doppelhelix wird dabei durch das Enzym Gyrase zu einer aullerst kompakten
Superhelix verwunden, die sich um einen RNA-Kern gruppiert und ohne weiteres in der
Zellhulle Platz findet.

/

Bakterienzelle

Entspanntes ringférmiges Chromosom

(b)

RNAKen Supercoiling

[Gyrase]

LI

Vorspiralisiertes Chromosom 4-Chinolone

Abb.6: a) Grolkenverhaltniss von Chromosom und Bakterienzelle,
b) Durch die Gyrase katalysiertes Supercoiling und Angriff der 4-Chinolone am Enzym

Genau hier greifen die 4-Chinolone, wie z.B. Ciprofloxacin oder Norfloxacin, in die
DNA-Replikation ein. Sie binden an die Gyrase, hemmen deren Aktivitat und induzieren

zusatzlich Strangbruche. Die Folge ist der Bakterientod.
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Die entsprechenden Enzyme im Menschen (Topoisomerasen) unterscheiden sich
deutlich von der bakteriellen Gyrase, was die spezifische Wirkung der 4-Chinolone
erklart®®.

4-Chinolone
0 0 o o
F
o N " N
L N O B
Ciprofloxacin Norfloxacin

DNA-Verdopplung und Zellteilung konnen auflerdem noch indirekt unterbunden
werden, indem die Zufuhr neuer Nucleosid-Bausteine unterbrochen wird. Auf diese
Weise greifen Sulfonamide in die bakterielle Vermehrung ein. Durch ihre strukturelle
Ahnlichkeit mit der para-Aminobenzoeséure blockieren sie ein entscheidendes Enzym
der Tetrahydrofolatsynthese, die Dihydropteroatsynthase. Dadurch resultiert im
Bakterium ein Mangel an Tetrahydrofolat, einem wichtigen Cofaktor fur C1-
Ubertragungsreaktionen. In der Folge kénnen verschiedene Nucleosid-Bausteine (v.a.
Thymidin) nicht mehr synthetisiert werden. Das Bakterienwachstum kommt zum
erliegen.

Wahrend Bakterien das Tetrahydrofolat nur durch eigene Synthese gewinnen konnen,
nimmt es der Mensch als Vitamin aus der Nahrung auf. Ein der Dihydropteroatsynthase
entsprechendes Enzym fehlt im Menschen, weshalb Sulfonamide fur ihn weitgehend

untoxisch sind!%,

Sulfonamide
z.B. R = H: Sulfanilamid

para-Aminobenzoesaure

Abb.7: Sulfonamide wirken als Antagonisten der para-Aminobenzoesaure in der Tetrahydrofolatsynthese
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4 Resistenz — Entstehung und Mechanismen

Sobald ein neues Antibiotikum auf den Markt kommt ist es keine Frage ob, sondern
eher wann sich die ersten Resistenzen bei den verschiedenen Bakterienarten
entwickeln. Normalerweise zeigt sich eine Antibiotikaresistenz innerhalb von einigen
Monaten bis Jahren und ist die Antwort der Bakterien auf die Lebensbedrohung durch
den Arzneistoff. Bakterien sind als Prokaryonten extrem anpassungsfahig und haben
gegenuber den Eukaryonten den Vorteil einer deutlich schnelleren Vermehrungsrate.
Die Dauer einer Zellteilung betragt unter optimalen Bedingungen weniger als
20 Minuten". Die durchschnittliche Mutationsrate dabei liegt bei ca. 1 mutierten Zelle
pro 10 Millionen. Dies bedeutet, dass bei einer Infektion, an der vielleicht 10 Milliarden
Bakterien beteiligt sind, um die 1000 mutierten Zellen vorkommen. Wenn sich nur eines
dieser mutierten Bakterien als resistent gegen ein verwendetes Antibiotikum erweist,
kann es sich ungehindert vermehren, wahrend die anderen Zellen abgetotet werden.
Bei einer Antibiotikabehandlung unterhalb der Wirksamkeitsgrenze ist die
Resistenzentwicklung damit praktisch vorprogrammiert!'?,

FUr eine anschlielRende, schnelle Ausbreitung der einmal erworbenen Resistenz
sorgen vor allem die Plasmide der Bakterien. Dabei handelt es sich um kurze,
ringformige DNA-Abschnitte, die vom Chromosom des Bakteriums unabhangig sind.
Sie koénnen eigenstandig vermehrt und zwischen verschiedenen Bakterienzellen und
-arten ausgetauscht werden. Die auf ihnen gesammelten Resistenzgene definieren die
Antibiotikaresistenz und kdnnen gelegentlich in sogenannten Transposonen abgetrennt
und in das Chromosom der Bakterien eingebaut werden. Wie alle Resistenzen, welche
uber Chromosomen definiert sind, verbreiten sich diese dann Uber die normale
Vermehrung der Bakterien!"!.

Seit Beginn der 5&0er Jahre hat man sich intensiv mit verschiedenen
Resistenzmechanismen und deren Aufklarung beschaftigt. Resistente Bakterien haben
vor allem drei Strategien entwickelt, um sich gegen die gangigen Antibiotika zur Wehr

zu setzen!':

» Verringerung der Konzentration des Antibiotikums in der Bakterienzelle
» |naktivierung des Antibiotikums

» Veranderung der Zielstruktur in den Bakterien
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4.1  Verringerung der Antibiotika-Konzentration im Zellinneren

Damit Antibiotika Uberhaupt wirksam werden kdonnen, mussen sie den Wirkort im
Bakterium erreichen und sich dort in ausreichender Konzentration ansammeln. Um z.B.
die bakterielle Proteinsynthese zu hemmen, missen sie die Zellmembranen der
Erreger durchdringen und sich im Cytoplasma anreichern. Erst dann konnen sie
spezifisch an den Ribosomen angreifen und die Zellen schadigen. Bakterien haben nun

zwei Methoden entwickelt, um die Wirkstoffanreicherung im Zellinneren zu verhindern.

Aktives Auspumpen der Antibiotika aus der Bakterienzelle!'):

Grampositive und gramnegative Bakterien verwenden bestimmte Membranproteine,
um die Antibiotika aus der Zelle pumpen. Durch die gezielte Produktion solcher
Proteine werden z.B. Tetracycline schneller aus dem Cytoplasma hinausbeférdert als
sie hineindiffundieren konnen. Da keine ausreichende Wirkstoffkonzentration im
Zellinnern mehr erreicht wird, bleibt der antibakterielle Effekt aus. Ahnliche
Membranpumpen verwenden z.B. auch Streptomycesarten, um die von ihnen
produzierten, aber flir sie selbst giftigen Antibiotika aus ihrem Zellinnern zu

transportieren.

Abb. 8: Durch vermehrtes Auspumpen des Antibiotikums aus der Bakterienzelle
reicht die Konzentration im Zellinneren nicht aus, um seine Wirkung zu entfalten

Auch die Resistenzen einiger Erreger gegeniuber den Makrolid-Antibiotika oder den

4-Chinolonen gehen auf solche Membranpumpen zuriick!'?.
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Undurchlassigkeit der Membran!®!:

Neben den in die Membran eingebauten Proteinpumpen sei noch kurz eine andere
membranabhangige Resistenz-Strategie der Bakterien erwahnt. Vor allem bei
gramnegativen Bakterien bewirkt die Veranderung der aulleren Membran eine
Undurchlassigkeit gegenuber B-Lactam-Antibiotika. Dabei werden die Transportkanale,
die Porinporen, durch die diese Antibiotikaklasse normalerweise diffundiert Gber

Mutationen flir diese undurchlassig und die Bakterien resistent.

4.2  Inaktivierung der Antibiotika

Ein weiterer Resistenzmechanismus der Bakterien zielt auf die aktiven Stellen am
Antibiotikum ab. Durch strukturelle Veranderungen werden diese zerstort, wodurch die
Wirksamkeit verloren geht.

Der klassische Fall ist die hydrolytische Inaktivierung der B-Lactame durch spezielle
Bakterien-Enzyme, sogenannten (-Lactamasen. Bevor 3-Lactame unter Ringoffnung
die bakteriellen Transpeptidasen acylieren konnen und die Zellwandsynthese hemmen,
werden sie durch die Hydroxyfunktion einer Seringruppe des B-Lactamase-Enzyms
nucleophil am Vierring angegriffen. AnschlieRend wird das ringgeodffnete Antibiotikum
vom Enzym rasch wieder abgespalten, wodurch die B-Lactamase weitere Antibiotika-
Molekule zerstoren kann. Wie effektiv diese Waffe des Bakteriums ist, zeigt sich daran,
das ein einziges B-Lactamase-Molekul pro Sekunde ca. 1000 Penicillinmolekile
hydrolysieren kannl”.

Die Bakterien geben diese Enzyme an ihre &auflere Umgebung oder an den
periplasmatischen Raum ab, um die B-Lactame zu zerstdren, bevor sie sich der

Mureinschicht nahern konnen!'",

R R S
S S rasche o
N © HN Hydrolyse > -
AV o ydroly o
L C00™ W C00™

Coo
HO— Ser HO—

ser Ser

Penicilloyl-R-Lactamase-

Zwischenstufe Penicillosauredianion (inaktiv)

und freie R-Lactamase

Abb. 9: Penicillin-Inaktivierung durch eine R-Lactamase, die pro Sekunde bis zu 1000 Penicillinmolekiile hydrolysieren kann
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Ein anderer Weg der Bakterien, um z.B. Aminoglykosidantibiotika unschadlich zu
machen, ist die gezielte enzymatische Anlagerung bestimmter Substituenten an diese
Wirkstoffe. Die dadurch raumlich veranderten Molekule kénnen nicht mehr an die RNA
in den Ribosomen binden und werden unwirksam. Die Enzyme resistenter Bakterien
Ubertragen dabei Acetyl-, Phosphat- oder Adenosylmonophosphat-Reste auf die
Aminoglykoside!'®,

N-Acetylierung HO
> HO

HO

HO OH
HO HO NH, PO

OH
Omh H J\N
H.N 2

2
O-Adenyl-Addition
Kanamycin A AMPO

AMP = Adenosylmonophosphat

O-Phosporylierung
O

Abb. 10: Inaktivierung von Kanamycin in resistenten Bakterienarten

4.3 Veranderung des Angriffpunkts im Bakterium!*

Bakterien konnen weiterhin ihre vom Antibiotikum angegriffenen Struktureinheiten
verandern. Als Folge bleibt die spezifische Wechselwirkung zwischen dem Wirkstoff
und der bakteriellen Angriffsstelle aus oder ist um ein Vielfaches schwacher.

Auf diese Weise reagieren z.B. gegen [3-Lactame resistente Erreger. Durch raumliche
Umprogrammierung der Transpeptidase in den Penicillin-bindenden Proteinen (PBP)
verhindern die Bakterien den Angriff der (-Lactam-Antibiotika ohne dabei ihre
Enzymeigenschaften zu verlieren. Einer der bedeutendsten multiresistenten
Problemkeime der heutigen Zeit, der sogenannte Methicillin-resistente Staphylococcus

aureus (MRSA) bedient sich u.a. dieser Resistenzmethode.
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Ahnlich wirken sich strukturelle Veranderungen der von Sulfonamiden und
4-Chinolonen angegriffenen Enzyme - Dihydropteroatsynthase und Gyrase — aus. Bei
resistenten Erregern weisen die Antibiotika teilweise zehntausendfach schwachere

Affinitaten zur aktiven Enzymstelle auf.

-
zT

N-Acyl-D-Ala-D-Lac

Abb.11: Durch den Einbau von Lactat um den Faktor 1000 niedrigere Affinitat
von Vancomycin an das Peptidsubstrat

Auch die lebensgefahrlichen Vancomycin-resistenten Enterokokken (VRE) haben eine
analoge Strategie entwickelt. Da Vancomycin das D-Alanyl-D-Alanin-Ende an der
Peptidkette der Peptidoglycanstrange blockiert, wird das endstandige D-Alanin, das bei
der Quervernetzung abgespalten und somit nicht ins Mureingerust eingebaut wird,
durch eine D-Lactat-Einheit ersetzt. Dadurch wird die Bindungsaffinitat des
Vancomycins an das Substrat um den Faktor 1000 herabgesetzt und das Antibiotikum
praktisch unwirksam, wahrend der Aufbau der Bakterienzellwand von der Abwandlung

nicht betroffen ist!’].

5 Strategien gegen resistente Erreger!*”

Um die Resistenz von Bakterien gegen bestimmte Antibiotika zu umgehen und erneut

wirksame Medikamente zu erhalten, gibt es vor allem zwei Ansatze.
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Der erste greift in den spezifischen Resistenzmechanismus der Bakterien ein. Dieser
wird gezielt auRer Kraft gesetzt, wodurch die Antibiotika wieder wirksam werden. Bei (3-
Lactamase-produzierenden Keimen gelingt es auf zweierlei Weise, den Angriff des
Bakterienenzyms auf den Wirkstoff zu verhindern.

Einerseits konnen die B-Lactam-Antibiotika durch Einbau neuer Substituenten soweit
raumlich verandert werden, dass die [(-Lactamasen sie nur noch langsam
hydrolysieren kénnen. Die antibiotische Wirkung wird dadurch nur noch minimal
eingeschrankt

Andererseits lassen sich die bakteriellen Enzyme durch gleichzeitig mit dem
Antibiotikum verabreichte 3-Lactamase-Hemmer inaktivieren. Dabei handelt es sich in
der Regel ebenfalls um B-Lactame, die selbst nur schwach antibakteriell wirksam sind,
daflr aber z.T. irreversibel an die pB-Lactamasen binden. Das eigentliche Antibiotikum
kann dann ungehindert in den Zellwandaufbau der Bakterien eingreifen und sie
dadurch abtéten'?®. Daher wird z.B. Clavulansdure zusammen mit Amoxicillin, einem
gegenuber B-Lactamasen anfalligen Penicillin-Derivat, kombiniert und als Augmentin

verabreicht, das heutzutage erfolgreich gegen resistente Erreger eingesetzt wird.

@ Clavulansaure
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Abb. 12: Kombinationswirkung von Augmentin: a) Hemmung der 3-Lactamase durch Clavulansaure
b) Inaktivierung der Transpeptidase durch Amoxicillin
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Mit einer ahnlichen Strategie wird neuerdings versucht, die durch das Auspumpen der
Antibiotika resistent gewordenen Bakterien wieder gegenuber Tetracyclinen,
Makrolidantibiotika oder 4-Chinolonen empfindlich zu machen. Diese Wirkstoffe werden
gleichzeitig mit speziellen Membranpumpenhemmern verabreicht, welche den
Pumpmechanismus unterbrechen und damit wieder eine ausreichende Anreicherung

der Antibiotika in der Bakterienzelle gewahrleisten”).

Der zweite Ansatz um Antibiotikaresistenzen zu umgehen ist die Entwicklung ganzlich
neuer Antibiotika-Klassen, welche die Bakterien auf bisher noch nicht bekannte Weise
schadigen. Dabei werden sowohl Stoffe aus natlrlichen Reservoiren wie
Mikroorganismen oder Pflanzen als auch rein synthetische Substanzen auf ihre
antibakteriellen Eigenschaften untersucht und gegebenenfalls weiterentwickelt. Erst
kurzlich gelang es, auf diesem Weg erstmals seit 30 Jahren wieder eine hochwirksame
Antibiotika-Klasse zu entwickeln: die Oxazolidinone, auf die im Speziellen Teil noch
genauer eingegangen wird. Linezolid ist als erster Vertreter dieser rein synthetischen
Antiinfektiva-Klasse letztes Jahr in den USA zugelassen worden und zeigt vor allem

gegen grampositive Erreger ein hervorragendes Wirkungsspektrum!?'.

Linezolid o

Ein weiterer vielversprechender Kandidat im Kampf gegen resistente Bakterien ist das
Ramoplanin, ein aus 17 Aminosauren bestehendes Macrolacton. Es greift in die
bakterielle Zellwandsynthese ein, indem es durch Substratkomplexierung die
Transglycolase hemmt und dadurch ahnlich wie Vancomycin den Aufbau eines stabilen

Mureingerist verhindert!??.

Auf beiden Wegen konnten bisher neue, hochwirksame Antibiotika gegen resistente
Erreger entwickelt werden. Angesichts der heutzutage immer ernster werdenden

Resistenzproblematik missen die Bemuhungen in der Antibiotika-Entwicklung dennoch




Allgemeiner Teil 18

verstarkt werden, um auch in der Zukunft noch wirksame Praparate zur Verfligung zu
haben. Deshalb sollten im Rahmen dieser Arbeit sowohl neuartige Wirkstoffe entwickelt
als auch bekannte Strukturen abgewandelt werden, um wirksame Antibiotika gegen
resistente Erreger zu erhalten.
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B Spezieller Teil

1 Maleinimid-Derivate als neuartige Antibiotika gegen

grampositive Bakterien

1.1  Aufgabenstellung

In den letzten Jahren konnte auf der ganzen Welt verstarkt eine Wiederausbreitung von
langst Uberwunden geglaubten Infektionskrankheiten wie Diphterie, Tuberkulose oder
Cholera’®®! beobachtet werden. Hauptproblem bzw. —ursache dabei ist die immer
haufigere Resistenzentwicklung der Krankheitserreger, vor allem pathogener Bakterien,
gegen die gangigen Antiinfektiva. Es ist daher dringend notwendig, einerseits einen
verantwortlichen Umgang mit den entsprechenden Arzneistoffen zu etablieren und
andererseits die Suche nach neuen Antibiotika zu forcieren.

Dabei ist das Auffinden von biologisch aktiven Leitstrukturen in den letzten Jahrzehnten
zu einer wichtigen Teilaufgabe bei der Wirkstoff-Entwicklung geworden. Die einmal
gefundenen aktiven Substanzen konnen dann durch strukturelle Abwandlungen in
ihrem Wirkprofil sowie ihren pharmakokinetischen Eigenschaften verandert und so zu
potenten Arzneimitteln weiterentwickelt werden.

Da bereits kleinere Molekiile wie z.B. Sulfonamide!® sich als antibakteriell wirksam
erwiesen, sollten zunachst einige einfache 5- und 6-Ringsysteme routinemafig auf ihre
antibiotischen Eigenschaften mit Hilfe von Plattendiffusionstests?®?°M271 yntersucht
werden.

Zur Durchfihrung der Experimente wurden jeweils 30 pg der zu testenden Substanz als
Lésung auf einem runden Filzplattchen auf eine mit Bakterien beimpfte Agar-Platte
aufgetragen und fur 18 h bei 37°C inkubiert. Durch die Diffusion der Substanzen ergibt
sich ein radiales Konzentrationsgefalle um die Filzplattchen. Man kann dann anhand
der Hemmhofe um die Filzplatichen die antibiotische Wirksamkeit abschatzen. Der
Hemmhofdurchmesser in mm dient dabei als Mal fur die Wirksamkeit einer
Verbindung, die nicht linear, sondern annahernd exponentiell mit dem Durchmesser
zunimmt'®!. Als Vergleichsantibiotikum wurde jeweils das Cephalosporin Ceftazidim

(CAZ) verwendet, dessen Hemmhofdurchmesser in jeder Testreihe nahezu gleich war.
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Antibakterielle Wirksamkeit — Hemmhofdurchmesser [mm]:

[e]
o I NH I N( o
& G|
v 1 1 OO CAZ
Bakterienstamme: 2-Cyclo- | 4-Cyclo- Malein- Malein- | N-Ethyl-2,3- | 3019
penten- | penten- saure- imid Piperazin-
1-on 1,3-dion | hydrazid dion
30 ug 30 ug 30 ug 30 ug 30 Hg
s.aur. 1104 0 21 0 32 0 21
s.aur.res. 0 18 0 33 0 15
Gram-
. staph. 25768 0 20 0 31 0 12
positiv:
staph. Innsbruck 0 22 0 33 0 0
E.coccus 0 14 0 32 0 0
E.coli 1103 0 19 0 25 0 24
E.coli TEM 0 21 0 28 0 27
Gram-
. E.cloacae 0 16 0 22 0 14
negativ:
Ps.aer. 0 18 0 22 0 22
Ps.aer.res. 0 18 0 22 0 12

Bei den Tests ergaben sich einige interessante Ergebnisse. Wahrend die meisten
Ringsysteme unwirksam sind, zeigen Maleinimid und 2-Cyclopenten-1,3-dion
antibiotische Aktivitat. Da bereits antibakteriell aktive Derivate dieser beiden Funfringe
bekannt sind?®?° war auch eine Wirksamkeit fiir die unsubstituierten Grundstrukturen
anzunehmen. Vor allem Maleinimid erweist sich als antibakteriell hochwirksame
Substanz. Gerade bei Problemkeimen wie dem Methicillin-resistenten Staphylococcus
Innsbruck oder dem Enterococcus, gegen die z.B. Ceftazidim (CAZ) nicht mehr wirkt,

zeigt sich ein enormes antibiotisches Potential.

Nun ist jedoch bekannt, dass Maleinimid auch akut toxisch ist und somit eine
Anwendung als Medikament nicht in Frage kommt. Dennoch waren die Testergebnisse
so ermutigend, dass zunachst weitere kaufliche Derivate des Maleinimids auf ihre
Eigenschaften als Antibiotika getestet werden sollten.

Man weild bereits seit einiger Zeit, dass Maleinimido-N-alkancarbonsauren eine hohe
biologische Aktivitdt in verschiedenen Enzymsystemen aufweisen®B  Auch

N-Alkylmaleinimide sind fir eine Reihe von pharmakologischen Wirkungen[?®:3?
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bekannt. Von beiden Substanzgruppen wurden deshalb einige Vertreter auf ihre

antibiotischen Eigenschaften getestet.

Antibakterielle Wirksamkeit — Hemmhofdurchmesser [mm]:

! o [e] [¢]
¢N/\)I\OH ¢N/\/\/\H/OH ¢N/\ ¢N/\/
5 1 ° 1 1 CAZ
3_(N_Ma|einimido)_ 6-(N-Ma|einimid0)- N-Ethyl- N-Propyl- 30 ug
propansaure hexansaure maleinimid | maleinimid
Bakterienstamme: 30 ug 30 ug 30 ug 30 ug
s.aur. 1104 8.5 14.5 15 14 22
s.aur.res. 9 17 14 13 19
Gram-
" staph. 25768 9.5 17 14.5 13 14
positiv:
staph. Innsbruck 9 17 17 14 0
E.coccus 22 26 24 23 0
E.coli 1103 8 7.5 20 18 24
E.coli TEM 7.5 0 21 17 27
Gram-
. E.cloacae 7 7 17 15 14
negativ:
Ps.aer. 0 0 10 7.5 22
Ps.aer.res. 0 0 11 7.5 12

Wie sich herausstellte, zeigen die Maleinimido-N-alkancarbonsauren eine immer noch
befriedigende bis gute Wirksamkeit im Bereich der grampositiven Keime. Die
N-Alkylmaleinimide weisen fur alle Bakterienarten mittlere bis gute Wirksamkeiten auf.
Beide Substanzgruppen schienen somit als mogliche Leitstrukturen fur die weitere

Entwicklung eines neuartigen Antibiotikatyps geeignet.

Allerdings lag aufgrund der hohen akuten Toxizitat von Maleinimid (LDsy bei Mausen
9 mg/kg)®¥ die Vermutung nahe, dass auch die davon abgeleiteten Derivate toxisch
sind. Bevor nun eine Verbesserung der antibiotischen Eigenschaften durch
Modifizierung der Leitstrukturen in Angriff genommen wurde, sollte zunachst ein
einfaches Testverfahren auf akute Toxizitat entwickelt werden. Durch Vergleich der
leichter ein
Die

Vorauswahl erfolgversprechender Verbindungen wirde sich deutlich vereinfachen.

antibakteriellen und der toxischen Eigenschaften konnte dann

Zusammenhang zwischen Struktur und Wirkung erkannt werden. richtige
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1.2 Einfacher Toxizitatstest mit Saccharomyces cerevisiae
(Backerhefe)i*¥

Die erste Untersuchung eines neuen Arzneistoffes bezuglich seiner Giftigkeit ist die
Prifung auf akute Toxizitat. Heutzutage werden Uberwiegend Tierversuche zur
Bestimmung der Giftigkeit herangezogen. Dies bedeutet oft einen grolen Zeit- und
Kostenaufwand, ist ethisch nur teilweise vertretbar und steht einer schnellen und
effektiveren Wirkstoffentwicklung im Weg.

Deshalb wurde auf einen anderen intakten, leicht zuganglichen und kultivierbaren
Organismus mit eukaryontischen Zellen zurlickgegriffen, die gewdhnliche Backerhefe
(Saccharomyces cerevisiae). Die Hefezellen besitzen eine Enzymausstattung, die vor
allem bezuglich des fremdstoffmetabolisierenden Enzymsystems (Cytochrom P-450)
der des Menschen sehr dhnelt™]. Viele Wirkstoffe und auch Gifte werden durch die
Hefe auf die gleiche Weise metabolisiert wie im tierischen oder menschlichen Korper.
Somit scheint sie hervorragend als Testorganismus fiir Toxizitatstests geeignet!®®.

Die Arbeiten von H. P. Koch®®*, der ebenfalls einfache Backerhefe zur Untersuchung
von akuter Toxizitdt verschiedener Substanzen verwendete, dienten bei der
Entwicklung des Tests als Grundlage. Dort wurde diejenige Konzentration einer
Substanz, bei der sich das Zellwachstums um die Halfte verlangsamt, als KenngroRRe
fur die Toxizitdt verwendet und auf Ubereinstimmung mit Daten aus Tierversuchen

uberprift.

Unser Ziel war nun, eine moglichst einfache Testanordung zu entwickeln, die schnell
durchzufihren und einfach auszuwerten ist. Dies gelang unter Verwendung der
Plattendiffusionsmethode, die bereits bei Tests auf antibakterielle Wirksamkeit
erfolgreich angewandt wird®?°M27] - Allerdings mussten gegeniiber dem Bakterientest
einige Modifizierungen vorgenommen werden.

Es wurden jeweils frische Hefekulturen durch Bebruten von Backerhefe in einem
geeigneten Malz-Nahrmedium bei 30 C° angezichtet. Diese wurden dann mit einem
speziellen Hefeagar bestimmter Konzentration auf einer Petrischale vermischt. Nach
dem Erstarren des Agars konnten die zu testenden Substanzen als Lésung in DMSO
auf ein aufgelegtes, kreisrundes Filzplattchen aufgetragen werden. Hierbei entstand
durch  gleichmalige, langsame  Diffusion der Substanz ein radiales

Konzentrationsgefalle. Nachdem die so vorbereiteten Agarplatten 18 h bei 30°C
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inkubiert wurden, lie® sich die Hemmung des Hefewachstums einfach an der
nichtbewachsenen, kreisrunden Flache um die Filzplattchen, dem sogenannten
Hemmhof, erkennen. Die Toxizitdt konnte somit anhand der HemmhofgréfRe

abgeschatzt werden.

Als Vergleichsubstanz fur alle Tests wurde das als akut toxisch bekannte Maleinimid
gewahlt. Durch mehrere Versuchsreihen konnte das Optimum fir die aufzutragende
Substanzmenge mit 1.0 mg ermittelt werden. Der Hemmhofdurchmesser fur Maleinimid
war dann mit 25 — 27 mm idealerweise relativ grol3, was genugend Spielraum nach

unten fur weniger toxische Verbindungen liel3.

1.3  Toxizitat der Maleinimid-Derivate

Die bereits auf ihre antibakteriellen Eigenschaften untersuchten Maleinimido-N-
alkancarbonsauren und N-Alkylmaleinimide konnten nun mit der neuen Methode auf
ihre Toxizitat getestet werden. Nach 18 h bei 30°C wurden die toxischen Eigenschaften

anhand der Hemmhofdurchmesser verglichen.

Toxizitat — Hemmhofdurchmesser [mm]:

Q 0
0 0 o
| N/\)]\OH oH P |
| N/\/\/\Ior | N | N/\/
) o
o 0

(0]

3-(N-Maleinimido)- | 6-(N-Maleinimido)- N-Ethyl- N-Propyl- | Malein-

propansaure hexansaure maleinimid | maleinimid imid
Hefe 1mg 1mg 1 mg 1mg 1mg
sacch.cerevisiae 13 14 38 40 26

Wahrend beide Maleinimido-N-alkancarbonsauren im Vergleich zu Maleinimid eine
deutlich niedrigere Toxizitat aufwiesen, waren die N-Alkylmaleinimide nach den
Hemmhofdurchmessern zu urteilen sogar noch giftiger als das Maleinimid. Deshalb
schienen fur die weitere Wirkstoffsuche die Maleinimido-N-alkancarbonsauren als

Leitstrukturen am besten geeignet.
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1.4 Bestimmung der idealen Kettenlange fur Maleinimido-N-

alkancarbonséauren

Bei der Wirkstoffentwicklung hat sich das sogenannte Homologie-Prinzip®” als sehr
hilfreich  erwiesen. Danach fuhrt die Verlangerung einer  gesattigten
Kohlenwasserstoffseitenkette oft zu einer Wirkungsverstarkung, bis bei einer
bestimmten Kettenlange ein Maximum erreicht ist. Deshalb sollten zunachst die
Homologen der Maleinimido-N-alkancarbonsauren bis zur Maleinimido-N-heptansaure
auf ihre pharmakologischen Effekte untersucht werden, um die ideale Kettenlange zu
bestimmen.

Wahrend Maleinimido-N-alkancarbonsauren mit zwei, drei oder funf Methylengruppen
kauflich zu erwerben waren, mussten die weiteren Derivate vor den biologischen Tests

zunachst synthetisiert werden.

1.4.1 Synthese der Maleinimido-N-alkancarbonsauren

Zur Synthese von Maleinimid-Derivaten steht eine Reihe von Moglichkeiten zur
Verfigung. Am haufigsten wird die Kondensation eines primaren Amins mit
Maleinsaureanhydrid und die anschlieBRende Cyclisierung unter Saure- oder
Basenkatalyse verwendetPOIB8IBOM0 - Eine alternative Methode ist die direkte N-
Alkylierung von Maleinimid mit einem Alkohol mittels Mitsunobu-Reaktion!*"2]
Weiterhin geht man gelegentlich von N-(Methoxycarbonyl)-maleinimid aus, das unter
basischen Bedingungen mit einem primaren Amin umgesetzt wird*?.

All diese Methoden haben den Nachteil einer meist schlechten bis mafdigen Ausbeute
gemeinsam. AulRerdem ist ihre Anwendung meist auf eine nur begrenzte Auswahl von
Resten beschrankt.

Erst kiirzlich wurde jedoch von Toru et al.*¥ eine neue, breit anwendbare Methode zur
Darstellung von Maleinimid-Derivaten vorgestellt, die gute bis ausgezeichnete
Ausbeuten liefert. Dabei wird zunachst das jeweilige primare Amin mit
Maleinsaureanhydrid in Benzol zur entsprechenden N-substituierten Maleamidsaure
umgesetzt. Diese wird anschliefend ohne Isolierung unter Anwesenheit von ZnBr; und
Hexamethyldisilazan (HMDS) zum Maleinimid cyclisiert. Als Mechanismus wird dabei
eine  zwischenzeitliche Silylierung der Maleamidsaure angenommen. Die

darauffolgende thermische Desoxysilylierung fuhrt dann zur gewlinschten Ringbildung.
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Zur Darstellung der Maleinimido-N-alkancarbonsauren wurden die entsprechenden

Amino-alkancarbonsauren verwendet.

et

HT

Benzol

1. ZnBr,
2 HMDS

3. H+/H o)

w

5 3 35
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w2
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Zunachst wurden Maleinsaureanhydrid (1) und die jeweilige Amino-alkancarbonsaure in

Benzol unter Ruhren auf 60°C erwarmt. Dabei schied sich allmahlich ein weiller,

amorpher Niederschlag an der Glaswand ab. Nach 1 h konnte man auf dem

Dunnschichtchromatogramm kein Edukt mehr erkennen. Hierauf wurde 1 Aquivalent

ZnBr; zugesetzt und die Mischung zum Sieden erhitzt. Durch Zutropfen von zunachst

1.5 Aquivalenten HMDS in Benzol wurde die Cyclisierungsreaktion gestartet. Nach

1.5 h wurden weitere 0.5 Aquivalente HMDS zugegeben. Nach insgesamt 4 h bei 80°C

konnte die entsprechende Maleinimido-N-alkancarbonsaure nach saurer wassriger

Aufarbeitung und saulenchromatographischer Reinigung in maiger bis guter Ausbeute

isoliert werden.

Vergleich der neu synthetisierten Maleinimido-N-alkancarbonséauren:

heptansaure (7)

6.70 (s, HC=CH)

Kettenlange n: Charakteristische 'H-NMR-Signale (3 [ppm]) | Ausbeute | Schmelzpunkte
n=1: 2-(N-
L 3.75 (s, N-CH,COH);
Maleinimido)- 75% 111 -113°C
. 6.70 (s, HC=CH)
ethansaure (2)
n=4: 4-(N- 2.39 (t, °J = 6.9 Hz, CH,CO,H);
Maleinimido)- 3.55 (t, °J = 6.5 Hz, CH,-N); 63% 82-83°C
pentansaure (4) |6.71 (s, HC=CH)
n=6: 7-(N- 2.34 (t, % = 7.4 Hz, CH,CO,H);
Maleinimido)- 3.51 (t, %) =72 Hz, CH»>-N); 62% 89-91°C

Die Analyse der 'H-NMR-Spektren der Substanzen ergibt annahernd gleiche

Verschiebungen

fur die olefinischen Protonen des

Maleinimid-Restes.

Die
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Methylengruppe in Verbindung 2 erscheint bei etwas tieferen Feld als die
entsprechenden CH,-Gruppen in Nachbarschaft zum Stickstoff bei 4 und 6. Die
typischen Triplettsignale der Methylengruppen neben der Sauregruppe in Verbindung 4
und 6 weisen ahnliche ppm-Werte auf. Die Signale der restlichen Methylengruppen

erscheinen als Multipletts und konnen nicht immer eindeutig zugeordnet werden.

1.4.2 Antibakterielle Wirksamkeit und Toxizitat der Maleinimido-N-
alkancarbonséauren

Die antibiotische Aktivitat der Homologenreihe wurde mittels der bereits erwahnten

Plattendiffusionsmethode ermittelt.

Antibakterielle Wirksamkeit — Hemmhofdurchmesser [mm]:

o} o} o o}
| '~ o | N/\)]\OH | '~ o
ﬁ;ﬁf Y
(o] o 0 CAZ
2-(N-Maleinimido)- | 3-(N-Maleinimido)- | 4-(N-Maleinimido)- | 30 pg
ethansaure (2) propansaure (3) butansaure(4)
Bakterienstamme: 30 g 30 ug 30 ug
s.aur. 1104 0 9 12 21
s.aur.res. 0 9 15 15
Gram-
- staph. 25768 0 10 15 12
positiv:
staph. Innsbruck 0 9 13 0
E.coccus 9 22 24 0
E.coli 1103 0 8 9 24
E.coli TEM 0 8 7 27
Gram-
.| E.cloacae 0 7 8 14
negativ:
Ps.aer. 0 0 0 22
Ps.aer.res. 0 0 0 12
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Antibakterielle Wirksamkeit — Hemmhofdurchmesser [mm]:
¢N/\/\)]\OH QN/\/\/\H/OH ¢N/\/\/\)J\OH
3 o 5 CAZ
5-(N-Maleinimido)- | 6-(N-Maleinimido)- 7-(N-Maleinimido)- 30 g
pentansaure (5) hexansaure (6) heptansaure (7)
Bakterienstamme: 30 pg 30 ug 30 pg
s.aur. 1104 13 16 17 21
s.aur.res. 16 17 18 15
Gram-
. staph. 25768 16 17 17 12
positiv:
staph. Innsbruck 15 17 18 0
E.coccus 25 26 24 0
E.coli 1103 9 8 7 24
E.coli TEM 0 0 0 27
Gram-
, E.cloacae 8 7 0 14
negativ:
Ps.aer. 0 0 0 22
Ps.aer.res. 0 0 0 12

Aus den Werten lasst sich mit wachsender Kettenlange eine Zunahme der
antibakteriellen Wirksamkeit gegen grampositive Keime erkennen. Wahrend 2 praktisch
keine Wirkung zeigt, kommt es mit zunehmender Methylengruppenzahl zu einem
deutlichen Aktivitatsanstieg, wobei der Unterschied von 6 zu 7 nur noch gering ist und
es beim Enterococcus sogar zu einer Abnahme der Wirksamkeit kommt. Gegen
gramnegative Bakterien sind die N-Maleinimido-alkancarbonsauren nur minimal

wirksam.

Zur weiteren Untersuchung wurden die Substanzen mit der neu entwickelten Agar-
Diffusionsmethode auf ihre Toxizitdt gegen Hefe getestet und mit Maleinimid als

toxischer Referenzsubstanz verglichen.
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Toxizitat — Hemmhofdurchmesser [mm]:
Q o o
(o]
| /\)]\OH | OH
5ﬁ G 1|
(o] (o]
(o]
2-(N-Maleinimido)- | 3-(N-Maleinimido)- | 4-(N-Maleinimido)-
. . Maleinimid
ethansaure (2) propansaure (3) butansaure(4) )
m
Hefe 1mg 1mg 1mg °
sacch.cerevisiae 14 13 12 26
Toxizitat — Hemmhofdurchmesser [mm]:
/\/\)O]\ I i I i
¢N OH ¢N/\/\/\g/ QN/\/\/\)I\OH ¢NH
[e]
5-(N-Maleinimido)- | 6-(N-Maleinimido)- | 7-(N-Maleinimido)-
. . R Maleinimid
pentansaure (5) hexansaure (6) heptansaure (7)
1mg
Hefe 1mg 1mg 1mg
sacch.cerevisiae 13 14 16 26

Alle Maleinimido-N-alkancarbonsauren zeigen eine deutlich niedrigere Toxizitat als das
unsubstituierte Maleinimid. Bei zunehmender Kettenlange nimmt die toxische Wirkung
zunachst ab, bis sie fur die 4-(N-Maleinimido)-butansaure (4) ein Minimum erreicht. Bei
den nachsthéheren Homologen steigt die Toxizitat dann wieder an.

Nach Auswertung der Testergebnisse erschien insgesamt die 6-(N-Maleinimido)-
hexansaure (6) als Verbindung mit den gunstigsten Eigenschaften bezuglich
antibakterieller und toxischer Wirkung. Einerseits zeigt die Substanz die gréfite Wirkung
gegen Enterokokken und ist auch gegen andere grampositive Keime noch relativ gut
wirksam, andererseits ist die Toxizitdt, wenngleich nicht minimal, im Vergleich zu
Maleinimid durchaus akzeptabel. Somit wurde als Kettenlange fur weitere strukturelle

Modifizierungen n = 5 gewahlt.

1.5 Modifizierung der Leitstruktur
Bei der Modifizierung von Wirkstoffen wird haufig eine Aminofunktion verwendet, um die
polaren Eigenschaften der Substanzen zu beeinflussen. Primare Amine sind dabei oft

wirksamer als sekundare, und diese wiederum wirksamer als tertiare Amine®’l. Der
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Antimalaria-Wirkstoff Primaquin ist als primares Amin z.B. viel aktiver als das
entsprechende sekundare bzw. tertiare Amin. Deshalb sollte zunachst die

Carboxylgruppe von 6 durch eine Aminogruppe ersetzt werden.

Als einfacher Weg zur Einfuhrung der primaren Aminogruppe bot sich der Curtius-
Abbaul*MeL4 gusgehend von der 6-(N-Maleinimido)-hexansdure (6) an. Diese
Synthesevariante hat den Vorteil, dass sie Uber das isolierbare Isocyanat-Derivat flhrt,
was zusatzlich eine Vielzahl verschiedener Urethan- und Harnstoff-Derivate zuganglich
macht.

Dabei sollte zunachst eine groRere Menge der 6-(N-Maleinimido)-hexansaure (6) nach
der Methode von Toru et al.l* synthetisiert werden, um sie anschlieRend in das
Saurechlorid 9 zu Uberflhren.

Als nachster Schritt war die Substitution zum Saureazid 10 geplant, das bei thermischer
Aktivierung unter Stickstoffabspaltung in das Isocyanat umlagert.

Ausgehend vom Isocyanat 11 kénnen dann in weiteren Schritten das Amin 12 sowie

verschiedene Urethane und Harnstoffe erhalten werden.

h _SOCl,

0+ HN/\/\/\H/OH o ¢/\/\/\H/

(0]

(0}
Cl x
| N/\/\/\”/ NaN, | N/\/\/\”/N3 Erwarmen
9 (0]
(¢]

10 o
(e}
(0]
| N/\/\/\NCO +H o
+ HNRR' YROH
i M
R
) | N/\/\/\N O/
PN R H
| N N N
H |
(e}

o
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1.5.1 Synthese von 6-(N-Maleinimido)-hexansaure (6)

Analog zu den bereits dargestellten N-Maleinimido-alkancarbonsauren liel3 sich auch 6-
(N-Maleinimido)-hexansaure (6) aus Maleinsaureanhydrid und 6-Aminohexansaure
problemlos synthetisieren. Der Ringschluss gelang wiederum in Anwesenheit von ZnBr;
und HMDS durch Erhitzen der Reaktionsmischung. Nach Aufarbeitung und
chromatographischer Reinigung konnte 6 in 72%iger Ausbeute isoliert werden.

Im 'H-NMR-Spektrum ist kaum eine Verdnderung der charakteristischen Signale

gegenuber den bereits synthetisierten N-Maleinimido-alkancarbonsauren erkennbar.

1.5.2 Uberfuihrung in das Saurechlorid

Die Uberfiihrung von 6 in das S&urechlorid 9 verlief problemlos mit Thionylchlorid.
Dabei wurde die Carbonsaure im Chlorierungsmittel gelost und zum Ruckfluss erhitzt.
Der Verlauf der Reaktion konnte gut Uber die Entstehung der gasformigen
Nebenprodukte SO, und HCI verfolgt werden. Nach einer Stunde am Ruckfluss wurde
das uberschussige Thionylchlorid abdestilliert. Durch weitere destillative Aufarbeitung
am Hochvakuum konnte 9 als farblose Flussigkeit in guter Ausbeute (80%) isoliert

werden.
O
o —9C | N/\/\/\WC'
| Nw 78°C I
6 O
(0]

Die Auswertung des 'H-NMR-Spektrums ergibt vor allem far die der
Carbonsaurechlorid-Funktion benachbarte CH.-Gruppe mit 2.89 ppm eine starkere
Tieffeldverschiebung im Vergleich zur Carbonsaure 6 (2.35 ppm). Auch im IR-Spektrum
ist eine deutliche Verschiebung der Carbonylabsorption von 1715 cm™ bei der freien

Saure zu 1800 cm™' beim Saurechlorid zu beobachten.

1.5.3 Darstellung des Isocyanats 11
Um das Carbonsaurechlorid 9 in das entsprechende Isocyanat 11 zu uberfuhren, wurde
zundchst das Saureazid 10 im sogenannten ,NaR-Verfahren* dargestellti*148:49]

Hierzu wurde 9 in Aceton bei 0°C vorgelegt und eine wassrige Lésung von 1.5
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Aquivalenten Natriumazid langsam zugetropft. Nach einstiindigem, kraftigen Riihren bei
0°C wurde die Reaktionsmischung mit kaltem Toluol extrahiert und Uber viel
Magnesiumsulfat getrocknet.

Die so erhaltene Lésung des Carbonsaureazids 10 wurde direkt weiter zum Isocyanat
11 umgesetzt. Man erwarmte dazu die Saureazid-Losung vorsichtig zum Ruckfluss. Der
Reaktionsverlauf liel sich Uber die bei ca. 60°C einsetzende Stickstoffentwicklung gut
beobachten. Nach 4 h am Rulckfluss wurde die Reaktionsldsung eingeengt und am
Hochvakuum destilliert. Auf diese Weise konnte 11 als fahlgelbes Ol isoliert werden. Die
Ausbeute betrug 50%.

0 1. NaN,, 0°C 0
Aceton/H,0
Cl > N/\/\/\ —Cc=
| N/\/\/\H/ 2. Toluol, 110°C | N=C=0
9 0 I 11
o

Das IR-Spektrum des Produkts zeigt die flr das Isocyanat charakteristische Bande bei
2280 cm™’, wahrend die der Carbonylabsorption des S&urechlorids bei 1800 cm™
verschwunden ist. Die der Isocyanatgruppe benachbarte Methylengruppe erscheint im
"H-NMR-Spektrum nun bei 3.30 ppm.

1.5.4 Syntheseversuch des 5-(N-Maleinimido)-pentylamins (12)

Amine koénnen zwar direkt durch die Hydrolyse des Isocyanats zur instabilen
Carbaminsaure mit anschlieRender Decarboxylierung dargestellt werden, die
Reaktionsbedingungen hierbei sind jedoch meist drastischer Art. So wird entweder in
konzentrierter Salz- oder Schwefelsaure erhitzt oder mit wassrigen Alkali-Losungen
gearbeitet®?.

Um einen milderen Syntheseweg zu beschreiten, sollte das Isocyanat 11 zuerst in das
Benzylurethan 13 Uberfuhrt werden. Durch die anschlieBende hydrogenolytische
Abspaltung der Benzyloxycarbonylgruppe bei Raumtemperatur mit Palladium auf

Aktivkohle als Katalysator wirde man das Amin 12 unter sanften Bedingungen erhalten.

1.5.4.1 Synthese des Benzylurethans 13
Da Alkylisocyanate bei milden Reaktionstemperaturen oft nur langsam mit Alkoholen

reagieren, ist es Ublich, die Reaktion durch Aktivierung[sﬂ einer der Komponenten zu
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beschleunigen. Als effiziente und einfache Methode bot sich hier eine von Vaultier et
al.® entwickelte Aktivierung des Isocyanats durch HCI an. Der Mechanismus lauft
vermutlich Uber ein zwischenzeitlich gebildetes Carbamoylchlorid ab, an das
anschlieBend der Alkohol addiert. Als Quelle fur den Katalysator HCI kann entweder
eine 0.3 molare Losung von HCI in Dichlormethan oder technisches Trimethylsilylchlorid
verwendet werden. Ob HCI dabei bereits ausreichend im ungereinigten Me3SiCl
vorhanden ist oder erst durch Reaktion von Me3SiCl mit dem Alkohol entsteht, ist noch

ungeklart.

O 0

6 h RT H
11 13

/\/\/\ Me3SiCI, Bn-OH )J\
B N=C=0 Vg O@

Zur Durchfihrung der Addition von Benzylalkohol an das Isocyanat 11 wurde
Trimethylsilylchlorid verwendet. Das Isocyanat wurde dazu in Dichlormethan vorgelegt
und mit 0.5 Aquivalenten Trimethylsilylchlorid versetzt. Dann wurden 1.5 Aquivalente
des Alkohols zugegeben und die Reaktionslésung 6 h bei Raumtemperatur geruhrt. Die
Reaktion wurde mittels |IR-Spektroskopie (Verschwinden der Isocyanat-Bande bei
2280 cm™) und Diinnschichtchromatographie verfolgt. Das Produkt 13 konnte nach
Aufarbeitung und saulenchromatographischer Reinigung als weil3er Feststoff in 86%iger

Ausbeute isoliert werden.

1.5.4.2 Versuche der selektiven Abspaltung der Benzyloxycarbonylgruppe unter
Palladium-Katalyse

Zur hydrogenolytischen Abspaltung der Benzyloxycarbonylgruppe wurde Verbindung 13
in Essigsaureethylester geldst und zu bereits vorhydriertem Palladium auf Aktivkohle
gegeben. Die Wasserstoffaufnahme verlief bei Raumtemperatur sehr rasch und war
nach 20 min beendet. Es wurde jedoch mehr Wasserstoff als erwartet aufgenommen.
Nach Aufarbeitung und Trocknen am Hochvakuum erhielt man ein farbloses Ol, das
mittels 1H-NMR-Spektroskopie untersucht wurde.

Aus dem Fehlen von Signalen im aromatischen Bereich kann zwar auf die Abspaltung
der Benzyloxycarbonylgruppe geschlossen werden. Allerdings ist auch die
Doppelbindung am Maleinimid hydriert worden. Statt dem typischen Signal bei
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~6.7 ppm ist nun eine fur Succinimide charakteristische Verschiebung von 2.70 ppm
erkennbar. Es wurde also nicht das erwinschte Produkt 12, sondern das 5-(N-

Succinimido)-pentylamin 14 hergestellt.

0 o)
o)
PPN )J\ Pd/C, H, PPN
Y N~ o s N NH,
H EtOAc
13 20 min RT i 14

Auch der Versuch, die Reaktion bei niedrigeren Temperaturen (0°C und —15°C) nach
Aufnahme der berechneten Wasserstoffmenge abzubrechen, fuhrte nicht zur
Zielverbindung. Stattdessen erhielt man unter anderem ein Gemisch aus Edukt und
obiger Succinimid-Verbindung. Anders als bei einigen Michael-Systemen, bei denen die
Doppelbindung mit Palladium als Katalysator deutlich langsamer hydriert wird als
vorhandene benzylische Schutzgruppen®, verlief die Wasserstoffaufnahme zu rasch
und zu wenig selektiv, um das gewunschte Amin 12 auf diesem Weg zu erhalten.

1.5.4.3 Versuch zur selektiven Abspaltung der Benzyloxycarbonylgruppe mit
Lindlar-Katalysator
Da Palladium als Katalysator fur die Hydrierung offensichtlich zu aktiv war, um eine
selektive hydrogenolytische Abspaltung zu bewirken, wurde ein weiterer
Abspaltungsversuch mit desaktiviertem Lindlar-Katalysator unternommen. Die
Wasserstoffaufnahme nach Zugabe des Benzylurethans 13 war hierbei deutlich
langsamer. Nach einer Stunde war 1 Aquivalent Wasserstoff verbraucht und man
begann mit der Aufarbeitung des Reaktionsgemisches. Das isolierte farblose Ol wurde

'H-NMR-spektroskopisch untersucht.

0 o o

| N/\/\/\N)ko Lindlar-Kat., H, NN )k
H B —— N N (@)
EtOAc, 1Th RT H
13 15
(0]

Wie sich zeigt, ist diesmal selektiv nur die Doppelbindung des Maleinimid-Restes

hydriert worden. Die Aromatensignale sind zwar noch vorhanden, die olefinischen
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Protonen bei ~ 6.7 ppm dagegen fehlen. Man hat also wieder eine Succinimido-
Verbindung 15 erhalten, was am typischen Signal bei 2.68 ppm deutlich wird.

1.5.5 Synthese des 5-(N-Maleinimido)-pentylamins 12

Da der Weg Uber das Benzylurethan 13 als nicht geeignet erschien, sollte das Amin 12
nun Uber ein t-Butylcarbamat dargestellt werden. Dazu sollte zuerst t-Butylalkohol an
das Isocyanat 11 addiert werden und anschlielend die BOC-Schutzgruppe unter

sauren Bedingungen abgespalten werden.

1.5.5.1 Darstellung des t-Butylcarbamats

Die Synthese des t-Butylurethans 16 verlief problemlos nach der unter 1.5.4.1
erwahnten Methode aus dem Isocyanat 11 und t-Butylalkohol unter Anwesenheit von
MesSiCl. Nach sechsstundiger Reaktion in Dichlormethan bei Raumtemperatur konnte
das Carbamat 16 nach Aufarbeitung und Saulenchromatographie als weiler Feststoff in

guter Ausbeute (84%) isoliert werden.

o] o]

0
NN Me,SiCl, tBUOH J\ ><
| N N=C=0 | NN Y0
6 h RT H
11 16

O 0]

1.5.5.2 Abspaltung der BOC-Gruppe!**!
Zur Abspaltung der t-Butyloxycarbonylgruppe wurde 16 in Trifluoressigsaure und Anisol
geldst und fur 15 min bei 0°C geruhrt. Nach weiteren 30 min bei Raumtemperatur war

auf dem Dunnschichtchromatogramm kein Edukt mehr zu erkennen.

o O
O
CF,COOH NN
NN J\ >< — N NH, - CF,COOH
| N ” ©) Anisol | 2 73
12
16 o

o]
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Nach kurzer Aufarbeitung und Umkristallisation aus Methylenchlorid/Ether erhielt man
das Trifluoressigsaure-Salz des Amins 12 in Form weil3er Nadeln. Die Ausbeute betrug
91%.

1.5.6 Synthese weiterer Urethane
Um die Auswahl an Urethanen fir die systematischen biologischen Tests zu erweitern,

sollte auch das Methylcarbamat 17 hergestellt werden.

1.5.6.1 Darstellung des Methylurethans 17

Die Addition von Methanol an 5-(N-Maleinimido)-pentylisocyanat (11) gelang nach der
bereits erwdhnten Methode von Vaultier et al.’? in guter Ausbeute (80%). Als
Katalysator diente wiederum HCI bzw. Trimethylsilylchlorid. Reaktionszeit und —

bedingungen wurden gegenuber der Darstellung der anderen Urethane nicht verandert.

0] O

@)
Me,SiCl, MeOH )J\
6 h RT H
11 17

0] o]

1.5.7 Synthese eines Harnstoffderivats

Die Harnstoffgruppe ist Bestandteil verschiedenster Wirkstoffe. So findet sie sich z.B.
bei Sulfonamid-Derivaten® oder bei Arzneistoffen gegen Trypanosomeninfektionen
(Schlafkrankheit)®®. Auch Piperazinharnstoffderivate zeigen haufig biologische bzw.
physiologische Aktivitat®®®lund werden u.a. als Antiwurmmittel®® eingesetzt. So sollte
nun durch Addition von N-Methylpiperazin an das Isocyanat 11 der entsprechende

Harnstoff dargestellt werden.

1.5.7.1 Syntheseversuch des Maleinimidopentylharnstoffderivats

Zur Darstellung des gewilnschten Harnstoffes wurde das Isocyanat 11 in
Essigsaureethylester gelost, 1.5 Aquivalente N-Methylpiperazin bei 0°C zugetropft und
anschlieBend bei Raumtemperatur gertuhrt. Da Piperazin als Alkylamin ein deutlich
starkeres Nucleophil ist als die bei der Urethandarstellung verwendeten Alkohole und

auBerdem selbst als Base agieren kann, wurde auf eine zusatzliche Aktivierung
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verzichtet. Es bildete sich zunachst ein weil3er Niederschlag, der sich allmahlich wieder
aufloste. Auf dem Dunnschichtchromatogramm zeigte sich ein neuer Produktfleck und
nach 30 min war kein Reaktionsfortschritt mehr zu erkennen. Nach Aufarbeitung und
Verreiben mit Ether konnte ein weiler Festsoff isoliert werden, der mittels "H-NMR-

Spektroskopie untersucht wurde.
0]

HN

| N/\/\/\NCO—> /\/\/\

30 min RT
11

Wie sich herausstellte, handelte es sich nicht um den gewlnschten Maleinimidopentyl-
harnstoff, sondern um das Succinimid-Derivat 18. Das bedeutete, dass der Piperazin-
Stickstoff bei Raumtemperatur nucleophil genug war, um sowohl an das Isocyanat zu
addieren, als auch in einer Michaeladdition an den Maleinimid-Rest anzulagern.

Die Zuordnung der Signale im 'H-NMR-Spektrum gelang mittels 2D-Spektroskopie. Zur
optimalen Auflosung wurde eine Hochtemperaturmessung bei 60°C durchgefinhrt.
Charakteristisch fur den Succinimid-Ring sind die beiden Signale der diastereotopen H-
Atome in Nachbarschaft zum Methylpiperazinylrest. Die Verschiebungen liegen bei 2.55
ppm und 2.72 ppm. Die Kopplung zueinander als auch diejenigen zum benachbarten
Methinproton bei 3.74 ppm sind gut zu erkennen. Das typische Signal der
Maleinimidgruppe bei ~6.7 ppm ist ganzlich verschwunden.

1.5.7.2 Darstellung des Harnstoffs 19

Um den Reaktionsverlauf kinetisch kontrollieren zu kénnen und die unterschiedlichen
Reaktivitaten des Isocyanat- sowie des Maleinimid-Restes auszunutzen, wurde die
Reaktion diesmal bei tieferer Temperatur und mit gréRerer Verdinnung durchgefuhrt.
Das Isocyanat 11 wurde bei —15°C in Essigsaureethylester vorgelegt und langsam eine
verdunnte Losung von Methylpiperazin in Essigsaureethylester zugegeben. Es wurde
wahrend 40 min bei —15°C weitergeruhrt, wobei sich allmahlich ein weil3er Niederschlag
bildete. Der Reaktionsverlauf konnte Uber das Verschwinden der Isocyanat-Bande bei
2280 cm” im IR-Spektrum verfolgt werden. Nach kurzer Aufarbeitung und

saulenchromatographischer Reinigung erhielt man 19 als weil3en Feststoff.
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Dass Methylpiperazin nur an der Isocyanat-Gruppe und nicht am Maleinimid-Rest
addiert hat, ist gut im '"H-NMR-Spektrum anhand des Signals der olefinischen Protonen
bei 6.69 ppm zu erkennen. Im IR-Spektrum ist vor allem die neue Bande der Harnstoff-
Carbonylschwingung bei 1650 cm™ zu beobachten, wihrend die Isocyanat-Schwingung
bei 2280 cm™ fehlt.

1.5.8 Antibakterielle Wirksamkeit und Toxizitat der drei Carbamate 13, 16,
und 17, des Amins 12 und des Harnstoffes 19

Die antibiotischen Aktivitat wurde mittels Plattendiffusionsverfahren bestimmt. Als

Vergleichsantibiotikum wurde Ceftazidim (CAZ) verwendet. Es ergaben sich im

einzelnen folgende Werte:

Antibakterielle Wirksamkeit — Hemmhofdurchmesser [mm]:

ﬁ;m/\/\/\uko/@ QN/\/\/\EJ\OX ¢N/\/\/\NJOLO/
Benzylcarbamat t-Butylcarbamat Methylcarbamat CAZ
13 16 17 30 ug
Bakterienstamme: 30 pg 30 pg 30 19
s.aur. 1104 19 19 21 21
s.aur.res. 18 18 20 15
Gram-
. staph. 25768 22 19 23 12
positiv:
staph. Innsbruck 21 21 24 0
E.coccus 22 21 23 0
E.coli 1103 0 7 10 24
E.coli TEM 7 7 9 27
Gram-
. E.cloacae 0 0 9 14
negativ:
Ps.aer. 0 0 0 22
Ps.aer.res. 0 0 0 12
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Antibakterielle Wirksamkeit — Hemmhofdurchmesser [mm]:

o) 9 o
¢N NN, R cooH ¢N/\/\/\u)]\©
N
o o > CAZ
Amin 12 Methylpiperazinharnstoff 19 30 ug
Bakterienstamme: 30 ug 30 g
s.aur. 1104 0 10 21
s.aur.res. 9 10 15
Gram-
" staph. 25768 8 9 12
positiv:
staph. Innsbruck 8 8 0
E.coccus 19 19 0
E.coli 1103 11 7 24
E.coli TEM 11 7 27
Gram-
. E.cloacae 9 8 14
negativ:
Ps.aer. 10 7 22
Ps.aer.res. 8 8 12

Alle drei Urethane zeigen gegenuber der Leitstruktur eine verbesserte Wirksamkeit
gegen grampositive Keime, speziell gegen Staphylococcus Innsbruck, einem Methicillin-
resistenten Staphylococcus aureus (MRSA). Nur bei den Enterokokken sind sie etwas
schwacher wirksam. Das Methylcarbamat 17 weist dabei die grofte antibiotische
Aktivitat der drei Verbindungen auf. Die Wirksamkeit gegen gramnegative Bakterien ist
weiterhin minimal bis gar nicht vorhanden.

Das Amin 12 und der Harnstoff 19 dagegen besitzen nur eine sehr schwache
Wirksamkeit gegen die grampositiven Bakterienstamme, mit Ausnahme der
Enterokokken. Im gramnegativen Bereich ist zwar vor allem beim Amin 12 eine
verbesserte Wirksamkeit zu erkennen, die antibakterielle Aktivitat bleibt dennoch sehr

gering.

Weiterhin wurden nun die toxischen Effekte der Verbindungen im Vergleich zu

Maleinimid tber Plattendiffusionstests bestimmt.
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Toxizitat — Hemmhofdurchmesser [mm]:

i}N/\/\/\uio/\Q

Benzylcarbamat 13

P S

t-Butylcarbamat 16

o
[}
¢N/\/\/\u)l\o/
o

Methylcarbamat 17

(e}
QNH
(¢}

i Maleinimid
Hefe 9 1mg 1mg 1mg
sacch.cerevisiae 13 18 20 26
Toxizitat — Hemmhofdurchmesser [mm]:
Q o o [¢]
| NN, ek coom ¢N/W\HJI\N/W |
k/N\
o o o]
Amin 12 Methylpiperazinharnstoff 19 | pmaleinimid
Hefe 1mg 1mg 1mg
sacch.cerevisiae 11 11 26

Harnstoff 19 und Amin 12 weisen neben ihrer schwachen antibiotischen Aktivitat auch
nur geringe toxische Effekte auf. Das antibakteriell wirksamste Carbamat 17 zeigt
ebenso die hochste Toxizitat der funf Substanzen.

Als besonders interessant erweist sich jedoch das Benzylcarbamat 13. Neben den
gunstigen antibakteriellen Eigenschaften im grampositiven Bereich besitzt die
Verbindung eine erstaunlich niedrige Toxizitat. Somit schien sie hervorragend fur

weitere strukturelle Modifizierungen geeignet.

1.6  Weitere Strukturabwandlungen und Syntheseziele

1.6.1 Maleinimidopentylcarbaminsaureester

Aufgrund der guten antibakteriellen Wirksamkeit der Maleinimido-pentylurethane sollten
nun weitere Vertreter dieser Reihe synthetisiert und auf ihre biologischen Eigenschaften
getestet werden. Ausgehend vom Isocyanat 11 sollte zunachst das Phenylurethan 20
dargestellt werden. Als weiterer Rest war die p-Acetylphenylgruppe von Interesse. Sie
ist Bestandteil eines Prototypen der Oxazolidinon-Antibiotikal®®, einer neuen
Antiinfektiva-Klasse, die vor allem gegen grampositive Keime wirken.

Da vor allem das Benzylurethan 13 die gute antibiotische Wirksamkeit mit nur geringen

toxischen Effekten verbindet, sollte weiterhin der Einfluss eines elektronenziehenden
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Fluorsubstituenten am aromatischen Ring untersucht werden. Es war geplant, para-,

meta- und orthosubstituierte Fluorbenzylcarbamate zu synthetisieren.

1.6.1.1 Darstellung von Phenyl- und 4-Acetylphenylurethan

Um Phenol und 4-Acetylphenol an das Isocyanat 11 zu addieren, wurde auf die bereits
friher unter 1.5.4.1 verwendete Aktivierungsmethode mit Trimethylsilylchlorid
zuriickgegriffen. Hierzu wurde 11 in Dichlormethan vorgelegt, mit 0.5 Aquivalenten
MesSiCl versetzt und anschlieRend 1.5 Aquivalente des entsprechenden Alkohols
zugegeben. Nach 6 Stunden bei Raumtemperatur wurde das Dichlormethan abgezogen
und das Rohprodukt saulenchromatographisch gereinigt. Auf diese Weise konnten das
Phenylurethan 20 und das 4-Acetylphenylurethan 21 jeweils als weil3er Feststoff isoliert

werden. Die Ausbeuten waren eher mafig und betrugen 50% bzw. 55%.

o} 0 R
HO R /ﬂ\
| N/\/\/\N:C:O | N/\/\/\N o
H
11

Me,SiCl, 6 h RT

o 20:R=H

o
21r= dcH,

Wahrend im 1H—NMR—Spektrum von 20 die Aromatensignale als Multiplett erscheinen,
ist beim 4-Acetylphenylcarbamat 21 das typische Kopplungsmuster fur parasubstituierte
Aromaten mit Dubletts bei 7.23 ppm und 7.97 ppm erkennbar. Die Signale des N-
Maleinimidopentyl-Teils sind gegenlber den bereits dargestellten Urethanen nahezu
unverandert.

Im IR-Spektrum ist die Isocyanat-Schwingung des Edukts bei 2280 cm™ verschwunden
und jeweils die neue Carbonylabsorption des Urethans bei 1740 cm™ erkennbar. Beim
4-Acetylphenylurethan 21 zeigt sich zusatzlich die Carbonyl-schwingung der

Acetylgruppe bei 1685 cm™.

1.6.1.2 Darstellung der Fluorbenzylcarbamate
Auch die Fluorbenzylcarbamate wurden auf analoge Weise hergestellt. Zu jeweils
1 Aquivalent Isocyanat 11 und 0.5 Aquivalenten MesSiCl in Methylenchlorid wurden 1.5

Aquivalente 4-Fluor-, 3-Fluor- oder 2-Fluorbenzylalkohol zugegeben. Aufarbeitung nach
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6 Stunden bei Raumtemperatur und anschlieBende Chromatographie lieferte die
Urethane 22, 23 und 24 in Ausbeuten von 70%, 88% und 80%.

0 o)
HO )‘k
/\©\ | NN Yo
. H
22
Me,SICl_—"6 h RT o F
0 o)
| NN )k F
| N N o
H
23
o)
)

)

Im 'H-NMR-Spektrum der parasubstituierten Verbindung 22 zeigen sich neben der
ortho-H,H-Kopplung auch 3J- und 4J-Kopplungen der aromatischen H-Atome zum
Fluoratom. Bei den Spektren von 23 und 24 sind die Signale im Aromatenbereich nur
ungenugend aufgeldst. Sie erscheinen deshalb als Multipletts.

Auffallig bei allen drei Verbindungen sind auf’erdem die Kohlenstoff-Fluor-Kopplungen
im "*C-NMR-Spektrum. Die Signale der aromatischen C-Atome spalten in Dubletts auf.
Die Kopplungsgrélien reichen von 1.7 Hz bei der Kkleinsten 4J-Kopplung bis

248 Hz bei der groRten 'J-Kopplung.

1.6.2 Modifizierung der Urethangruppe durch den Positionstausch von
Sauerstoff und Stickstoff

Da die Dbisher dargestellten N-Maleinimidopentyl-urethane vielversprechende

antibakterielle Eigenschaften aufwiesen, sollte nun untersucht werden, ob der

Positionstausch von Sauerstoff und Stickstoff im Urethan einen Einfluss auf die

biologische Wirksamkeit hat. Hierzu bot es sich an, zunachst 5-(N-Maleinimido)-

pentanol (25) zu synthetisieren. Einerseits stellt die Hydroxy-Funktion eine weitere
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Variation der ursprunglichen Leitstruktur dar, andererseits fuhrt die Addition dieses

Alkohols an ein Isocyanat auf einfache Weise zu den gewunschten Carbamaten.

O

(0]
(0]
R-N=C=0 )J\ R
— | N/W\OH | N/\/\/\O ”/
25
(0]

1.6.2.1 Darstellung von 5-(N-Maleinimido)-pentanol (25)

Auch bei der Synthese von 5-(N-Maleinimido)-pentanol (25) konnte auf die Methode
von Toru et al.*¥ zurlickgegriffen werden. Ausgehend von Maleinsdureanhydrid wurde
zuerst 5-Aminopentanol in Benzol bei Raumtemperatur (1 h) addiert. Die anschlie3ende
Cyclisierung gelang wie bereits bei den N-Maleinimido-alkancarbonsauren (siehe unter
1.4.1) durch Katalyse von ZnBry; und Zugabe von Hexamethyldisilazan in der Hitze.
Nach 4 h am Ruckfluss und saurer wassriger Aufarbeitung wurde das fahlgelbe, feste
Rohprodukt durch Saulenchromatographie gereinigt. Das Pentanol 25 konnte so als

weiller Feststoff in 76%iger Ausbeute isoliert werden.

O o
1. ZnBr,,
NN NG NN
H,N OH NH OH 2. HMDS NN
——— || N OH
Benzol, 1h RT OH 3. H*H,0 o5
o) )

1.6.2.2 Synthese verschiedener N-substituierter Carbaminsaure-5-(N-
maleinimido)-pentylester

5-(N-Maleinimido)-pentanol (25) konnte nun durch Addition an verschiedene Isocyanate

zu den gewlnschten Carbaminsaure-5-(N-maleinimido)-pentylestern umgesetzt

werden. Dazu wurden die Isocyanate in Dichlormethan vorgelegt, wiederum mit 0.5

Aquivalenten Trimethylsilylchlorid aktiviert und mit 1 Aquivalent des Alkohols 25

versetzt. Nach 6 Stunden bei Raumtemperatur wurde aufgearbeitet und

chromatographisch gereinigt. Auf diese Weise konnten Benzyl- (26), t-Butyl- (27) und
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Phenyl-carbaminsaure-5-(N-maleinimido)-pentylester (28) jeweils als weiller Feststoff in
guten Ausbeuten (93%, 88% und 78%) isoliert werden

0 0

(0]
/\/\/\ CH,CI,, Me;SiCl /\/\/\ )k R
| N OH ~ || N 0 ”/

25 R-N=C=0, 6h RT

0 o 26: R = Benzyl
27: R = t-Butyl
28: R = Phenyl

In den "H-NMR-Spektren von 26, 27 und 28 ist der Positionstausch von Stickstoff und
Sauerstoff im Urethan gut am typischen Triplett-Signal der jetzt zum Carbamat-
Sauerstoff benachbarten Methylengruppe erkennbar. Wahrend zuvor mit Stickstoff als
Nachbarn eine Verschiebung von ~3.2 ppm charakteristisch war, erscheinen die

Protonen nun deutlich tieffeldverschoben bei ~4.1 ppm.

1.6.2.3 Synthese des Carbaminsaure-5-(N-maleinimido)-pentylesters (29)

Als weitere Strukturvariante sollte der am Stickstoff unsubstituierte Carbaminsaureester
29 dargestellt werden. Dazu wurde der Alkohol 25 in Dichlormethan geldst und auf
—-30°C gekiihlt. AnschlieBend wurden 1.2 Aquivalente Chlorsulfonylisocyanat
zugegeben und der Reaktionsverlauf Uber Dunnschichtchromatographie verfolgt. Dabei
konnte das Verschwinden des Edukts (R-Wert: 0.16; Et,O) und die Bildung eines
neuen Produkts (Re-Wert: 0.18; Et,0O) beobachtet werden. Nach 30 min Ruhren bei
-30°C konnte das Produkt 29 nach Aufarbeitung als weilRer Feststoff in 76%iger

Ausbeute isoliert werden.

0 o 0

I 0
ClI—S—N=C=0
| N OH CH°C| — | N 07 TNH,
,Cl,, 30 min,
25 -30 °C, H,0 29

O O
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1.6.3 Darstellung von Thiocarbamaten!®

Thiourethane Uben vielfaltige biologische Wirkungen aus, die von analgetischen bis zu
bakteriziden und tuberkulostatischen Effekten®®®" reichen. Daher schien es
interessant, die Bandbreite der zu testenden Verbindungen um diese Substanzklasse
zu erweitern.

Da es wiederum das Ziel war, die Cs-Kohlenstoffkette beizubehalten und 5-(N-
Maleinimido)-pentanol (25) bereits synthetisiert war, lag es nahe, die Thiocarbamate
durch Addition von 25 an verschiedene Thioisocyanate darzustellen.

Die Aktivierung der Thioisocyanatgruppe durch HCI war hierbei nicht moglich, da das
Schwefelatom vermutlich zu wenig basisch war, um protoniert zu werden. Deshalb
wurde auf Triethylamin als basischen Katalysator flr die Addition zurlckgegriffen. Der
Alkohol 25 wurde in Benzol geldst, etwa 3 Aquivalente Triethylamin zugetropft und
schlieRlich 1.5 Aquivalente des entsprechenden Thioisocyanats zugegeben. Die
Reaktionsléosung wurde zum RuUckfluss erhitzt und der Reaktionsverlauf Uber
Dunnschichtchromatographie verfolgt. Die Reaktionsdauer war dabei stark von den
verwendeten Thioisocyanaten abhangig, was wohl auf ihre unterschiedliche Reaktivitat
zuruckzufuhren ist. Nach Aufarbeitung und Chromatographie an Kieselgel konnten die
Phenyl- und Benzylverbindung 30 und 31 jeweils als weil3er Feststoff isoliert werden,

wahrend das Methylthiourethan 32 als farbloses Ol vorlag.

O O
S
NN Benzol, R-N=C=S NN )J\ R
| N OH Y o~ N7
NEt;, 80 °C H
25
0 0] Reaktionsdauer Ausbeute
30: R = Phenyl 35h 33 %
31: R = Benzyl 10 h 17 %
32: R = Methyl 24 h 25%

Die Einschrankung der freien Drehbarkeit infolge der partiellen Stickstoff-Kohlenstoff-
Doppelbindung fuhrt sowohl beim Benzyl- (31) wie auch beim Methylthiourethan (32)

zum Auftreten zweier Konformere. Daher sind im "H-NMR- und "*C-NMR-Spektrum der
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beiden Verbindungen die Signale von E- und Z-Form zu beobachten. Beim

Phenylthiourethan hingegen kann keine E/Z-Isomerie beobachtet werden.

O O

S
R
| N/\/V\OJJ\N/H —_— | N/W\O -
|

R

o
E-Form 31: R = Benzyl Z-Form
32: R = Methyl

-z

)

Nach Baumann!®® ist das Z-lsomere jeweils das im Gleichgewicht iiberwiegende
Hauptkonformere. Beim Methylthiourethan 32 konnte das Verhaltnis der beiden
isomeren Formen durch die Integration der 'H-Signale des in CDCls bei 25°C
gemessenen Spektrums zu Z/E = 68:32 ermittelt werden. Auffallig ist weiterhin die
3J-Kopplung der Protonen der Methylgruppe zum NH-Proton der Thiourethangruppe.
Beim Benzylurethan 31 ergibt sich ein Konformerenverhaltnis von Z/E = 60:40 (CDCls/
25°C). Auch hier koppelte die benzylische Methylengruppe zum benachbarten
Stickstoff-Proton.

1.6.4 Synthese eines Kohlensaurediesters

Als  weitere  Stukturabwandlung sollte die  Urethangruppe durch eine
Kohlensaurediesterfunktion, wie sie gelegentlich in Antiinfektiva®® vorkommt, ersetzt
werden. Hierzu wurden 1.1 Aquivalente Phosgen in Toluol bei 0°C vorgelegt und dann
eine Lésung von 1 Aquivalent des Alkohols 25 und 1.2 Aquivalenten N,N-Dimethylanilin
in Toluol Uber 45 min zugetropft. Der Rektionsverlauf wurde Uber
Dunnschichtchromatographie verfolgt. Nach 2 h bei 0°C war 25 verbraucht und
uberschussiges Phosgen wurde durch Einleiten von Stickstoff aus dem Reaktionsgefaly
entfernt. Zur Reaktionslésung wurden nun weitere 1.1 Aquivalente N,N-Dimethylanilin
und 1.5 Aquivalente Ethanol zugegeben und tiber Nacht bei Raumtemperatur gerihrt.
Nach Aufarbeitung und chromatographischer Reinigung erhielt man den

Kohlensaurediester 33 als weil’en Feststoff in 75%iger Ausbeute.
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o]

1. Phosgen, 0
Toluol, 0°C )J\
Dimethylanilin e
| N/\/\/\OH P | N o O/\
.Dimethylanilin,
25 RT, EtOH 33
0] 0]

Die Carbonyl-Schwingung des Kohlensaurediesters bei 1745 cm™ ist im IR-Spektrum
gut neben der Maleinimid-Carbonylbande bei 1715 cm™ zu erkennen. Charakteristisch
im 'H-NMR-Spektrum sind Triplett- und Quartett-Signal der Ethylgruppe bei
1.31 ppm (CH3) und 4.20 ppm (CH>). Die weitere Methylengruppe in Nachbarschaft zur

Kohlensaureesterfunktion erscheint als Triplett bei 4.11 ppm.

1.6.5 Antibakterielle Wirksamkeit und Toxizitdt der synthetisierten
Verbindungen

Zur Bestimmung der antibakteriellen Wirksamkeit der neuen Verbindungen wurde

wieder auf das Plattendiffusionsverfahren zurtickgegriffen. Vergleichsantibiotikum war

Ceftazidim (CAZ).

Die Toxizitat wurde wie bisher mittels Hefetest bestimmt. Als Mal fur die Giftigkeit dient

dabei der Hemmhofdurchmesser in [mm]. Je groRRer dieser Wert, desto toxischer ist die

Verbindung. Vergleichsubstanz ist Maleinimid.
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Antibakterielle Wirksamkeit — Hemmhofdurchmesser [mm]:

0 [e]
¢N/\/\/\HJ\O© | N/\/\/\NJ\O/Q)‘\
" CAZ
o o
30 ug
. Phenylcarbamat 20 4-Acetylphenylcarbamat 21
Bakterienstamme:
30 ug 30 ug
s.aur. 1104 17 15 21
s.aur.res. 17 17 15
Gram-
. staph. 25768 18 18 12
positiv:
staph. Innsbruck 19 18 0
E.coccus 20 21 0
E.coli 1103 0 9 24
E.coli TEM 0 8 27
Gram-
. E.cloacae 0 8 14
negativ:
Ps.aer. 0 0 22
Ps.aer.res. 0 0 12

Toxizitat — Hemmhofdurchmesser [mm]:

¢“/\/\/\Hj\°© g},/\/\/\uj\o/<j)k QNH

o

o}

Phenylcarbamat 20 4-Acetylphenylcarbamat 21 | Maleinimid
Hefe 1mg 1mg 1mg
sacch.cerevisiae 13 13 26

Die beide Carbamate 20 und 21 zeigen zwar prinzipiell antibiotische Aktivitdt gegen
grampositive Keime, dennoch sind sie im Vergleich zu Benzyl-(13), t-Butyl-(16) und
Methylurethan (17) (siehe unter 1.5.8) eher schwacher wirksam. Die Toxizitat erweist

sich ebenfalls als gering.
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Antibakterielle Wirksamkeit — Hemmhofdurchmesser [mm]:

¢N/\/\/\HJLO/\©\ QN/\/\/\NJI\O/\O/F QN/\/\/\”JLO/@
4-Fluorbenzyl- 3-Fluorbenzyl- 2-Fluorbenzyl- CAZ
carbamat 22 carbamat 23 carbamat 24 30 ug
Bakterienstamme: 30 ug 30 ug 30 ug
s.aur. 1104 16 18 18 21
s.aur.res. 17 18 19 15
Gram-
. staph. 25768 17 22 22 12
positiv:
staph. Innsbruck 19 22 23 0
E.coccus 19 20 22 0
E.coli 1103 0 0 0 24
E.coli TEM 0 0 0 27
Gram-
. E.cloacae 0 0 0 14
negativ:
Ps.aer. 0 0 0 22
Ps.aer.res. 0 0 0 12

Toxizitat — Hemmhofdurchmesser [mmi:

o o
o 9 [¢] Q

QN/\/\/\HJ\O/\Q\F ¢N/\/\/\MJ\O/\©/F QN/\/\/\uj\o/\é QNH

o o o

4-Fluorbenzyl- 3-Fluorbenzyl- 2-Fluorbenzyl- o
carbamat 22 carbamat 23 carbamat 24 Maleinimid
Hefe 1mg 1mg 1mg 1mg
sacch.cerevisiae 12 15 14 26

Bei den Fluorbenzylurethanen sind Unterschiede in der antibakteriellen Wirksamkeit
erkennbar. Beim parasubstituierten Urethan 22 ist die antibiotische Aktivitat klar
niedriger als beim unsubstituierten Benzylurethan 13 (Vgl. 1.5.8), wahrend sie sich bei
meta-Substitution als ahnlich erweist. Das ortho-substituierte Derivat 24 scheint
hingegen etwas besser wirksam zu sein, insbesondere gegen den Methicillin-
resistenten Staphylococcus Innsbruck.

Gleichzeitig zeigt das ortho-substituierte Urethan 24 eine leicht schwachere Toxizitat als
das meta-substituierte Derivat 23. Das Fluorbenzylurethan 22 mit Fluor in para-Stellung
erweist sich als die am wenigsten toxische Substanz dieser Reihe. Es zeigt den

annahernd gleichen Wert wie das unsubstituierte Benzylurethan 13 (Vgl. 1.5.8).
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Antibakterielle Wirksamkeit — Hemmhofdurchmesser [mm]:

[e]
(o] (o]
¢ ¢N/\/\/\ J]\
| NN o o NH,
1 o CAZ
N-Maleinimidopentanol 25 Carbaminsaureester 29 3019
Bakterienstamme: 30 g 30 g
s.aur. 1104 19 17 21
s.aur.res. 21 18 15
Gram-
. staph. 25768 21 20 12
positiv:
staph. Innsbruck 21 22 0
E.coccus 24 24 0
E.coli 1103 13 12 24
E.coli TEM 13 11 27
Gram-
. E.cloacae 11 10 14
negativ:
Ps.aer. 8 0 22
Ps.aer.res. 9 0 11

Toxizitat — Hemmhofdurchmesser [mm]:

o (o] o o
¢N/\/\/\OH QN/\/\/\OJJ\NHz ¢NH
0 ° °
N-Maleinimidopentanol 25 Carbaminsaureester 29 | Maleinimid
Hefe 1 mg 1mg 1mg
sacch.cerevisiae 19 12 26

5-(N-Maleinimido)-pentanol (25) erweist sich als relativ gut wirksames Antibiotikum
gegen grampositive Bakterien und zeigt auch gegen gramnegative Keime noch eine
schwache Aktivitat. Allerdings gehdrt 25 nach dem Ergebnis des Toxizitatstests zu den
eher giftigeren Substanzen.

Der am Stickstoff unsubstituierte Carbaminsaureester 29 hingegen weist neben den
gunstigen antibakteriellen Eigenschaften eine ebenso vorteilhafte niedrige Toxizitat auf.
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Antibakterielle Wirksamkeit — Hemmhofdurchmesser [mm]:

@N/\/\/\o)ku/@ QNWOJ\uX ¢N/\/\/\oj\u/©
Benzylcarbamat | t-Butylcarbamat | Phenylcarbamat CAZ
26 27 28 30 ug
Bakterienstamme: 30 pg 30 ug 30 ug
s.aur. 1104 17 18 17 21
s.aur.res. 19 20 18 15
Gram-
" staph. 25768 20 20 19 12
positiv:
staph. Innsbruck 21 22 22 0
E.coccus 21 21 22 0
E.coli 1103 0 0 0 24
E.coli TEM 0 0 0 27
Gram-
. E.cloacae 0 0 0 14
negativ:
Ps.aer. 0 0 0 22
Ps.aer.res. 0 0 0 12
Toxizitat — Hemmhofdurchmesser [mmi:
@NWOJ{L&/\Q E}N/\/\/\OJ\EX ¢N/\/\/\Oj\u© QNH
Benzylcarbamat 26 | t-Butylcarbamat 27 | Phenylcarbamat 28 -
Maleinimid
Hefe 1mg 1mg 1mg
1mg
sacch.cerevisiae 12 19 14 26

Das Positionstausch von Stickstoff und Sauerstoff in der Urethangruppe scheint keine
entscheidenden Auswirkungen auf die antibakterielle Aktivitat zu haben. Es wurden
jeweils die Benzyl-, t-Butyl- und Phenyl-Derivate untersucht. Tendenziell zeigen die
Carbaminsaureester 26, 27 und 28 ahnlich gunstige Wirksamkeiten wie 13, 16 und 20
(Vgl. auch 1.5.8 und 1.6.5). Auch die Toxizitat unterscheidet sich dabei nur minimal. Die

t-Butylverbindungen 27 und 16 weisen innerhalb der beiden Gruppen jeweils die

gréften Hemmhofe und damit die hochste Toxizitat auf.
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Antibakterielle Wirksamkeit — Hemmhofdurchmesser [mm]:

QN/\/\/\Oiu/Q @N’V\/\oiu/@ QN/\/\/\oj\”/
Phenyjithio- Benzylthio- Methylthio- |
Carbamat 30 Carbamat 31 Carbamat 32 30 H9
Bakterienstamme: 30 g 30 pg 30 g
s.aur. 1104 18 16 21 21
s.aur.res. 19 18 23 15
Gram-
. staph. 25768 20 19 25 12
positiv:
staph. Innsbruck 19 19 27 0
E.coccus 22 21 25 0
E.coli 1103 0 0 10 24
E.coli TEM 0 0 10 27
Gram-
. E.cloacae 0 0 9 14
negativ:
Ps.aer. 0 0 0 22
Ps.aer.res. 0 0 0 12

Toxizitat — Hemmhofdurchmesser [mm]:

o}
H o)

¢/\/\/\ N \O/\/\/\ H/\© Q/\/\/\ N ¢NH

© o

Phenylthio- Benzylthio- Methylthio- °
f carbamat 30 carbamat 31 carbamat 32 Maleinimid
Hefe 1mg 1mg 1mg 1mg
sacch.cerevisiae 12 12 19 26

Wahrend die N-Phenyl- und N-Benzylthiocarbamate 30 und 31 keine merklichen
Unterschiede in der antibakteriellen Aktivitdt zu den vorangegangenen Substanzen
aufweisen, zeigt das N-Methylthiourethan 32 eine deutliche hohere Wirksamkeit. Die
Verbindung ist zusatzlich zu den gunstigen Werten im grampositiven Bereich sogar
schwach gegen gramnegative Erreger wirksam. Allerdings erweist sie sich im
Toxizitatstest als vergleichsweise giftig. Die Thiourethane 30 und 31 zeigen im Hefetest

ahnliche Werte wie die entsprechenden Urethane 26 und 28.
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Antibakterielle Wirksamkeit — Hemmhofdurchmesser [mm]:

[e]
(o]
QN/\/\/\OJI\O/\
I CAZ
30
Kohlensaurediester 33 Ho
Bakterienstamme: 30
Hg
s.aur. 1104 18 21
s.aur.res. 18 15
Gram-
" staph. 25768 20 12
positiv:
staph. Innsbruck 19 0
E.coccus 23 0
E.coli 1103 9 24
E.coli TEM 8 27
Gram-
. E.cloacae 9 14
negativ:
Ps.aer. 0 22
Ps.aer.res. 0 12

Toxizitat — Hemmhofdurchmesser [mm]:

o o
o
QN/\/\/\OJI\O/\ ¢NH
[

(o]

Kohlensurediester 33 Maleinimid
Hefe 1mg 1mg
sacch.cerevisiae 19 26

Der Kohlensaurediester 33 besitzt zwar eine vergleichsweise gute antibiotische

Wirksamkeit, erweist sich aber im Toxizitatstest als eher giftig.

Zusammenfassung der Testergebnisse:

Tendenziell zeigen die neu synthetisierten Verbindungen ahnliche Werte bei der
antibakteriellen Wirksamkeit wie die bereits unter 1.5.8 getesteten Substanzen. Bei
einer verbesserten antibiotischen Aktivitat wie z.B. beim N-Methyl-thiourethan 32 erhéht
sich oftmals auch die Toxizitat. Allerdings kann ein direkter Zusammenhang zwischen

antibakterieller Wirksamkeit und Toxizitdt nicht allgemein bestatigt werden. Denn
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wahrend z.B. der Pentyl-Alkohol 25 und der Carbaminsaureester 29 ahnlich gute
antibiotische Eigenschaften aufweisen, ist 29 deutlich ungiftiger als 25.

Insgesamt lasst sich bei den verschiedenen Modifizierungen jedoch kein eindeutiger
Trend in Richtung auf eine hdhere antibakterielle Wirksamkeit erkennen. Deshalb
sollten zunachst von einigen besonders gunstig erscheinenden Substanzen zusatzlich
zu den Plattendiffusionstests auch die MIC-Werte (minimum inhibition concentration)
bestimmt werden.

Da bei diesem deutlich aufwendigerem Testverfahren mogliche Unterschiede aufgrund
eines anderen Diffusionsverhaltens entfallen, kdbnnen genauere Aussagen uber die

antibiotischen Eigenschaften der Verbindungen getroffen werden.

1.7  MIC-Werte!®™ einiger ausgewéahlter Substanzen

Als besonders interessant flr eine genauere Untersuchung der antibakteriellen
Eigenschaften erschienen jene Substanzen, die neben mdglichst groken Hemmhdofen
im Bakterien-Plattendiffusionstest eine niedrige Toxizitat zeigten. Es sollten nun die
MIC-Werte des Benzylurethans 13, des ortho-Fluorbenzylurethans 24 und des
Carbaminsaureesters 29 bestimmt werden. Da ausreichende Aktivitdt nur im
grampositiven Bereich vorhanden war, sollte nur das Verhalten gegen Keime dieser
Gruppe untersucht werden. Hierzu wurden, wie im Experimentellen Teil (siehe dort
unter 1.5.3) beschrieben, Agarplatten mit verschiedenen Konzentrationen an
Testsubstanz (0.5; 1; 2; 3; 5; 10; 15; 20; 30 und 60 pg/mL) vorbereitet und
anschlieBend jede Platte mit den grampositiven Bakterienstammen geimpft. Nach
18 h bei 37°C konnte der MIC-Wert als die Konzentration bestimmt werden, bei der kein
Bakterienwachstum mehr stattfand.

AuRerdem wurden zum Vergleich die MIC-Werte von Vancomycin bestimmt. Dieses
Glycopeptid-Antibiotikum ist eines der am haufigsten eingesetzten Medikamente bei
Infektionen mit multiresistenten, grampositiven Erregern. Da es auch bei Behandlung
mit Vancomycin bereits zum Auftreten von Resistenzen gekommen ist®¥, gilt die Suche
nach einem Ersatz-Antibiotikum mit vergleichbar guter antibiotischer Wirksamkeit als
eines der dringlichsten Ziele der Antibiotikaforschung.
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MIC-Wertbestimmung — MIC [ug/ml]:

Gt | by |
° ° Vancomycin
Grampositive Benzyl- 2-Fluorbenzyl- Carbaminsaure-
Bakterienstamme: carbamat 13 carbamat 24 ester 29
s.aur. 1104 20 20 30 1
s.aur.res. 20 20 30 2
staph. 25768 20 20 20 1
staph. Innsbruck 20 20 30 2
E.coccus 20 20 30 1

Alle drei Maleinimid-Derivate zeigen MIC-Werte zwischen 20 pg/ml und 30 pg/ml fir alle
grampositiven Keime. Die Substanzen weisen damit zwar noch eine beachtliche
antibiotische Aktivitat auf, im Vergleich zum 10 bis 30 mal wirksameren Vancomycin
kommen sie aber als mogliche Ersatzpraparate nicht in Frage. Deshalb sollten weitere
Versuche zur Verbesserung der antibakteriellen Eigenschaften der Maleinimid-Derivate

unternommen werden.

1.8  Weitere Strukturabwandlungen der Maleinimid-Derivate

1.8.1 Verwendung des 3-Fluor-4-morpholinyl-phenyl-Rests

Da vor allem eine Verbesserung der antibakteriellen Eigenschaften gegen grampositive
Keime im Vordergrund stand, fiel das Augenmerk erneut auf die im grampositiven
Bereich hochwirksamen Oxazolidinon-Antibiotika. Teilstruktur eines der wirksamsten
Vertreter dieser Gruppe, des Linezolids, ist ein 3-Fluor-4-morpholinyl-phenyl-Rest!®?°,
Deshalb war geplant, zunachst das 3-Fluor-4-morpholinyl-anilin (34) zu synthetisieren,
welches anschlief3end in eine Harnstoff- sowie in eine Urethangruppe eingebaut werden

sollte.
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Aulerdem sollte Uber diese Zwischenstufe ein Maleinimid-Derivat 37 synthetisiert
werden, bei dem der 3-Fluor-4-morpholinyl-phenyl-Rest direkt am Stickstoff des
Maleinimids gebunden ist.

1.8.1.1 Darstellung des 3-Fluor-4-morpholinyl-nitrobenzols (40)

3-Fluor-4-morpholinyl-nitrobenzol  (40) konnte durch nucleophile aromatische
Substitution aus 3,4-Difluor-nitrobenzol (38) und Morpholin (39) dargestellt werden. Die
Reaktion verlief problemlos in guter Ausbeute (75%). Dabei wurden jeweils
1.2 Aquivalente Morpholin (39) und Hiinig-Base in Essigsdureethylester bei Raum-
temperatur vorgelegt und anschlieBend 1 Aquivalent 38 zugetropft. Der
Reaktionsverlauf konnte Uber Dunnschichtchromatographie verfolgt werden. Nach
24 h bei Raumtemperatur wurde aufgearbeitet und chromatographisch gereinigt. Man

erhielt so das Produkt als gelben Feststoff.

. F
/ N\ NEt(iPr), / \
ON F * HN 0 > O,N N o)
2 \ / EtOAc, 24 h RT \ /
38 39 40
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Auffallig im 'H-NMR-Spektrum ist das Kopplungsmuster der aromatischen H-Atome.
Neben den typischen ortho- und meta-Kopplungen zeigt jedes der drei Atome eine
Kopplung zum Fluor. Dabei sind die Werte der H,F-Kopplungen deutlich groRer als die
der entsprechenden H,H-Kopplungen uber gleichviele Bindungen. So betragt z.B. die
3J4.-Kopplung 13.1 Hz, wahrend die 2Jy y-Kopplung einen Wert von 8.9 Hz aufweist.

Im "*C-NMR-Spektrum sind alle aromatischen Signale durch eine Kopplung mit Fluor zu
Dubletts aufgespalten. Die Kopplungskonstanten reichen von 3.1 Hz fur die

*J-Kopplung bis zu 250 Hz bei der 'J-Kopplung.

1.8.1.2 Hydrierung zum 3-Fluor-4-morpholinyl-anilin 34

Die Hydrierung des 3-Fluor-4-morpholinyl-nitrobenzols (40) wurde in Essigsaureethyl-
ester mit Palladium auf Aktivkohle als Katalysator bei Raumtemperatur durchgefihrt.
Uber die Wasserstoffaufnahme, die nach 45 min zum Erliegen kam, konnte der
Reaktionsverlauf verfolgt werden. Nach kurzer Aufarbeitung und Trocknen am

Hochvakuum konnte das substituierte Anilin 34 als weifl3er Feststoff isoliert werden.

F F
/ \ Pd/C, H, / \
O,N N O - > H,N N 0
\ / EtOAc, 45 min RT \ /
40 34

Die Protonen der neu entstandenen Aminogruppe sind als breites Singulett bei

3.57 ppm im 1H-NMR-Spektrum gut erkennbar. Die Kopplungen im Aromatenbereich
sind diesmal jedoch nur unzureichend aufgelost, so dass die Aromaten-Signale als
Multipletts erscheinen.

Die aromatischen '>C-Signale weisen erneut die typische Dublett-Struktur auf. Die

Werte der C,F-Kopplungen liegen zwischen 3.1 Hz und 246 Hz.

1.8.1.3 Synthese des Harnstoffs 35
Die Nucleophilie der Aminogruppe im substituierten Anilin 34 reichte nicht aus, um bei

Raumtemperatur ohne Aktivierung schnell genug an das 5-(N-Maleinimido)-
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pentylisocyanat 11 zu addieren. Deshalb wurde auf die unter 1.5.4.1 beschriebene
Aktivierungsmethode mit Trimethylsilylchlorid zurtickgegriffen. Das Isocyanat 11 wurde
dazu mit 0.5 Aquivalenten Me3SiCl in Essigsaureethylester gelost, bei Raumtemperatur
mit 1 Aquivalent 34 versetzt und 30 min geriihrt. Dabei fallt allmahlich ein weiler
Niederschlag aus. Uber Dinnschichtchromatographie konnte das Verschwinden des
Edukts (Rr = 0.36; CH2CIlo/EtOAc 2:1) sowie die Entstehung eines neuen Produkts (Rr =

0.16; CH.CI/EtOAc 2:1) beobachtet werden, das nach Aufarbeitung und

Saulenchromatographie als weil3er Feststoff isoliert wurde.

F K\o
C/< VY i o Q/N\)
| N/\/\/\N c=o N/\/\/\NLN
H o H
35

EtOAc, Me,SiCl, 30 min RT

(0]

Am Signal der olefinischen Maleinimid-Protonen bei 7.00 ppm im 'H-NMR-Spektrum
(DMSO-d6) ist gut zu erkennen, dass die Aminogruppe nur am Isocyanat und nicht am
Maleinimid-Rest addiert hat. Die schwachere Nucleophilie des aromatischen Amins im
Vergleich mit N-Methyl-piperazin, das bei Raumtemperatur sogar an der Maleinimid-
Doppelbindung angreift (Vgl. 1.5.7.1), lasst sich Uber die Mesomerie-Beteiligung des

freien Elektronenpaars erklaren.

INH,

Die Signale der aromatischen Protonen sind auch hier nur ungentgend aufgeldst und
erscheinen als Multipletts. Im "*C-NMR-Spektrum sind jedoch wiederum Dubletts fiir die

aromatischen C-Atome mit C,F-Kopplungen von 2.9 Hz bis 242 Hz erkennbar.
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1.8.1.4 Darstellung des 5-(N-Maleinimido)-pentyl-carbamats 36!°°

Die Synthese des Carbamats 36 verlief zunachst Uber das nicht isolierte
Carbamoylchlorid 41, an das dann der Alkohol 25 addiert wurde. Dazu wurden
1.04 Aquivalente Phosgen in Dichlormethan bei 0°C vorgelegt und anschlieRend eine
Lésung von 1 Aquivalent des substituierten Anilins 34 in Dichlormethan zugegeben,
wobei sofort ein weilder Niederschlag entstand. Nach 30 min war kein Edukt 34 mehr
auf dem Diinnschichtchromatogramm zu erkennen. Es wurden 2.3 Aquivalente
Triethylamin zugesetzt und weitere 15 min bei 0°C gerthrt. Schliel3lich gab man
1.5 Aquivalente des Alkohols 25 zu und erhitzte (iber Nacht zum Ruickfluss.

Nach Aufarbeitung und chromatographischer Reinigung erhielt man 36 in 91%iger

Ausbeute als weillen Feststoff.

F F (\o
— N
H,N N o Phosgen, 0°C 0
\__/ CH,Cl,, 30 min )J\
34

Cl N
41 "
F ho
0 N
(0]
NEt, NN )k
| N o~ N
5-(N-Maleinimido)- H
pentanol (25) 36
(0]

Durch die partielle Doppelbindung zwischen dem Stickstoff und dem Carbonyl-C-Atom
der Urethangruppe kommt es zu einer Einschrankung der freien Rotation um diese

Bindung und es treten zwei isomere Konformationen der Verbindung 36 auf.

0O

F o) 0
Q /@»{) | N/\/\/\OLN/H
N
!

(0]
| N/\/\/\QJJ\
0 Z-lsomer
E-lsomer

(0]

()
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Bei der E-Form liegt die Pentylkette und der aromatische Rest auf der
entgegengesetzten Seite der partiellen Doppelbindung, bei der Z-Form auf der gleichen.
Die Signale der beiden Konformeren im 'H-NMR-Spektrum liegen jedoch so nah
beieinander, dass weder eine Zuordnung zur Z- oder E-Form gelingt noch ein
Isomerenverhaltnis ermittelt werden kann.

Im "®*C-NMR-Spektrum erkennt man die Signale von E- und Z-Konformeren bei fast
allen Methylengruppen der Pentylkette sowie z.T. bei den C-Atomen des

Aromatenbereichs.

1.8.1.5 Darstellung des 3-Fluor-4-morpholinyl-phenyl-maleinimids 37

Die Darstellung des 3-Fluor-4-morpholinyl-phenyl-maleinimids 37 gelang nach der unter
1.4.1 beschriebenen Methode in einer Ausbeute von 87%. Ausgehend von
Maleinsaureanhydrid (1) und dem Anilin 34 erhielt man das Zwischenprodukt 42, das
durch Ringschluss unter Anwesenheit von ZnBr, und HMDS in das Zielmolekul 37
Uberfuhrt wurde. Nach Aufarbeitung und Saulenchromatographie konnte 37 als

hellgelber Feststoff gewonnen werden.

F(\O

N

F
/ \ O
H,N N o 1. ZnBr,
/ NH _2.HmDS / \
Benzol, 1h 50 °C OH 42 3 H*/H,0

1.8.2 Verwendung des Thiophenylmethylrestes

Bei einer Reihe von Antiinfektiva wird eine Thiophengruppe als Strukturelement
verwendet. So kommt dieser pharmakologisch wichtige Rest in Cephalosporinenl®”
sowie auch bei Oxazolidinon-Antibiotikal®® vor. Deshalb war geplant, diese Baugruppe
als Thiophenylmethylalkohol 43 an das Isocyanat 11 und das Saurechlorid 9 zu

addieren.




Spezieller Teil 60

0]
0

S

M
P taataay
HO/\@\Z

O~

Die beiden entstehenden Produkte 44 und 45 unterscheiden sich nur durch die
Urethan- und die Esterfunktion, was einen direkten Vergleich der beiden funktionellen

Gruppen bezlglich des Einflusses auf die biologische Aktivitat zulasst.

1.8.2.1 Darstellung des Thiophenylmethylcarbamats 44

Analog zur Darstellung der Urethane Uber das 5-(N-Maleinimido)-pentylisocyanat (11)
konnte auch das Thiophenylmethylcarbamat 44 in guter Ausbeute (75%) synthetisiert
werden. Das Isocyanat 11 und 1.5 Aquivalente des Alkohols wurden dabei unter
Zugabe von 0.5 Aquivalenten MesSiCl bei Raumtemperatur umgesetzt. Nach
Aufarbeitung und chromatographischer Reinigung erhielt man 44 als farblosen
Feststoff.

e
s 0O
HO
NN /\@ )k 2 é
| N N=C=0 | N/\/\/\N o 5 H
Me,SiCl, 6 h RT H N\ /
11 44 3 4
o i H H

Die Protonen des Aromatenteils erscheinen im 1H-NMR-Spektrum alle als Dublett vom
Dublett und kdénnen aufgrund der fur Thiophenylreste typischen Kopplungskonstanten

(Js34 = 3.4 Hz; 2345 = 4.9 Hz; *J3 5 = 1.0 Hz) leicht zugeordnet werden.

1.8.2.2 Synthese des 6-(N-Maleinimido)-hexansaureesters 45
Um das Carbonsaurechlorid 9 in den Ester 45 zu Uberfihren, wurde 9 zusammen mit

1.1 Aquivalenten Pyridin in Dichlormethan vorgelegt und 1 Aquivalent des Alkohols 43
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zugegeben. Nach 20 h bei Raumtemperatur war die Reaktion laut Dunnschicht-
chromatogramm beendet. Durch Aufarbeitung und Saulenchromatographie konnte 45
als weiler Feststoff isoliert werden.

s (0]
Cl (0]
| Nw Pyridin, 20 h RT ¢N/\/\/\[( S
(6] 45 (0]
(0]

(0]

Die aromatischen H-Atome zeigen das gleiche Kopplungsmuster wie beim Urethan 44

und kdnnen dementsprechend zugeordnet werden.

1.8.3 Antibakterielle Wirksamkeit und Toxizitat der neuen Substanzen
Die antibakteriellen Eigenschaften und die Toxizitat der Substanzen wurden wie bisher
mit dem jeweiligen Plattendiffusionsverfahren (Vgl. 1.1 und 1.2) bestimmt. Als Mal} flr

die biologische Aktivitat gelten wieder die Hemmhofdurchmesser in mm.

Antibakterielle Wirksamkeit — Hemmhofdurchmesser [mm]:

2 o /@/'\Q 2 o /@O QNONCO
PN
QNWNJ\” ¢NWO N o
1 3 Maleinimid- [CAZ
Harnstoff 35 Carbamat 46 derivat 37 |30 ug
Bakterienstamme: 30 ug 301g 30 ug
s.aur. 1104 14 9 12 21
s.aur.res. 16 13 15 15
Gram-
" staph. 25768 16 12 14 12
positiv:
staph. Innsbruck 17 11 12 0
E.coccus 20 14 14 0
E.coli 1103 0 0 8 24
E.coli TEM 0 0 0 27
Gram-
. E.cloacae 0 0 0 14
negativ:
Ps.aer. 0 0 0 22
Ps.aer.res. 0 0 0 12
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Toxizitat — Hemmhofdurchmesser [mm]:

(o}

i 0 Jij/@ i ©/F O ¢N‘©’NC°
Q |
QN/\/\/\NJ\” ¢N/\/\/\0JLu o
1 1 Maleinimid- 0
Harnstoff 35 Carbamat 36 derivat 37 | Maleinimid
Hefe 1mg 1 mg 1'mg 1mg
sacch.cerevisiae 10 10 12 26

Entgegen den Erwartungen konnte durch die Einfuhrung des 3-Fluor-4-morpholinyl-
phenyl-Rests keine Verbesserung der antibakteriellen Wirksamkeit erreicht werden.
Wahrend der Harnstoff 36 eine immerhin noch mittlere bis gute antibiotische Wirkung
zeigt, sind die antibakteriellen Eigenschaften beim Urethan 35 beinahe voéllig verloren

gegangen. Auch das Maleinimid-Derivat 37, das keine Cs-Kohlenstoffkette enthalt, weist

nur eine schwache Wirkung gegen grampositive Bakterien auf.

Die Toxizitaten aller drei Verbindungen erweisen sich ebenfalls als sehr gering .

Antibakterielle Wirksamkeit — Hemmhofdurchmesser [mm]:

(o]
i 0 I\
| NN NN O/\O | N/\NYO\/Q
H \ y/ o
i o CAZ
carbamat 44 ester 45
Bakterienstamme: 30 ug 30 g
s.aur. 1104 20 20 21
s.aur.res. 21 21 15
Gram-
" staph. 25768 22 22 12
positiv:
staph. Innsbruck 23 25 0
E.coccus 23 24 0
E.coli 1103 8 8 24
E.coli TEM 8 8 27
Gram-
. E.cloacae 0 0 14
negativ:
Ps.aer. 0 0 22
Ps.aer.res. 0 0 12
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Toxizitat — Hemmhofdurchmesser [mm]:

o o - 0
@N/\/\/\HJ\O/\@ ¢N/\/\/\g/o\/© ¢NH

Thiophenylmethylcarbamat 44 | Thiophenylmethylester 45 | Maleinimid
1mg 1mg 1mg

Hefe

sacch.cerevisiae 14 14 26

Durch Einbau des Thiophen-Restes gelang es, bei beiden Verbindungen 44 und 45 die
antibiotische Wirksamkeit zu verbessern, wahrend die Toxizitat gleichzeitig gering
bleibt. Die Werte der Hemmhofdurchmesser gehdren mit zu den besten aller bisher
synthetisierten Verbindungen, vor allem im grampositiven Bereich. Deshalb sollten die
antibakteriellen Eigenschaften des Carbamats 44 und des Esters 45 noch genauer in

MIC-Tests untersucht werden.

1.8.4 MIC-Tests der Thiophenylmethylderivate 44 und 45
Die Bestimmung der MIC-Werte von 44 und 45 gegen grampositive Bakterienstamme
erfolgte nach der bereits unter 1.7 beschriebenen Vorgehensweise. Als Vergleich

wurden die MIC-Werte von Vancomycin herangezogen.

MIC-Wertbestimmung — MIC [rg/ml]:

[e]
i 8 B
QNWN o/\@ QN/\/\/\IJ/OVQ
0 (o]
Grampositive Thiophenylmethyl- Thiophenyimethyl- Vancomycin
Bakterienstamme: carbamat 44 ester 45
s.aur. 1104 5 10 1
s.aur.res. 5 10 2
staph. 25768 10 15 1
staph. Innsbruck 10 15 2
E.coccus 15 15 1
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Beide Verbindungen weisen die bisher besten MIC-Werte aller getesteten
Verbindungen auf, wobei das Carbamat 44 trotz der zT. kleineren
Hemmhofdurchmesser im Plattendiffusionstest wirksamer als der Ester 45 ist. Im
Vergleich zu Vancomycin sind die antibakterielle Wirksamkeiten von 44 und 45 nur
noch um einen Faktor 5 bis 15 schwacher. Von besonderem Interesse sind dabei die
antibiotischen Eigenschaften gegenuber dem Methicillin-resistenten Staphylococcus
Innsbruck (MRSA), bei dem das Urethan 44 eine nur funfmal schwachere Wirkung als

Vancomycin zeigt.

1.9 Zusammenfassende Betrachtungen

Es gelang durch Modifizierung der anfanglichen Leitstruktur 6 und die Synthese einer
Vielzahl von Derivaten, neuartige Antibiotika vom Maleinimidtyp gegen grampositive
Bakterienstamme herzustellen. Insbesondere das Thiophenylmethylurethan 44 konnte
gegen MRSA eine aussichtsreiche Wirksamkeit erzielen, die sich von dem zur Zeit
verwendeten Standard-Antibiotikum Vancomycin nur um einen Faktor 5 unterschied.
Die Verwendung solcher Maleinimid-Derivate als Arzneistoffe bleibt dennoch etwas
fraglich. Denn unabhangig von den z.T. niedrigen Toxizitaten im Hefe-Test, reagieren
die meisten Maleinimide oft unspezifisch mit den SH-Gruppen verschiedenster
Proteine®® und Peptide®. So verwendet man N-substituierte Maleinimide z.B. zur
Markierung von Peptiden an deren Thiolgruppen® oder als Quervernetzungs-
reagenzien fir Proteine™*™"". Bei der Verabreichung als Medikament hatten diese
unspezifischen Alkylierungsreaktionen wahrscheinlich eine Vielzahl von Neben-
wirkungen zur Folge.

Deshalb kdme die Verwendung eines Maleinimid-Derivats hochstens als antibakterielles
Notfallpraparat in Frage, und zwar nur dann, wenn alle anderen zur Verfligung
stehenden Antibiotika wegen Resistenz versagen.

Folglich wurde auf eine weitere Entwicklung dieser Praparategruppe vorerst verzichtet.
Stattdessen sollte eine andere gegen grampositive Bakterien wirksame

Antibiotikaklasse, die Oxazolidinon-Antibiotika, untersucht werden.
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2 Synthese eines neuen Oxazolidinon-Analogons

2.1 Aufgabenstellung

Die Zunahme von multiresistenten Krankheitserregern vor allem im Bereich der
grampositiven Bakterien ist heutzutage zu einem der grof3ten Probleme der klinischen
Medizin geworden[®. Speziell die Verbreitung von Vancomycin-resistenten
Bakterienstammen in den letzten Jahren ist besorgniserregend, da das Glycopeptid-
Antibiotikum Vancomycin als letzter medizinischer Ausweg bei Infektionen mit
grampositiven Kokken gilt. Die Sterblichkeitsrate bei Infektionen mit Vancomycin-
resistenten Enterokokken liegt bereits bei Uiber 35%?. Noch dramatischer kénnte die
Situation werden, wenn auch die Bakterienstamme des extrem virulenten
Staphylococcus aureus vermehrt eine Resistenz gegen Vancomycin erwerben, wie es
nach ersten Einzelféllen fiir die nahe Zukunft erwartet wird!®*.

Vor diesem Hintergrund wurden in den letzten Jahrzehnten die Anstrengungen bei der
Suche nach neuartigen Antibiotika, die Uber einen anderen Mechanismus wirken und
somit das Resistenzproblem umgehen, verstarkt. Dies flhrte schlieBlich zur
Entwicklung der Oxazolidinon-Antibiotika, einer neuen, rein synthetischen Antiinfektiva-
Klasse.

Ausgangspunkt war 1978 ein Patent der Firma DuPont fur einen Stoff, der gegen
pflanzenpathogene Keime wirksam war. Als sich herausstellte, dass Folgesubstanzen
auch eine schwache Aktivitdt gegen humanpathogene Bakterien zeigten, wurde die
Struktur soweit optimiert, bis man 1987 den ersten Prototypen der (5S)-Acetamido-

methyl-3-aryl-2-oxazolidinone, das DuP 721 erhielt!"?7]

(0]
3)&
N o'
(i
4 s NY
DuP 721 0]

Dieses neue Antibiotikum war in vitro und vivo gegen grampositive, multiresistente

Bakterien hochaktiv und konnte sowohl oral wie auch parenteral verabreicht werden!"!.
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Die Wirksamkeit gegenuber multiresistenten Stammen beruht auf einem neuartigen
Wirkmechanismus. Die Oxazolidinone greifen an einer anderen Stelle in die bakterielle
Proteinsynthese ein als alle bisher bekannten Antibiotika. Die Translation, also die
Proteinbiosynthese, bei Prokaryonten umfasst drei Phasen: Initiation, Elongation und
Termination. Die Oxazolidinone inhibieren die Proteinsynthese zu einem sehr fruhen
Zeitpunkt des Initiationsschrittes!”®!’"l. Verschiedene Proteine (Initiationsfaktoren)
lagern sich bei Beginn der Translation mit der tRNA zu einem Initiationskomplex
zusammen. Oxazolidinone stdoren die prazise Bildung dieses Komplexes. Als Folge
werden die neuen Proteine nicht mehr exprimiert. Der Inhibitionseffekt ist bei
grampositiven Bakterien deutlich starker ausgepragt als bei gramnegativen, da die
gramnegative Bakterienmembran fir Oxazolidinone weniger durchlassig ist.

In den neunziger Jahren wurden zur Weiterentwicklung des Prototypen DuP 721 vor
allem die Substituenten des aromatischen Restes variiert. Dies flihrte zu zwei neuen
hochwirksamen Vertretern der Oxazolidinone, Linezolid und Eperezolid®”, von denen
Linezolid bereits die klinische Phase Il durchlaufen hat und seit dem Frihjahr 2000 als

Zyvox® in den USA zugelassen ist?"78),

0
o/\\ . /\\
s oF e o,

L N
Linezolid Eperezolid Y

Neben ihrer verbesserten antibakteriellen Aktivitat zeichnen sich beide Oxazolidinone

auch durch das geringe Mall an Nebenwirkungen aus, was sie im Vergleich zu

Vancomycin besonders attraktiv macht!*?79180]

Zur Aufklarung der Struktur-Aktivitats-Beziehungen der Oxazolidinone wurde eine
ganze Reihe von systematischen Untersuchungen durchgefihrt. Dabei stand zunachst
der Einfluss des Substituenten am Aromaten und des Restes an der 5-Stelle des
Oxazolidinons im Mittelpunkt!*"®"1. Die Acetamidomethylgruppe am Ring erwies sich
dabei als wichtige Voraussetzung fur eine gute Wirksamkeit der Verbindungen. Wie sich
weiter herausstellte, war nur das S-Enantiomer hochwirksam, wahrend das R-

Enantiomer beinahe keine antibakterielle Aktivitat aufwies. Die Substituenten am
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aromatischen Teil der Oxazolidinone konnten wesentlich vielfaltiger variiert werden,
ohne dass dabei die Wirksamkeit verlorenging. Allerdings erwies sich die para-
Substitution als besonders guinstig, wahrend Substanzen mit groReren Substituenten in
ortho-Position keine antibiotische Wirksamkeit mehr zeigten. Dies ist darauf
zuruckzufuhren, dass die raumliche Lage des Oxazolidinon-Rings und des Aromaten
zueinander mitentscheidend fur die antibakterielle Wirksamkeit ist. Durch die
Konjugation des aromatischen T1eSystems mit der partiellen, amidahnlichen
Doppelbindung des Oxazolidinons ist eine koplanare Ausrichtung der beiden Ringe
bevorzugt. Dies spiegelt sich auch in der Réntgenstruktur von DuP 721 wider, in der
beide Ringe fast koplanar zueinander liegen. Der sterische Einfluss eines grof3en ortho-
Substituenten verhindert nun eine solche Ausrichtung. Als Folge geht die antibakterielle
Aktivitat verloren.

Der Einfluss des Oxazolidinon-Rings als charakteristisches Strukturelement wurde erst
relativ spat untersucht. Man vermutete lange Zeit, dass die Oxazolidinon-Einheit
unbedingte Voraussetzung fur die antibiotische Wirksamkeit sei, da eine Reihe
strukturell abgewandelter Fiinfringe nur zu unwirksamen Substanzen fiihrte!®?.
SchlieBlich gelang es jedoch, mit dem ungesattigten Lacton 46 ein wirksames

[79],[83]

Oxazolidinon-Analogon zu synthetisieren, dessen MIC-Werte dem Vancomycin

vergleichbar waren.

i T

Ahnlich wie bei den Oxazolidinonen ist bei der neuen Verbindung aufgrund der
Konjugation der Doppelbindung mit dem aromatischen teElektronensystem eine
koplanare Ausrichtung der beiden Ringsysteme begunstigt, was grundlegend fur die
biologische Aktivitat ist.

Als zusatzliche Wirkungsvoraussetzung wurde weiterhin der Einfluss der

Carbonylgruppe und ihre Position im Funfring angesehen. Um so Uberraschender war
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es deshalb, als erst kirzlich mit der Isoxazolverbindung 47 eine weiteres antibakteriell

hochwirksames Fiinfring-Analogon zu den Oxazolidinonen patentiert wurde!®*.

HOJL N
47 W/

Wahrend die Carbonylfunktion hier vollig fehlt, ist durch die Konjugation von Aromat und
Doppelbindung im Funfring erneut eine annahernd koplanare Stellung der beiden Ringe
anzunehmen.

Folglich spielt der Funfring fur die antibiotische Wirksamkeit vermutlich die Rolle eines
Spacers, also eines definierten raumlichen Verbindungssticks. Seine koplanare
Ausrichtung zur Aromatengruppe ist dabei fur die Aktivitat mitentscheidend und wird
durch die Konjugation zwischen den Ringsystemen beglnstigt. Bei den alteren,
unwirksamen Funfring-Analoga fehlte diese Konjugation.

Im Rahmen dieser Arbeit sollte deshalb ein neues, zum Aromaten konjugiertes
Funfring-Derivat als Analogon zu den Oxazolidinonen synthetisiert und auf seine
antibakterielle Wirksamkeit getestet werden.

Als Zielmolekul, das alle bisher besprochenen Voraussetzungen fur die antibiotische
Wirksamkeit erfullt, wurde (5R)-Acetamidomethyl-2-(4-acetylphenyl)-4,5-dihydrooxazol
(48) gewahlt.

Mitausschlaggebend fiir die Auswahl war, dass Phenyl-4°-Oxazoline gute biologische
Aktivitat als Cholinmimetika® zeigten und somit auch Wirkungen in anderen

biologischen Systemen zu erwarten waren.
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2.2  Syntheseplanung

Es war geplant, zundchst das racemische A?-Oxazolin 48 zu synthetisieren und auf
seine antibakterielle Aktivitat zu testen. Dazu sollte durch Reaktion des Saurechlorids
49 und des Amins 50 unter Schotten-Baumann-Bedingungen zuerst das Benzamid 51
dargestellt werden. AnschlieRende Cyclisierung unter Basenkatalyse ergabe dann den
erwlinschten Oxazolinring 52. Durch eine Sy’-Reaktion sollte dann Brom gegen eine
Azidogruppe ausgetauscht werden. SchlieBlich erhalt man durch die katalytische
Hydrierung von 53 das Aminomethyloxazolin 54, das im letzten Schritt zur

Zielverbindung 48 acyliert wird.

0 0 — H
Cl Br Schotten-Baumann- \\ ©_<N
+
: :: :: SO\ HZN\)\/Br Variante / \ / o j\/Br
49 50 51 Br
Basen
Katalyse l/ Sy 2 l/
katalytische AC2
Hydrierung l/ Base l/

2.3  Darstellung der Ausgangsprodukte

2.3.1 Synthese des Saurechlorids 49

Die Darstellung des 4-Acetylbenzoylchlorids 49 ausgehend von 4-Acetylbenzoesaure
55 gelang in quantitativer Ausbeute mit Oxalylchlorid als Chlorierungsmittel. Dazu
wurde 55 in Chloroform suspendiert und mit einem Uberschuss an Oxalylchlorid
versetzt. AnschlieRend wurde die Mischung zum Ruckfluss erhitzt, wobei man ab 50°C

anhand der einsetzenden Gasentwicklung die Entstehung der Nebenprodukte CO und
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CO; beobachten konnte und allmahlich eine klare Losung entstand. Nach
20 Minuten war die Reaktion beendet. Das Losungsmittel und Uberschissiges Reagens

wurden abdestilliert, wobei das Produkt 49 als weilRer Feststoff zurtickblieb.

o = o X 0

// cl cl _ o
N/ \ CHCl, > < > <
OH Cl

20 min, 65°C
55 49

Im 'H-NMR-Spektrum von 49 erkennt man das fiir parasubstituierte Aromaten typische
Kopplungsmuster mit zwei Dublettsignalen bei 8.07 ppm und 8.21 ppm. Das Signal der
Methylgruppe bei 2.67 ppm ist im Vergleich zum Edukt 55 (2.63 ppm) nur wenig
tieffeldverschoben. Im  IR-Spektrum sind die Carbonyl-Absorptionen  der
Saurechloridfunktion bei 1770 cm™ und der Ketofunktion bei 1690 cm™ erkennbar,
wahrend die Carbons&ureabsorption des Edukts 55 bei 1715 cm™ verschwunden ist.

2.3.2 Darstellung des Dibrompropylamin-hydrobromids (50)!®

Die Synthese des 1,2-Dibrompropylamins sollte Uber eine Bromierung des Allylamins
56 erfolgen. Da die direkte Bromierung mit Brom zwar zunachst zum gewinschten
dibromierten Produkt fuhrt, aber in der Folge durch Substitutionsreaktionen weitere
Nebenprodukte entstehen kénnen, war es noétig den nucleophilen Stickstoff vor der
Reaktion zu protonieren®. Dazu wurde Allylamin 56 in Wasser vorgelegt und bis zur
schwach sauren Reaktion mit Bromwasserstoffsaure versetzt. Anschlielend gab man 1
Aquivalent Brom langsam unter Kiihlung zu und belie das Reaktionsgemisch fiir
45 min bei 0°C. Das dabei ausgefallene Produkt 50 wurde als weiler Feststoff
abfiltriert. Aus dem Filtrat konnte weiteres Produkt durch Einengen und Verreiben mit

Ether gewonnen werden, wodurch man 50 in quantitativer Ausbeute erhielt.

Br

HBr, H,0
NN oc NH, HBr
il

56 50
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Die Protonen der beiden Methylengruppen in Nachbarschaft zum stereogenen Zentrum
am C-2-Atom sind jeweils diastereotop und erscheinen im 'H-NMR-Spektrum aufgrund
der zusatzlichen Kopplung zum Methinproton als Dublett vom Dublett. Die
Verschiebungen liegen bei 3.36 ppm und 3.72 ppm fur die H-Atome am Stickstoffende
und bei 3.88 ppm und 4.02 ppm fur die Protonen am C-3-Atom. Das Signal des
Methinprotons bei 4.56 ppm ist vollstandig aufgeldst, wodurch die Kopplungen zu allen
vier benachbarten H-Atomen erkennbar sind. Insgesamt handelt es sich um ein
ABCDE-Spinsystem.

2.4  Synthese des Benzylamids 51

Die Umsetzung des Saurechlorids 49 mit dem Dibrompropylamin 50 verlief problemlos
und fuhrte in quantitativer Ausbeute zum gewiunschten Benzylamid 51. Dabei wurde
das Hydrobromid-Salz des Amins 50 in Wasser geldst und das freie Amin erst nach und
nach durch langsame Zugabe einer gesattigten Natriumhydrogencarbonat-Losung
freigesetzt. Parallel dazu tropfte man Uber 30 min unter Ruhren
1.1 Aquivalente des Carbonsaurechlorids 49 in Chloroform zu. Nach insgesamt 2.5 h
bei 0°C konnte das Produkt 51 nach Aufarbeitung und Trocknen am Hochvakuum als
weiRer Feststoff isoliert werden. Das Amid 51 erwies sich im '"H-NMR-Spektrum als

nahezu rein und konnte ohne weitere Reinigung fur die folgende Umsetzung verwendet

werden.
0 H
H,0, NaHCO, \\ - N
BrH-H NQ\/ cHo, oc /N / X j\/Br
51 Br

Aufgrund der Amidresonanz kommt es zum Auftreten zweier Konformere. Die E/Z-
Isomerie zeigt sich am doppelten Signalsatz fur alle Kohlenstoffatome im BC-NMR-
Spektrum von 51. Im "H-NMR-Spektrum hingegen sind E- und Z-Form nicht eindeutig
zu identifizieren, was an der nur ungenugenden Aufldsung der zur partiellen
Doppelbindung benachbarten H-Atome liegt. Im IR-Spektrum treten die beiden
Amidbanden bei 1640 cm” und 1534 cm” an die Stelle der vorherigen
Carbonylschwingung des Saurechlorids bei 1770 cm™. Die Carbonylbande des Ketons

ist bei 1680 cm™ zu erkennen.
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2.5 Cyclisierung zum Oxazolin 52

Der Ringschluss von w-Halo-amiden unter basischen Bedingungen ist eine der
mdglichen Methoden zur Darstellung von 4?-1,3-Oxazolinen. |hr synthetischer Nutzen
war jedoch bis vor kurzem begrenzt, da normalerweise im wassrigen oder alkoholischen
System mit hohen Konzentrationen starker Basen und Warmezufuhr gearbeitet wurde.
Dies fuhrte regelmaRig zu einer Vielzahl von Nebenprodukten und in der Folge zu

niedrigen Ausbeuten. M. A. Mitchell und B. C. Beniwicz®"!

gelang es, mit Kaliumfluorid
auf Aluminiumoxid als Reagens die Cyclisierung unter bedeutend milderen
Bedingungen zu vollziehen und damit die Anwendbarkeit dieser Methode deutlich zu
erweitern. Interessanterweise ist die aktive Spezies bei der Reaktion nicht das
Fluoridion, sondern die stark basische Aluminiumoxidoberflache, die neben
Kaliumhexafluoroaluminat vor allem aus Kaliumhydroxid und Kaliumaluminat besteht®®!,
Zur Cyclisierung wurde das Amid 51 in Acetonitril gelost und bei Raumtemperatur mit
4 Aquivalenten (bezogen auf KF) Kaliumfluorid auf Aluminiumoxid versetzt. Der
Reaktionsverlauf des Ringschlusses konnte Uber Dunnschichtchromatographie verfolgt
werden. Dabei konnte das Verschwinden des Edukts (R-Wert: 0.34; Toluol/EtOAc 2:1)
und die Bildung eines neuen Produkts (R+-Wert: 0.26; Toluol/EtOAc 2:1) beobachtet
werden. Nach einer Stunde bei Raumtemperatur wurde Uber Celite filtriert, einrotiert
und saulenchromatographisch gereinigt, wodurch man das 4?-1,3-Oxazolin 52 als

weillen Feststoff in 78%iger Ausbeute isolieren konnte.

y 0
0 § KFIALO,
- N
j\/Br CH,CN, 1h RT /l/
0
0 B
51 Br 52 '

Dass sich nur der Funfring 52 und kein Sechsringprodukt gebildet hat, zeigt sich
anhand des "*C-DEPT-Spektrums von 52, in dem die Signale fur -CH»-Br bei 33.6 ppm,
-CH2-N= bei 59.5 ppm und -CH-O- bei 78.1 ppm gut zu unterscheiden sind.

Im "H-NMR-Spektrum des Oxazolins 52 sind die diastereotopen H-Atome der beiden
Methylengruppen gut an ihren unterschiedlichen Verschiebungen zu erkennen. Die
jeweiligen Dubletts vom Dublett liegen bei 3.54 ppm und 3.58 ppm fir die dem Stickstoff
benachbarte CH,-Gruppe und bei 3.95 ppm und 4.23 ppm fur die zweite
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Methylengruppe. Beim Methinprotonensignal bei 4.98 ppm sind die Kopplungen zu allen
vier Nachbarprotonen gut erkennbar.

Der Ringschluss zeigt sich im IR-Spektrum von 52 daran, dass anstelle der beiden
Amidbanden bei 1640 cm™ und 1534 cm™ nun nur eine Absorption fiir die C=N-
Doppelbindung bei 1650 cm” zu beobachten ist. Desweiteren kann man die

Carbonylschwingung des Ketons bei 1690 cm™ erkennen.

2.6  Einfuhrung der Azidfunktion

Die Substitution des Broms durch eine Azidgruppe gelang in einer Sy2-Reaktion in
Dimethylformamid unter Erhitzen. Das Brommethyl-oxazolin 52 wurde dazu in DMF
gelost, 4 Aquivalente Natriumazid zugegeben und das Reaktionsgemisch 16 h auf 75°C
erwarmt. Nach Aufarbeitung und saulenchromatographischer Reinigung erhielt man das
Azid 53 als fahlgelben Feststoff in 99%iger Ausbeute.

o)
NaN,
N >
DMF, 16h 75°C N
/l/ z
o Br
53 o) N,

Die Substitution ist vor allem im IR-Spektrum des Produkts 53 anhand der neuen Azid-

52

Bande bei 2100 cm™ gut zu erkennen. Die Absorptionen der Carbonylfunktion bei
1680 cm™ und der C=N-Schwingung bei 1645 cm™ sind nur wenig verschoben.

Die 4 Methylenprotonen erscheinen im 1H-NMR-Spektrum alle als vier einzelne Dubletts
vom Dublett, was ihrem paarweise diastereotopen Charakter entspricht. Im Signal des
H-Atoms am stereogenen Zentrum konnen erneut alle Kopplungen zu den

4 benachbarten Protonen beobachtet werden.

2.7  Uberfihrung in die Acetamidomethylverbindung 48

Das Azid 53 konnte durch katalytische Hydrierung mit Palladium auf Aktivkohle
zunachst in das Amin 54 uberfihrt werden. Dazu wurde 53 in Essigsaureethylester
gelost und bei 0°C zu dem bereits im gleichen Losungsmittel vorhydrierten Katalysator
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zugespritzt. Die Reduktion zum Amin lie sich Uber Dunnschichtchromatographie
verfolgen und war nach 1.5 h beendet. Nach Abfiltrieren des Katalysators wurde die so
erhaltene Léosung des Amins 54 direkt unter Pyridin-Aktivierung mit einem leichten
Uberschuss an Essigsaureanhydrid umgesetzt. Aufarbeitung und chromatographische
Reinigung lieferten schlieRlich das acylierte Produkt 48 als weilRen Feststoff in 68%iger
Ausbeute.

)
53

0
N 1.H, PdIC N

d 2. Pyridin, Ac,0 ~ H

N 0 N

3 48 Y
o)

Im "H-NMR-Spektrum des Oxazolins 48 zeigt sich ein neues Singulettsignal fiir die
Methylacetamid-Gruppe bei 2.03 ppm. Ansonsten erscheinen die dem Amid-Stickstoff
benachbarten diastereotopen Protonen wieder als zwei Dubletts vom Dublett, wahrend

die andere Methylengruppe und das Methinproton nur ungenugend aufgelost sind und

jeweils nur als Multiplettsignal charakterisiert werden kdnnen.

2.8 Untersuchung der antibakteriellen Eigenschaften des Oxazolins
48

Das synthetisierte Oxazolin 48 sollte nun mit Hilfe der bereits ausfuhrlich beschriebenen
Plattendiffusionsmethode (siehe unter 1.1) auf seine antibakterielle Wirksamkeit
untersucht werden. Dazu wurden jeweils 30 pug der Verbindung gegen die einzelnen
Bakterienstamme getestet. Nach 18 h bei 37°C wurden die verschiedenen Agarplatten
auf evtl. entstandene Hemmhofe Uberprift. Entgegen den Erwartungen zeigte das
Oxazolin 48 weder im grampositiven noch im gramnegativen Bereich antibiotische
Wirksamkeit.

Um abzuklaren, ob die mangelnde antibakterielle Aktivitat auf einen schnellen Abbau
des Oxazolins im wassrigen Medium zurtckzuflhren ist, wurde die Stabilitat von 48

mittels UV-Spektroskopie untersucht. Dabei wurde die Abnahme der Extinktion der
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Verbindung am Absorptionsmaximum bei 264 nm in einer physiologischen
Phosphatpuffer-Losung bei 37°C gemessen. Das Oxazolin 48 erwies sich dabei als
aulderst stabil. Die Absorption hatte nach 24 Stunden nur um 2% abgenommen. Folglich
war die fehlende antibiotische Aktivitat nicht auf die Instabilitat der Verbindung

zurtckzufihren.

2.9 Zusammenfassende Betrachtungen

Das 4-Acetamido-2-aryl-oxazolin 48 konnte in vier Schritten mit einer Gesamtausbeute
von 53%  synthetisiert werden. Obwohl es alle bisher bekannten
Wirkungsvoraussetzungen erfullt, erwies es sich im Plattendiffusionstest als
antibakteriell unwirksam. Die Verbindung wurde zwar als Racemat getestet, von dem
nur das R-Enantiomer theoretisch wirksam ist. Eine verminderte antibiotische Aktivitat
im Vergleich zum entantiomerenreinen Wirkstoff war also zu erwarten. Dass die
Wirksamkeit jedoch vollig fehlte, 1asst sich dadurch nicht erklaren. Vielmehr missen
anscheinend weitere Wirkungsvoraussetzungen erfullt sein, um ein antibiotisch aktives
Praparat zu erhalten. Unter Umstanden spielt die unterschiedliche Polaritat des
hergestellten Oxazolin-Rings 48 im Vergleich zu den wirksamen Funfringsystemen eine
entscheidende Rolle.

Vergleicht man die wirksamen Funfring-Geruste, so fallt auf, dass bei allen drei

Vertretern an der gleichen Stelle im Ring ein Sauerstoffatom enthalten ist.

0
Ar— )J\ Ar o Ar /N N o
N 0 \
\—k/NHAC NHAc NHAc
57 58 59

Dies legt die Vermutung nahe, dass der Sauerstoff im Ring evtl. durch die Ausbildung
von Wasserstoffbriickenbindungen oder durch seine Polaritat mitentscheidend fur die
antibakterielle Wirksamkeit ist. Das hieRe, dass neben dem Arylrest, der

Acetamidogruppe und der Koplanaritat der Ringe eine weitere Wirkungsvoraussetzung,
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namlich die definierte Stellung eines Sauerstoffatoms im Fulnfring, fur eine

weitergehende Wirkstoffentwicklung zu beachten ware.

Ar 72 o Ar \ 0
NHAc NHAc

60 61

Um diese Theorie zu bestatigen, ware es interessant, in der Zukunft weitere
Funfringsysteme wie z.B. die Dihydrofurane 60 oder 61, die alle vier genannten
Wirkungsvoraussetzungen erfullen, zu synthetisieren und auf ihre antibiotische Aktivitat

zu testen.
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3 Synthese neuer oral wirksamer Cephalosporine

3.1 Uberblick

Die Cephalosporine, Antibiotika der B-Lactam-Klasse, spielen heutzutage in der
Therapie von Infektionskrankheiten eine bedeutende Rolle unter den verschiedenen
Arten von Antiinfektival®®®%. |hre Entwicklung reicht bis ins Jahr 1945 zuriick, als der
Bakteriologe G. Brotzu an der Universitat in Cagliari auf Sardinien entdeckte, dass der
aus Meerwasser isolierte Pilz Cephalosporium acremonium ein antibakteriell wirksames
Extrakt lieferte. Erst zehn Jahre spater gelang es, neben einer Reihe wirksamer
Substanzen auch Cephalosporin C zu isolieren®, den ersten Vertreter dieser neuen
Antibiotika-Klasse.

0
H
_ N S
o)
HN o) N _~ o)
o)
COOH o)

Cephalosporin C

Obwohl die Wirksamkeit von Cephalosporin C nur malig war, zeichnete es sich durch
zwei besondere Eigenschaften aus: es war bestandig gegenuber Penicillinasen und im
Vergleich zu Penicillin G stabil gegeniiber Sauren®. In den nachsten Jahrzehnten
setzte eine rapide Entwicklung halbsynthetischer Cephalosporin-Derivate ein, die zu
einer Vielzahl von Arzneistoffen gegen die meisten bakteriellen Infektionskrankheiten
fuhrte®®™). Trotz der erwdhnten Saurestabilitit, die Voraussetzung fiir eine orale
Verabreichung ist, wurden die meisten neuen Cephalosporine kaum oder gar nicht aus
dem Gastrointestinaltrakt resorbiert. Deshalb war ihre Anwendung auf die parenterale
Verabreichung beschrankt und es dauerte bis 1969, bis mit Cephalexin das erste oral

applizierbare Cephalosporin auf den Markt kam®4.
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3.2 Nomenklatur der Cephalosporine

Die Grundstruktur der Cephalosporine besteht aus einem bicyclischen B-Lactam-A3-
dihydrothiazin-Ringsystem, das in einer haufig verwendeten und einfachen halb-
systematischen Nomenklatur als 3-Cephem (Doppelbindung zwischen Position 3 und 4)
bezeichnet wird. Alternativ lassen sich die Verbindungen auch nach IUPAC in der
Bicyclus-Nomenklatur beschreiben, die eine genauere Bezeichnung der einzelnen

Verbindungen erlaubt.

1 5
7 6 S 2 7 6 S 4
8 N\) 3 y ':l =3
o) ° 4 O 2
3-Cephem-Nomenklatur IUPAC-Nomenklatur

Die raumliche Anordnung der Substituenten, insbesondere an Position 7, wird innerhalb
der Trivialnomenklatur mit a (,,nach hinten®) und 3 (,,nach vorne®) bezeichnet.

In der vorliegenden Arbeit werden im Speziellen Teil die kirzeren Trivialbezeichnungen
verwendet, wahrend im Experimentellen Teil die Benennung nach der genaueren
IUPAC-Nomenklatur erfolgt.

3.3  Struktur-Wirkungs-Beziehung oraler Cephalosporine

Die Cephalosporine wirken wie alle [(-Lactam-Antibiotika Uber eine Hemmung der
bakteriellen Zellwandsynthese (siehe Allgemeiner Teil 3.1). lhr grol3er Vorteil ist, dass
sie deutlich stabiler gegen B-Lactamasen sind als Penicillin-Derivate® und auBerdem
seltener als diese zu allergischen Reaktionen fiihren®™ . Die meisten Derivate werden
allerdings nur intravends oder intramuskuldar angewandt, da sie aufgrund ihres
hydrophilen Charakters kaum resorbiert werden. Um dieses Problem zu umgehen und
die Cephalosporine auch als bequem zu verabreichende orale Arzneien verfugbar zu
machen, gab es vor allem zwei Ansatze.

Der erste war die EinfuUhrung spezifischer Seitenketten an der 7-3-Position und einer
kleinen lipophilen Gruppe an der 3-Stelle des Cephemgrundkdrpers, wodurch die

betreffenden Verbindungen fur spezifische Dipeptid-Carrier-Transportsysteme im
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n*1% " Die erste fiir orale Cephalosporine

menschlichen Korper zuganglich wurde
typische Seitenkette an der 7-B-Stelle war die D-Phenylglycingruppe, die sowohl in
Cephalexin als auch in Cefaclor Verwendung fand. Wahrend Cephalexin heutzutage
wegen vermehrter Resistenzen kaum mehr als Antibiotikum verwendet wird, bewahrt
sich Cefaclor immer noch durch seine bessere Wirksamkeit gegen Haemophilus
Influenza-Keime bei Atemwegs-Infektionen!®. Allerdings wirkt sich der elektronegative
Chlorsubstituent an der 3-Stelle negativ auf die Stabilitat der Verbindung aus, weshalb

Cefaclor im Kdrper rasch abgebaut wird!"%",

NH
NHz H 2 H
N S Nj;rs
o} :lizf’// 0 N~ ol
o CH, 0

COOH COOH

Cephalexin Cefaclor

In den 70er Jahren kam es auf dem Gebiet der parenteralen Cephalosporine durch
EinflUhrung einer 2-Amino-thiazolyl-methoxyimino-Gruppe an der 7-Position zu einem
Durchbruch im Bereich von Infektionen durch gramnegative Keime. Der Prototyp, das
Cefotaxim, erwies sich zusatzlich aufgrund der Z-Stellung der Oximinogruppe als
aulerst stabil gegen die meisten B-Lactamasen und konnte somit gut gegen resistente

Bakterienstamme eingesetzt werden.
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COOH 0
Cefotaxim (parenteral)

Wegen dieser gunstigen Eigenschaften wurden diese Strukturelemente — teilweise
unter leichter Abwandlung - auch in einigen neueren oralen Cephalosporinen

verwendet, was z.B. zur Entwicklung von Cefixim und Cefdinir fihrte. Als lipophile
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Gruppe an der 3-Position tragen beide eine Ethen-Funktion. Die beiden Substanzen
wiesen gegeniber den alteren D-Phenylglycin-Cephalosporinen wie erwartet eine
starkere Wirksamkeit bei gramnegativen Keimen auf und waren gegen (-Lactamasen

deutlich stabiler.

_0-CH;COOH
: M/j)ﬁ( Hw/fﬁ(
N NF
COOCH COOH
Cefixim Cefdinir

Der zweite erfolgreiche Zugang zu oral wirksamen Cephalosporinen war der Uber
sogenannte Prodrug-Formen. Dabei wurde die hydrophile Carbonsauregruppe an der 4-
Position durch eine Esterfunktion geschutzt, die erst nach der Absorption abgespalten
werden sollte, um das eigentlich wirksame Cephalosporin freizusetzen. Das Problem
lag hierbei in der Entwicklung von geeigneten Esterformen, die einerseits im
Gastrointestinaltrakt stabil waren, da die freien Sauren nur schlecht resorbierbar waren
und somit die Darmflora zerstdrten. Andererseits sollten sie nach der Absorption schnell
hydrolysieren, da die Ester selbst nicht aktiv waren. Nach anfanglichen Schwierigkeiten
gelang es mit Cefuroxim-axetil ein Cephalosporin-Ester-Prodrug zu synthetisieren, das
eine gute orale Bioverfugbarkeit aufwies, und vor allem durch passive Diffusion aus

[94]

dem Dunndarm resorbiert wurde™™. Ein weiterer Vertreter dieser Gruppe oraler

Cephalosporine ist Cefpodixim-proxetil.

@*@EM . ﬂﬁj}

Cefuroxim-axetil o Cefpodixim-proxetil

P :
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3.4 Aufgabenstellung

Wahrend die a&lteren Oralcephalosporine mit der D-Phenylglycin-Seitenkette mit
Ausnahme von Cefaclor meist eine gute Resorbierbarkeit zeigten, werden die neueren
Vertreter trotz deutlicher Fortschritte immer noch unvollstandig im Darm resorbiert®¥.
Auch die Ester-Prodrug-Cephalosporine weisen nur Resorptionsquoten von 40 — 60%
aufl'®". Dies hat eine Reihe von Nachteilen zu Folge. Zum einen muss bei héherer
Dosierung aufgrund der Wirkspektren mit einer Schadigung der Darmflora gerechnet
werden. Daneben besteht durch den hoheren Selektionsdruck bei den Darmbakterien
eine erhohte Gefahr der Resistenzentwicklung. Zusatzlich werden nur vergleichsweise
niedrige Wirkstoffkonzentrationen erreicht, was eine geringere antibakterielle
Wirksamkeit zur Folge hat. Oralcephalosporine kommen daher bei lebensbedrohlichen
Infektionen nicht in Betracht. Folglich ist die Verbesserung der Resorbierbarkeit von

oralen Cephalosporinen immer noch ein dringliches Ziel der Antibiotikaforschung.

In diesem Zusammenhang war eine neue Erfindung auf dem Gebiet der Carbapeneme,
einer verwandten [3-Lactam-Antibiotikagruppe, von besonderem Interesse. Die ebenfalls
schlecht resorbierbaren  Carbapeneme konnten durch Einfuhrung eines
Methoxymethylthiorestes an der 2-Position in das oral gut wirksame Derivat 62

Uberfihrt werden!'%?,

Da auch bei den Cephalosporinen der Einfluss des Substituenten an der 3-Position
mitentscheidend fur die Resorbierbarkeit der Verbindungen ist, war es naheliegend, die
Methoxymethylthiogruppe an dieser Position in die Cepheme einzufuhren. Mit der
Absicht, hier ebenfalls eine deutliche Verbesserung der oralen Wirksamkeit zu
erreichen, sollten verschiedene 3-Methoxymethylthio-Derivate 63, 64 und 65 mit

unterschiedlichen Substituenten an der 7-B-Position synthetisiert werden. Als
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Seitenketten mit glnstigem Einfluss auf die Resorbierbarkeit wurden Aminothiazolyl-
und Phenylglycyl-Derivate gewahlt.

/o_
N

|
N
63: R = HZN—(J)Y
S (0]

0-CH,COOH
N

H
| N s
N 7
S Ne —
o SCH,OCH,

NH,
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65: R =

Es war geplant, die synthetisierten Cephalosporine 63 - 65 anschliefend auf ihre

antibiotische und orale Wirksamkeit zu testen.

3.5 Syntheseplanung

Als wichtigste Ausgangsverbindungen flir 3-substituierte Cephalosporine dienen
heutzutage 3-Hydroxycepheme. Sie werden Uberwiegend aus Penicillinderivaten durch

Ringerweiterung[103],[104],[105],[106],[107]

gewonnen und tragen deshalb an der 7-Stelle die
fur Penicilline typischen Seitenketten. Da das 3-Hydroxycephem 66 mit der Penicillin-V-
Seitenkette (Phenoxyacetylamino) bereits im Arbeitskreis vorhanden war, sollte die
Methoxymethylthiogruppe zunachst in dieses Derivat eingefuhrt werden. Spater war
geplant, auch das 3-Hydroxycephem 67 mit der G-Seitenkette (Phenylacetylamino) zu
verwenden, da es aufgrund des besseren Zugangs zu Penicillin G weitaus gunstiger ist
und haufiger verwendet wird.

Die Einfuhrung der meisten Substituenten erfordert dabei eine Aktivierung der
Hydroxygruppe, da die direkte nucleophile Substitution nur selten gelingt. Uberwiegend
werden dazu Mesylate, Tosylate oder Phosphorsaureester verwendet!'®?. Ein haufiges
Problem bei der anschlieBenden nucleophilen Substitution ist die Tendenz der 3-
Doppelbindung in die thermodynamisch stabilere 2-Position zu wandern. Diese

Umlagerung kann bereits unter maRig basischen Bedingungen eintreten und ist mit
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einem Verlust der antibiotischen Wirksamkeit verbunden!'®®. Die Riickisomerisierung
zum 3-Cephem erfordert flir gewdhnlich Oxidation des Ringschwefels, erneute
Umlagerung der Doppelbindung und anschlieRende Reduktion. Dies ist einerseits
aufwendig und kann andererseits bei schwefelhaltigen Substituenten, wie der
Methoxymethylthiogruppe, zu unerwiinschten Nebenprodukten fiihren. Farina et al.!'®
beobachteten einen direkten Zusammenhang zwischen der Reaktivitat der
Abgangsgruppe und der Tendenz der Doppelbindung zu isomerisieren. Wahrend bei
einer schlechten Abgangsgruppe nur die Umlagerung der Doppelbindung eintrat,
konkurrierte bei reaktiveren Abgangsgruppen die Substitutionsreaktion mit der
Isomerisierung. Folglich gelang es Farinal'® durch Verwendung von Triflat als sehr
gutem Nucleofug eine Umlagerung selbst unter basischen Bedingungen zu verhindern.
Es war deshalb geplant, die 3-Hydroxycepheme 66 und 67 zunachst als Triflate zu
aktivieren und anschlielend in einer Michael-Addition-Eliminierungs-Sequenz mit
Methoxymethanthiol zu substituieren.

N s H .
R” OH-Aktivierung R Substitution
\NZ Tf,0 B N HSCH,OCH,
0 OH o OTf
CO,CHPh, CO,CHPh,
66: R = PhOCH,CO-(V-) 68: R = PhOCH,CO-
67: R = PhCH,CO-(G-) 69: R = PhCH,CO-
H
N S H,N S
R j;r Seitenketten- _
N~ abspaltung Ne P
S/\ O/ S /\O
© o
CO,CHPh, CO,CHPh,
70: R = PhOCH,CO- 79

71: R = PhCH,CO-

Als weiterer Schritt sollte die Abspaltung der Seitenkette an der 7-Position erfolgen, um

das 7-Aminocephalosporin 72 zu erhalten.
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Anschlielend sollten die neuen Seitenketten durch Acylierung der Aminogruppe Uber

die entsprechenden aktivierten Carbonsauren eingefuhrt werden.

H,N S
j;r Acylierung
N~ s~ o~  RCOOH, Aktivierung
0]

72 CO,CHPh,

-
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j;(\g\ o 74:R= HN—(j)\

CO,CHPh, Yeoe

75:R=

SchlieBlich erhalt man durch Abspaltung der Schutzgruppen im letzten Schritt die freien

Cephalosporin-Sauren 63, 64 und 65.
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Schutzgruppen- | abspaltung
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3.6  Darstellung der Methoxymethanthiols 79!"%

Die Synthese der neuen Thiol-Seitenkette erfolgte in zwei Schritten. Zuerst wurde dazu
Thioessigsaure-S-methoxymethylester 78 dargestellt, der anschlieRend zum Methoxy-

methanthiol 79 und Essigsaure gespalten wurde.

3.6.1 Synthese des Thioessigsaureesters 78

Um den Thioester 78 darzustellen wurde Kalium-thioacetat 76 als Nucleophil bei 0°C in
Ether suspendiert und mit einem Aquivalent Chlormethyl-methylether 77 versetzt.
Anschliel3end liel3 man die Reaktionsmischung Uber Nacht bei Raumtemperatur rihren.
Nach Aufarbeitung und destillativer Reinigung erhielt man den Ester 78 in 82%iger

Ausbeute als farblose Fliissigkeit!'%?.

0 0
)J\ P ELO /U\ N
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s+ ¢ O RT, 16 h s 0
76 77 78

Im IR-Spektrum der Verbindung ist die charakteristische Carbonylschwingung des

Thioesters 78 bei 1695 cm™ gut zu erkennen.

3.6.2 Abspaltung des Acetylrests

Um den Thioester 78 zu hydrolysieren und das Thiol 79 freizusetzen, wurde 78 bei 0°C
zu einer 1N Natriumhydroxid-Lésung getropft und 1 h bei dieser Temperatur gerthrt.
Anschlieend wurde die Reaktionsmischung mit Deuterochloroform versetzt,
angesauert und das Produkt direkt in die CDCls-Phase extrahiert. Mit dieser Methode
konnte die Problematik bei der lIsolierung des extrem leichtflichtigen Thiols 79
umgangen werden!'%. Nach dem Trocknen iiber Magnesiumsulfat lieR sich der Gehalt
durch Zugabe eines Standards uUber 1H-NMR-Spektroskopie bestimmen. Die Ausbeute
an Thiol 79 betrug dabei 72%.

1.NaOH, 1h0°C
)J\S/\O/ > HS/\O/

2. HCI 79
78
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Im "H-NMR-Spektrum von 79 lasst sich die Kopplung des Thiolprotons zur
benachbarten CH,-Gruppe beobachten. Das SH-Proton erscheint als Dublett bei
4.73 ppm und die Methylengruppe als Triplett bei 3.37 ppm.

Im IR-Spektrum ist nun keine Carbonylschwingung mehr zu erkennen, statt dessen

zeigt sich die schwache Thiolabsorption bei 2590 cm™.

3.7 Einfuhrung des Methoxymethylthiorestes ins 7-Phenoxy-
acetylaminocephem

Die Einfuhrung des Triflatrestes ins 3-Hydroxycephem 66 und die anschlieRende
Substitution durch das Thiol 79 konnten in einem Schritt vollzogen werden. Dazu wurde
das Cephem 66 zuerst in Methylenchlorid bei —78°C mit je 1 Aquivalent Hiinig-Base
und Trifluormethansulfonsaureanhydrid umgesetzt, wobei die Veresterung bereits nach
30 min gemal Dunnschichtchromatogramm beendet war. Bei gleichbleibender
Temperatur wurde dann ein Uberschuss des Thiols 79 zugefligt und eine verdiinnte
Lésung von Hinig-Base in Methylenchlorid sehr langsam zugetropft, um eine
Isomerisierung zum Az-Cephem zu verhindern. Nach insgesamt 4.5 h bei
—78°C konnte das Produkt 70 nach Aufarbeitung und Umkristallisation in 81%iger

Ausbeute als hellbeiger Feststoff isoliert werden.

\ /\W NE(iPr),, Tf,O \ /ﬁ(
CH,Cl,, -78°C, 30 min

CO,CHPh, CO,CHPh,

Phs.,
HSCH,OCH, NE(iPr), /ﬁ(
-78°C, 4 h o

CO,CHPh,

Die neue Seitenkette an der 3-Position des Cephems 70 ist im "H-NMR-Spektrum gut
zu erkennen. Neben dem Singulett-Signal der Methoxygruppe bei 3.32 ppm erscheint
die neue Methylengruppe als AB-System bei 4.69 ppm und 4.79 ppm. Die CH,-Gruppe
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im Cephem-Ring bildet ein weiteres AB-Sytem und zeigt zwei Dublettsignale fur die
diastereotopen Protonen bei 3.67 ppm und 3.80 ppm. Das Proton an der
7-Position koppelt sowohl zum benachbarten Methinproton als auch zum Amid-H-Atom
der Seitenkette und zeigt ein Dublett-vom-Dublett-Signal bei 5.83 ppm, wahrend das 6-
Proton als Dublett bei 5.06 ppm erschien. Die Substitution ist ohne Doppelbindungs-
Isomerisierung abgelaufen, da kein charakteristisches Signal einer eventuell gebildeten
Az—Cephem—Verbindung im Spektrum beobachtet werden kann.

Da sich die Methoxymethylthio-Seitenkette problemlos in das V-Seitenketten-
Cephalsporin 66 einfihren lief3, sollte nun auch die Substitution am Phenylacetylamino-

Derivat (G-Verbindung) 67 versucht werden.

3.8 Einfiuhrung des Methoxymethylthiorestes ins 7-Phenyl-
acetylaminocephem

Wahrend das Triflat 68 des V-Seitenketten-Cephems gut in Methylenchlorid I8slich war,
erwies sich das neue Triflat 69 als extrem schwerlosliche Verbindung. Deshalb musste

die Methoxymethylthiogruppe in zwei Schritten eingeflhrt werden.

3.8.1 Darstellung des Triflats 69

Analog zur obigen Triflatsynthese konnte auch das Triflat 69 durch Zugabe von Hlnig-
Base und Triflylanhydrid aus dem Cephem 67 bei —78°C gewonnen werden. Allerdings
fiel hierbei das Produkt sofort aus der Reaktionslosung als weilder, schwerldslicher
Niederschlag aus und die Suspension musste durch mechanisches Ruhren weiter
durchmischt werden. Nach Aufarbeitung und Reinigung durch Verreiben mit Ether
konnte das Triflat 69 als weiler Feststoff in 96%iger Ausbeute isoliert werden.

H
N

S S
Ph/ﬁ( NEX(Pr),, TF,0 Ph/ﬁ(
0 N~ CH,Cl,, -78°C, 30 min o) N>

o) OH o oTf

67  COCHPh, 69  CO,CHPh,

Wegen der Schwerl6slichkeit des Triflats 69 mussten die NMR-spektroskopischen

Untersuchungen in Deuterodimethylsulfoxid durchgeflihrt werden. Die EinfuUhrung der
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Triflatgruppe ist vor allem anhand des charakteristischen Quartettsignals des
Trifluormethyl-C-Atoms bei 120.8 ppm im C-NMR zu erkennen. Das 'H-NMR-
Spektrum zeigt zwei unterschiedliche AB-Systeme der Methylengruppen im Ring und in
der G-Seitenkette. Das Amidproton erscheint als Dublett bei 9.27 ppm. Fur die
H-Atome an der 7- und 6-Stelle ist wieder ein Dublett vom Dublett bei 5.92 ppm bzw.
ein Dublettsignal bei 5.33 ppm zu erkennen.

3.8.2 Substitution durch das Thiol 79

Die Michael-Additions-Eliminierungs-Reaktion zum 3-Methoxymethylthiocephem 71
gelang in einer Ausbeute von 84%. Aufgrund der schlechten Léslichkeit des Triflats 69
in schwacher polaren Solventien musste DMF als Losungsmittel verwendet werden.
Nach Zugabe der Deuterochloroform-Lésung des Thiols 79 wurde wieder eine
verdinnte Methylenchlorid-Lésung der Hinig-Base bei —78°C sehr langsam zugetropft,
um die Doppelbindungs-lsomerisierung zu unterdriicken. Der Reaktionsverlauf konnte
uber Dunnschichtchromatgraphie verfolgt werden. Nach der Aufarbeitung wurde das
Rohprodukt, ein hellgelber Schaum, am Hochvakuum getrocknet und 'H-NMR-
spektroskopisch untersucht. Dabei konnte man erkennen, dass neben dem
Hauptprodukt 71 ca. 3% der unerwiinschten 4>-Cephems entstanden waren, das sich
jedoch gut durch Umkristallisation aus Isopropanol oder durch Verreiben mit einer

Ether-Pentan-Mischung entfernen liel3.

H
H N S
N S Ph
Ph/\[( HSCH,OCH,, NE(iPr), j;r
o N~ DMF, -78°C, 5 h O N~ o
0 OTf 0

CO,CHPh, 71 CO,CHPh,

Auffalligster Unterschied im 'H-NMR-Spektrum von 71 im Vergleich zum
Phenoxyacetylcephem 70 ist die Verschiebung und Signalform der CH,-Gruppe in der
7-Acylamino-Seitenkette. Wahrend sie bei der V-Seitenkette als Singulett bei 4.58 ppm
erscheint, bildet sie im Phenylacetylcephem 71 ein AB-System mit zwei Dublettsignalen
bei 3.61 und 3.67 ppm. Insgesamt zeigt das 'H-NMR-Spektrum von 71 fir die drei
Methylengruppen im Ring, in der neuen 3- und in der 7-Seitenkette jeweils drei

unterschiedliche AB-Systeme. Die Methinprotonen der 7- und 6-Position erscheinen
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wieder als Dublett-vom-Dublett- bzw. als einfaches Dublett-Signal bei 5.74 und
4.97 ppm.

3.9 Abspaltung der V- und G-Seitenkette

Bei der Abspaltung der N-Acylseitenkette von Cephalosporinen hat sich eine dreistufige
Reaktionsfolge besonders bewahrt!"'”. Dabei wird die Amidfunktion zunachst durch
Phosphorpentachlorid in das Imidchlorid Gberfuhrt, das durch Substitution mit einem
Alkohol zum Imidoester weiterreagiert. Anschlieend hydrolysiert man den Imidoester
im sauren, wassrigen Medium zum freien Amin.

Die einzelnen Zwischenstufen kdnnen zwar isoliert werden, bequemer ist die Reaktion
jedoch als Eintopfreaktion durchzufihren. Deshalb wurden die V- und G-Cepheme 70
und 71 jeweils in Methylenchlorid bei —20°C geldst und zunéchst mit einem Uberschuss
an N,N-Dimethylanilin und Phosphorpentachlorid versetzt.

Nach 1.5 h bei —-15 bis -20°C flgte man wasserfreies Methanol zu, da die
entstandenen Imidchloride bei Gegenwart von Wasser schnell wieder in die Amide
hydrolysiert werden. Die Reaktivitat dieser Imidchloride gegenlber dem zugefligten
Alkohol unterschied sich fur beide Substrate deutlich und zeigte sich an der
unterschiedlichen Reaktionsdauer. Wahrend die Entstehung des Imidoesters der
V-Seitenkette bereits nach 1 Stunde bei Raumtemperatur beendet war, dauerte die
Substitutionsreaktion fur das G-Substrat insgesamt 3 Stunden. Dabei fiel jeweils ein
gelber Niederschlag — vermutlich die Hydrochloride der Imidoester — aus. Der
Reaktionsverlauf konnte Uber Dunnschichtchromatographie verfolgt werden. Nach
abschlieBender saurer Hydrolyse, Aufarbeitung und chromatographischer Reinigung
erhielt man in beiden Fallen das Amin 72 als hellgelben, brichigen Schaum in einer
Ausbeute von 72% (V) bzw 68% (G).
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Im 1H-NMR-Spektrum von 72 erscheinen die Aminprotonen als breites Singulett bei
1.89 ppm. Beim H-Atom an der 7-Position ist nun keine Kopplung mehr zur
Aminogruppe zu erkennen, es zeigt deshalb ein einfaches Dublettsignal, das allerdings
gegeniuber den Edukten deutlich hochfeldverschoben bei 4.97 ppm ist. Die Lage des 6-
H-Atoms bei 4.72 ppm dagegen ist weniger stark verandert. Die verbliebenen zwei

Methylengruppen bilden erneut zwei unterschiedliche AB-Systeme.

3.10 Einfuhrung der neuen Seitenketten an der 7-B-Position

Zur Einfuhrung neuer Acyl-Seitenketten an die 7-B-Position in Cephemen geht man in
der Regel von den Carbonsauren der jeweiligen Seitenkette aus. Diese werden zur
Acylierung entweder in situ aktiviert oder in einer bereits aktivierten Form eingesetzt.
Als besonders gunstig und vielseitig einsetzbar zur Carbonsaureaktivierung der
7-Seitenketten hat sich Phenylphosphoryldichlorid erwiesen!"'"). Die neuen BOC- bzw.
t-Butyl-geschitzten Seitenketten 84, 85 und 86 wurden deshalb zusammen mit dem 7-
Aminocephem 72 in Methylenchlorid suspendiert und zunachst bei —20°C mit einem
Uberschuss N-Methylmorpholin versetzt, wobei allmahlich eine klare Lésung entstand.
Dabei erfullte die BOC-Gruppe bei der Amino-thiazolyl-methoxyimino-Seitenkette 84
mehr die Funktion eines Ldslichkeitsvermittlers als die einer Schutzgruppe, da bei
Versuchen ohne die BOC-Funktion die Seitenkette nicht in Losung ging. Als schwach
nucleophile Gruppe muss die Aminothiazolylfunktion nicht unbedingt geschitzt werden.
Dies wird z.B. bei der Einfuhrung von Seitenkette 85 deutlich, bei der die freie

Aminogruppe vorliegt.
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SchlieRlich konnte die Acylierung durch Zugabe eines Uberschusses von
Phenylphosphoryldichlorid gestartet und der Reaktionsverlauf anhand von

Dunnschichtchromatogrammen verfolgt werden.

N-Methylmorpholin,
PhOPOCI,,

O_
N/
— H
84 Nl’O /N | N s
N OH BOCN
BOCN—(W H ( /
Ho o [ 0] 5 N~ S/\O/
73

CO,CHPh,

-20°C, 45 min
_0-CH,COOtBu
_0—CH,COOtBu
R ﬂ
s
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N-Methylmorpholin, H, N
72 CO,CHPh, PhOPOCI,, -20°C, 1.5 h P /\ P
CO,CHPh,
N-Methylmorpholin,_PhOPOCI,,
BOCNH -20°C, 30 min
OH
BOCNH
o
86
j;g)\ /\ ~
CO,CHPh,

Nach unterschiedlicher Reaktionsdauer gelang es, die Produkte 73, 74 und 75 nach
Aufarbeitung und saulenchromatographischer Reinigung als hellgelben Schaum (73,
74) oder Feststoff (75) in durchwegs guten Ausbeuten zu isolieren.

In 1H-NMR-spektroskopischen Untersuchungen kann die EinflUhrung der neuen
Seitenketten jeweils gut anhand ihrer charakteristischen Signale beobachtet werden. So
zeigt Verbindung 73 ein flr die Methoxyiminogruppe typisches Singulettsignal bei
4.10 ppm, wahrend die entsprechende Oxyimino-CH,-Gruppe von 74 als AB-System
bei 4.72 und 4.77 ppm erscheint. Beide Cepheme weisen ein fur das aromatische
Thiazolylproton typisches Signal bei 7.23 ppm bzw. 7.02 ppm auf. Beim
Phenylglycinylcephem 75 ist das Methinprotonensignal bei 5.65 ppm fiur die Seitenkette
charakteristisch.

Bei allen drei Cephalosporinen koppeln die 7-H-Atome nach EinfUhrung der
Acylseitenketten wieder zum Amidproton und erscheinen als Dublett vom Dublett. Die
Methylengruppen im Ring und in der 3-Seitenkette bilden erneut zwei unterschiedliche
AB-Systeme.




Spezieller Teil 92

3.11 Abspaltung der Schutzgruppen
Zur Abspaltung der Benzhydryl- und der BOC-Schutzgruppe unter sauren Bedingungen

hat sich die Verwendung von Trifluoressigsaure bewahrt!''?. Die Reaktion erfolgt meist
in Gegenwart von Anisol, wobei die zwischenzeitlich entstehenden Diphenylmethyl- und
t-Butyl-carbeniumionen durch Alkylierung des Anisols abgefangen werden. Die
Cepheme 73, 74 und 75 wurden deshalb in Anisol bei Raumtemperatur geldst und mit
Trifluoressigsaure versetzt. Wahrend der Verbrauch der Edukte Uber Kieselgel-
Dunnschichtchromatographie verfolgt wurde, konnte die Entstehung der Produkte Uber
Reversed-Phase-Methoden detektiert werden. Die Abspaltung verlief beim
Phenylglycincephem 75 deutlich schneller (1.5 h) als bei den Aminothiazolylderivaten
73 und 74 (je 3.5 h), was auf eine unterschiedliche Reaktivitat der einzelnen t-
Butylester- bzw. BOC-Gruppen schliel3en lasst. Die Benzhydrylgruppe alleine lief3 sich
namlich beim V-Seitenketten-Cephem 70 bereits nach 30 min vollstandig abspalten.

Nach der Aufarbeitung wurden die Rohprodukte als wassrige Losungen an einem
unpolaren Polymerharz chromatographisch gereinigt. Die Aminothiazolylcepheme 63
und 64 wurden dabei zur besseren Loslichkeit mit Kaliumhydrogencarbonat versetzt.

Auf diese Weise erhielt man die drei Cephalosporine 63, 64 und 65 als hellgelbe
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Feststoffe in mittleren Ausbeuten.
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Die Abspaltung der Schutzgruppen zeigt sich im 'H-NMR-Spektrum vor allem am
Fehlen der charakteristischen Protonensignale des jeweiligen Restes. So ist das
typische Signal des CH-Protons der Benzhydrylgruppe, das meist eine Verschiebung
zwischen 6.9 und 7.0 ppm aufweist, verschwunden. Auch das t-Butyl-Signal, das in der
Regel im Hochfeldbereich um 1.5 ppm erscheint, ist nicht mehr vorhanden. Ansonsten
zeigen sich nur wenige Veranderungen im Vergleich zu den Edukten. Auffallig ist das
Signal der Methylengruppe in der 7-Seitenkette des Cephems 64, das jetzt als Singulett

erscheint, wahrend es vorher ein AB-System gebildet hat.

3.12 Biologische Eigenschaften der Cepheme 63, 64 und 65

3.12.1 Hydrolysehalbwertszeiten bei pH =7.4

Die Stabilitat der Cepheme 63, 64 und 65 des Vergleichsantibiotikums Cefaclor wurde
durch Messung ihrer Hydrolysehalbwertszeiten in Phosphatpuffer bei pH = 7.4 und
37°C (physiologische Bedingungen im Blut) UV-spektroskopisch (siehe Experimenteller
Teil 1.4) bestimmt. Es ergaben sich folgendende Werte:

Hydrolysehalbwertszeiten (37°C, pH = 7.4):

63 64 65 Cefaclor

ti2 405 h 419 h 181 h 3h

Alle drei neu synthetisierten Verbindungen weisen im Vergleich zu Cefaclor duferst
lange Hydrolyse-Halbwertszeiten auf, wobei die Aminothiazolyl-Derivate 63 und 64
deutlich am stabilsten sind. Die kurze Halbwertszeit beim Cefaclor ist vermutlich auf den
elektronegativen  Chlorsubstituenten in  3-Stellung  zurlckzufihren, der die
Amidresonanz des [(-Lactams schwacht und so einen nucleophilen Angriff auf das

Carbonyl-C-Atom erleichtert.
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3.12.2 Saurestabilitat der Verbindungen

Eine Voraussetzung fir die orale Wirksamkeit von Substanzen ist ihre Saurestabilitat,
da sie, bevor sie Uberhaupt resorbiert werden konnen, das saure Milieu des Magens
passieren mussen. Deshalb sollten die Cepheme 63, 64 und 65 und Cefaclor UV-
spektroskopisch auf ihre Stabilitat in einer physiologischen 0.01 N HCI-Lésung (enthalt
0.9% NaCl) mit pH = 2.0 bei 37°C (physiologische Bedingungen im Magen) untersucht
und ihre Hydrolyse-Halbwertszeiten bestimmt werden. Es wurden folgenden Werte

ermittelt:

Hydrolysehalbwertszeiten (37°C, pH = 2.0):

63 64 65 Cefaclor

t12 375 h 398 h 171 h 74 h

Im Sauren sind die Halbwertszeiten der drei 3-Methoxymethylthio-Cepheme 63, 64 und
65 zwar etwas kurzer als die bei pH = 7.4 ermittelten Werte, alle drei Verbindungen
erweisen sich aber immer noch als sehr stabil unter diesen Bedingungen. Deshalb sind
sie bezuglich der Magenpassage prinzipiell als mogliche orale Arzneistoffe geeignet.
Auffallig ist, das Cefaclor im Sauren eine deutlich langere Halbwertszeit hat als beim
pH-Wert des Blut-Plasmas (pH = 7.4), was seine Verwendung als Oralcephalosporin
erst ermoglicht.

3.12.3 Plattendiffusionstests

Die antibakterielle Wirksamkeit der Cephalosporine 63, 64 und 65 wurde in
Plattendiffusionstests (Vgl. auch 1.1) ermittelt. Es wurden je 30 pg der synthetisierten
Substanz auf die Filzplattchen auf der Agar-Platte aufgetragen. Als
Vergleichsantibiotikum diente das Oralcephalosporin Cefaclor (CeCl).

Nach Bebraten der Agar-Platten Uber Nacht bei 37°C konnte die biologische Aktivitat

anhand der Hemmhofdurchmesser [mm] abgelesen werden.
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Antibakterielle Wirksamkeit — Hemmhofdurchmesser [mm]:

63 64 65 CeCl
Bakterienstamme: 30 ug 30 ng 30 ug 30 pg
s.aur. 1104 27 25 30 32
s.aur.res. 24 17 19 19
Gram-
" staph. 25768 16 13 15 15
positiv:
staph. Innsbruck 0 0 12 11
E.coccus 0 0 12 0
E.coli 1103 25 24 21 23
E.coli TEM 26 26 0 14
Gram-
. E.cloacae 0 0 0 0
negativ:
Ps.aer. 0 0 0 0
Ps.aer.res. 0 0 0 0

Alle drei neuen Cephalosporine erwiesen sich als antibiotisch wirksam. Das
Phenylglycinylcephem 65 zeigt im grampositiven Bereich vergleichbare Werte wie
Cefaclor, das die gleiche Seitenkette tragt. Gegen Enterokokken ist es sogar als einzige
Substanz schwach wirksam. Im gramnegativen Bereich, in dem alle getesteten
Substanzen nur teilweise gegen die ausgewahlten Stamme wirksam sind, ist es gegen
B-Lactamase-produzierende E.coli-Bakterien (E.coli TEM) schon nicht mehr aktiv.

Gerade resistente E.coli-Bakterien stellen jedoch immer haufiger Problemkeime dar.
Deshalb sind die glinstigen Wirksamkeiten der beiden Aminothiazolyl-Cepheme 63 und
64 gegen diesen Keim im Vergleich zu Cefaclor von besonderem Interesse. Ansonsten
bewegen sich die Werte der beiden neuen Verbindungen im Bereich des
Vergleichsantibiotikums, wobei die Methoxyimino-Verbindung tendenziell wirksamer ist.
Alle Substanzen zeigen keine oder nur schwache Wirksamkeit im grampositiven

Bereich gegen Staphylococcus Innsbruck und Enterococcus.

3.12.4 MIC-Werte gegen funf ausgewahlte Bakterienstamme

Zuséatzlich zu den Plattendiffusionstest sollte die antibiotische Wirksamkeit der neuen
Cepheme 63, 64 und 65 auch durch Ermittlung der MIC-Werte bestimmt und mit den

Werten von Cefaclor verglichen werden. Dazu wurden, wie im Experimentellen Teil




Spezieller Teil 96

beschrieben, Agar-Platten mit verschiedenen Konzentrationen der Testsubstanzen
vorbereitet und anschlieRend mit 5 ausgewahlten Bakterienstdmmen angeimpft. Nach
16 h Bebriuten bei 37°C wurden folgende MIC-Werte beobachtet.

MIC-Wertbestimmung — MIC [ug/ml]:

63 64 65 CeCl
Bakterienstamme:
s.aur. 1104 1 4 0.5 0.5
s.aur.res. 4 32 8 4
staph. 25768 32 >64 32 32
E.coli 1103 1 2 4 2
E.coli TEM 2 2 32 16

Durch die Bestimmung der MIC-Werte konnten im wesentlichen die Ergebnisse der
Plattendiffusionstests bestatigt werden. Im Mittelpunkt des Interesses stand vor allem
der Vergleich mit dem heutzutage immer noch haufig angewandten Oralcephalosporin
Cefaclor®™. Wiahrend die Cepheme 64 und 65 — mit Ausnahme von 64 gegen E.coli
TEM - eher schwacher wirksam sind als Cefaclor, zeigt 63 vergleichbare MIC-Werte zu
Cefaclor. Vor allem gegen den Problemkeim E.coli TEM ist 63 aber deutlich besser
wirksam. Deshalb erscheinen weitergehende Untersuchungen zur oralen
Resorbierbarkeit und antibakteriellen Wirksamkeit dieser Substanz von besonderem

Interesse.

3.13 Zusammenfassende Betrachtungen

Ausgehend von den 3-Hydroxycephemen 66 und 67 gelang es in wenigen Schritten (4
bzw. 5 Stufen) drei neue 3-Methoxymethylthiocephalosporine 63, 64 und 65
darzustellen. Alle drei Verbindungen erwiesen sich als antibakteriell wirksam. Dabei ist
vor allem 63 eine besonders vielversprechende Substanz, da sie gut gegen [3-
Lactamase-produzierende E.coli-Bakterien wirksam ist. E.coli-Bakterien machen
heutzutage ca. 20% aller bakteriellen Infektionen aus und gerade die resistenten

Stamme stellen immer haufiger ein Problem dar.
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Da durch die Einfuhrung der Methoxymethylthioseitenkette ein neues, oral wirksames
Cephem synthetisiert werden sollte, ist vor allem der Vergleich zum heutzutage
verwendeten Oralcephalosporin Cefaclor von Bedeutung. Das Cephem 63 erweist sich
dabei aus zweierlei Grinden als die gunstigere Verbindung: Erstens ist 63 gegen
resistente E.coli-Bakterien deutlich wirksamer und zweitens ist die Substanz unter
physiologischen Bedingungen deutlich stabiler. Bei einer zusatzlich verbesserten oralen

Resorbierbarkeit kdme damit die Verwendung als neues Oralcephalosporin in Frage.
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C EXPERIMENTELLER TEIL

1 Allgemeine Arbeitstechnik

1.1 Physikalische Messgerate

'H-NMR-Spektren

Gerate: Varian Mercury 200 fir 200 MHz-Spektren
Bruker ARX 300 fur 300 MHz-Spektren
Varian VXR 400 S flr 400 MHz-Spektren

Das jeweils verwendete Gerat und das Losungsmittel kdnnen den experimentellen
Daten der einzelnen Verbindungen entnommen werden. Die jeweilige Nummerierung
fur die einzelnen Verbindungen ist aus den beistehenden Zeichnungen ersichtlich und
entspricht aus Grinden der einheitlicheren Darstellung nicht immer den IUPAC-Regeln.
Die Spektren wurden, wenn nicht anders erwahnt, bei 25°C aufgenommen. Als interner
Standard bei den Messungen wurde entweder Tetramethylsilan (& = 0 ppm) oder 3-
(Trimethylsilyl)-propionsaure-d4 Natriumsalz (& = 0 ppm; in D,O) verwendet.

Die chemischen Verschiebungen o sind in ppm angegeben, die Kopplungskonstanten J
in Hertz (Hz). Die Signalmultiplizitat ist wie folgt abgekirzt: s = Singulett, d = Dublett, t
= Triplett, g = Quartett, m = Multiplett, dd = Dublett vom Dublett, dt = Dublett vom
Triplett, dddd = Dublett vom Dublett vom Dublett vom Dublett. Die Signalform wird
manchmal als breit (br) beschrieben.

Die Auswertung der Spektren erfolgte nach erster Ordnung.

13C-NMR-Spektren:
Gerate: Bruker ARX 300 fur 75 MHz-Spektren
Varian VXR 400 S fur 100 MHz-Spektren
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Es wurden 'H-breitband-entkoppelte Spektren aufgenommen. Die Spektren wurden,
wenn nicht anders erwahnt, bei 25°C gemessen. Als interner Standard dient entweder
Tetramethylsilan (& = 0 ppm) oder 3-(Trimethylsilyl)-propionsaure-d4 Natriumsalz
(6 = 0 ppm; in D,0O). Zusatzlich wurden bei fast allen Verbindungen DEPT-Spektren,
sowie teilweise 2D-Messungen (COSY, HETCOR und COLOC) angefertigt, um die
Zuordnung der Signale zu erleichtern. Ansonsten erfolgte die Zuordnung Uber

Vergleichssubstanzen oder Inkrementsysteme und ist nicht immer eindeutig gesichert.

IR-Spektren
Gerate: Perkin EImer Ratio Recording

Nicolet 520 FT IR Spektrometer

Sofern die Substanzen in CHCl, I6slich waren, wurden Spektren in diesem
Lésungsmittel als 2 — 3%ige LOsungen in Natriumchlorid-Kuvetten aufgenommen.
Verbindung 79 wurde in CDCI3 gelost vermessen. Bei schwerl6slichen Verbindungen
wurden IR-Spektren der jeweils angefertigten KBr-Presslinge aufgenommen.
Grundsatzlich sind nur die starksten und/oder die besonders charakteristischen
Banden nach fallender Wellenzahl angegeben.

Zur Charakterisierung der Absorptionsbanden werden folgende Abklrzungen
verwendet:

vs = sehr stark; s = schwach; m = mittel; w = schwach.

Massenspektren:
Gerate: Finnigan MAT 90
Finnigan MAT 95 Q

Es wurden folgende Methoden zur Charakterisierung der Verbindungen verwendet:

El Elektronen-lonisation
Cl Chemische lonisation
FAB Fast-Atom-Bombardement (Matrix: m-Nitrobenzylalkohol)

ESI Elektrospray-lonisation (in CH3CN/H,O 90:10)
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Die lonisierungsmethode wird jeweils angegeben. Auf eine genaue Auswertung wurde
verzichtet. Grundsatzlich werden, aul’er dem Molekulpeak, alle Signale mit einer
relativen Intensitat von mindestens 10% angefuhrt. Bei den ESI-Spektren werden die

Acetonitril-Molekll-Addukte in der Regel nicht erwahnt.

Elementaranalysen:

Die Elementaranalysen wurden im Mikroanalytischen Laboratorium des Instituts fur
Organische Chemie der LMU Muinchen durchgefuhrt. Kohlenstoff, Wasserstoff,
Stickstoff, Schwefel wurden mit Analysengeraten der Firma Heraeus (Universal
Standard) oder der Firma Elementar (Vario EL) bestimmt. Die Brombestimmung wurde

an einem Metrom Titroprozessor 686 durchgefuhrt.

Schmelzpunktbestimmung

Die Schmelzpunkte wurden mit einer Schmelzpunktbestimmungsapparatur SMP 535

der Firma Buchi bestimmt und sind nicht korrigiert.

UV/VIS-Spektren
Gerat: Perkin Elmer Lamda 3

Die Messungen erfolgten in Quarzglaskuvetten mit einer Schichtdicke von 1 cm.

Atomspektroskopie (ICP-AES)
Gerat: Varian VISTA RL CCD

Die Proben wurden in HCI/HNO3/H»0; 4:3:1 geldst und durch 20 min Erhitzen auf 80°C
in der Mikrowelle flr die Messung vorbereitet. Es wurde eine quantitative Bestimmung

von Kalium durchgefuhrt.

1.2 Reagenzien und Losungsmittel

Chemikalien und Losungsmittel wurden von den Firmen Fluka, Aldrich und Acros
bezogen.
Die verwendeten Ldsungsmittel wurden — sofern noétig — gemal den ublichen

Literaturmethoden getrocknet. Tetrahydrofuran wurde vor Gebrauch immer unter
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Stickstoff mit Lithiumaluminiumhydrid unter Rickfluss gekocht und frisch abdestilliert.
ZnBr, wurde vor Verwendung uber Nacht am Hochvakuum getrocknet.

Ansonsten genugte die Qualitat der handelstblichen Chemikalien, die somit ohne
weitere Reinigung eingesetzt wurden.

Als Schutzgas fur Reaktionen oder zur Handhabung feuchtigkeitsempfindlicher
Substanzen wurden Stickstoff und Argon verwendet.

1.3 Préparative Methodik und chromatographische Verfahren

Auf die Beschreibung von Standardapparaturen wird verzichtet. Werden spezielle
Gerate oder Apparaturen eingesetzt, wird dies in den jeweiligen
Versuchsbeschreibungen erwahnt.

Bei den meisten Umsetzungen konnte der Reaktionsfortschritt diinnschichtchromato-
grapisch verfolgt werden. Die analytische Dunnschichtchromatographie wurde mit Hilfe
von Kieselgel-60-F,54- oder Reversed-Phase-RP-Fas4s-Fertigplatten (Schicht-dicke 0.25
mm) der Firma Merck als stationare Phase durchgefuhrt. Die Fliemittelgemische der
mobilen Phase sind der jeweiligen Versuchsvorschrift zu entnehmen.

Edukte und Produkte konnten durch ihre Absorption im UV-Licht (254 nm) oder durch
ihr Anfarben mit lod in der lodkammer unterschieden werden.

Bei groReren Mengen wurde die praparative Trennung und Reinigung durch
Saulenchromatographie an Kieselgel 60 der Firma Merck durchgefuhrt. Es wurden die
KorngréRen 0.040 — 0.063 mm und 0.063 — 0.200 mm verwendet.

Man chromatographierte die Substanzgemische jeweils an der 15 — 30 fachen Menge
Kieselgel. Die Laufmittelgemische sind in der jeweiligen Versuchsvorschrift angegeben.
Zur Reinigung der wassrigen Lésungen der Cephalosporin-Endverbindungen wurde
das Polymerharz HP-20 Diaion der Firma SUPELCO verwendet. Es wurde langsam
(10 — 15 Minuten pro Fraktion) chromatographiert. Zur Vorbereitung lie3 man das Harz

15 min in Methanol und anschlieRend 1 h in destilliertem Wasser quellen.

1.4  Kinetische Messungen - Bestimmung der Halbwertszeiten

Die Stabilitat der synthetisieten Cephemcarbonsauren wurde Uber die Hydrolyse-
Halbwertszeit der jeweiligen Verbindung bestimmt. Zu diesem Zweck wurde die
zeitabhangige Abnahme der Extinktion im jeweiligen Absorptionsmaximum der

Verbindung UV-spektroskopisch untersucht.
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Um sowohl die physiologischen Bedingungen im Blut als auch im Magen zu simulieren,
wurden die Messungen einmal in einer 0.067 molaren Phosphatpuffer-Lésung mit pH =
7.4 (Blut-pH-Wert) und einmal in einer physiologischen 0.01N HCI-Lésung (enthalt
~0.9% NaCl) mit pH = 2.0 (Magen-pH-Wert) durchgefuhrt. Zur Herstellung der
Phosphatpuffer-Losung wurde 19.36 g (0.054 mol) NaHPO4-12 H,0 und 1.72 g (0.013
mol) KH,PO4 in einem Liter Wasser geldst. Die physiologische HCI-L6sung wurde
durch Verdinnen von 100 mL einer 0.1N HCI-Maflésung auf 1 Liter Wasser und
Zugabe von 9.0 g NaCl hergestellt.

Die beiden Quarzglaskuvetten wurden bei den unterschiedlichen Messreihen jeweils
mit 3 mL dieser Lésungen (1. Messreihe: Phosphatpuffer/ 2. Messreihe: HCI/NaCl-
Losung) befullt. Eine Kulvette wurde mit soviel wassriger Lésung der zu
untersuchenden Verbindung versetzt, dass der Wert der Extinktion im
Absorptionsmaximum zu Beginn der Messung bei 0.80 — 1.00 lag. Die andere Kuvette
diente als Referenz. Man temperierte entweder das UV-Gerat fur die Messungen auf
37°C oder bewahrte die Messklvetten zwischen den einzelnen Messungen bei 37°C
auf. Die Aufzeichnung der Messungen erfolgte bis zum Erreichen einer konstanten
Endabsorption.

Zur Auswertung der Kurven wurden die Gesetze fir Reaktionen pseudoerster Ordnung
zugrundegelegt. Aus den ersten 3 — 4 graphisch ermittelten Halbwertszeiten wurde die

durchschnittliche Halbwertszeit bestimmt.

1.5 Bakterielle Tests

1.5.1 Verwendete Materialien

Nahrlésung:
DIFCO Bacto Nutrient Broth dehydrated (3 g Bacto-Beef-Extract und 5 g Bacto-

Pepton pro Liter; pH = 6.8 £ 0.2/ 25°C

Aqgar:
DIFCO Bacto Nutrient Agar dehydrated (3 g Bacto-Beef-Extract, 5 g Bacto-
Pepton und 15 g Bacto-Agar pro Liter; pH = 6.8 + 0.2/ 25°C)
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Bakterien:
Gram-positiv:
. Staphylococcus aureus DSM 1104 (S. aur. 1104)
. Staphylococcus aureus 25466 (produziert -Lactamase und ist Penicillin-
resistent) (S. aur. res.)
. Staphylococcus 25768 (Staph. 25768)
. Staphylococcus Innsbruck (Methicillin-resistent) (Staph. Innsbruck)

. Enterococcus (E. coccus)

Gram-negativ:
. Escherichia coli DSM 1103 (E. coli 1103)
Escherichia coli TEM (produziert TEM 1--Lactamase) (E. coli TEM)

Enterobacter cloacae 30055 (produziert P-99-3-Lactamase) (E. cloacae)

Pseudomonas aeruginosa DSM 1117 (Ps. aer.)

Pseudomonas aeruginosa resistent (Ps. aer. res.)

Vergleichsantibiotika:
. Cefaclor (CeCl)
. Ceftazidim (CAZ)
. Vancomycin (VA)

1.5.2 Plattendiffusionstests®

Man verwendete flr die Tests originalverpackte Kunststoff-Petrischalen sowie in der
Bunsenbrennerflamme sterilisierte Gerate. Die Anzucht der Bakterien erfolgte durch
Bebriten einer bakterienhaltigen Nahrlésung bei 37°C im Brutschrank (Uber-Nacht-
Kultur). AnschlieBend wurden je 10 mL einer 3 h im Wasserdampf sterilisierten
Agarsuspension mit je 10 Tropfen Bakterienldsung beimpft, in eine Petrischale
gegossen und durch vorsichtiges Schwenken gleichmaRig verteilt. Nach dem Erstarren
der Agarschicht wurden eine definierte Menge der Testsubstanz (10 uL einer
definierten Lésung (3 mg pro 1 mL) in H,O oder DMSO = 30 ug) auf ein steriles, sehr
saugfahiges Filzplattchen, das auf die Agarschicht gelegt wurde, aufgebracht. Zum
Vergleich wurde ein weiteres Filzplattchen mit der Referenzsubstanz auf den

bakterienhaltigen Nahrboden gelegt.
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Nach dem Bebriten Uber Nacht (18h) bei 37°C wurde die biologische Aktivitat anhand

der gemessenen Hemmhofdurchmesser [mm] bestimmt.

1.5.3 Bestimmung der minimalen Hemmkonzentration - MIC-Werte!®

Zur Ermittlung der MIC-Werte (minimum inhibition concentration) wurden ebenfalls nur
originalverpackte Petrischalen und in der Bunsenbrennerflamme sterilisierte Gerate
verwendet. Die Bakterienlosungen wurden durch Bebruten der bakterienhaltigen
Nahrldsung bei 37°C jeweils frisch hergestellt. Die Agarsuspension wurde zunachst
3 h im Wasserdampf sterilisiert. Die sterilisierten Agarportionen (10 mL) wurden im
Wasserbad auf 52°C temperiert, die entsprechende Menge einer wassrigen
Testsubstanzlosung zugegeben und mit einem Glasstab verteilt. Die Mischung wurde
in eine Petrischale gegossen, gleichmaRig verteilt und bis zum Erstarren stehen
gelassen. Auf diese Weise wurden von jeder Testsubstanz Agarplatten mit
unterschiedlichen Substanzkonzentrationen (z.B. 0.1 pg/mL; 0.2 pg/mL; 0.5 pg/mL;
1 yg/mL; 2 ug/mL; 4 pg/mL; 8 ug/mL; 16 pg/mL; 32 pg/mL und 64 ug/mL) angefertigt.
Um die Testsubstanzlosungen leichter dosieren zu konnen wurden dazu zunachst
verschieden konzentrierte Losungen (0.1%; 0.01%) hergestellt und die entsprechenden
Mengen mit einer Hamiltonspritze zugegeben. Jede der so vorbereiteten Platten wurde
dann mit 10 verschiedenen Bakterienstammen angeimpft. Dazu wurde ein steriler
Inoculator (Mast Diagnostics, 19 Pin Inoculator mit Teflon Inoculum Pot) verwendet, der
zuvor in das passende Inoculum mit den 10 unverdlinnten Bakterienlésungen getaucht
wurde. So wurden in einem Arbeitsschritt alle Bakterien an definierten Orten auf der
jeweiligen Agarplatte aufgetragen. Um sicherzugehen, dass alle Bakterienlosungen
auch wachstumsfahige Keime enthielten, wurde auch immer eine Kontrollplatte ohne
Testsubstanz angefertigt, auf der das Wachstum aller Bakterienstdmme zu beobachten
war.

Die so vorbereiteten Platten wurden 18 Stunden bei 37°C inkubiert. Die Konzentration,
bei der gerade kein Bakterienwachstum mehr erkennbar ist, entspricht dem ermittelten
MIC-Wert.

Zum Vergleich wurden auch die MIC-Werte von den Referenzsubstanzen Vancomycin

und Cefaclor bestimmt.
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1.6 Toxizititatstests

1.6.1 Verwendete Materialien

Nahrlésung:
OXOID Malzextrakt-Lésung (20 g pro Liter; pH = 5.4 £ 0.2/ 25°C)

Agar:
OXOID Hefen- und Pilzagar (20.5 g pro Liter; pH = 6.0 £ 0.2/ 25°C)

Hefe:
Saccharomyces cerevisiae (frische Backerhefe)

Vergleichssubstanz:

Maleinimid

1.6.2 Plattendiffusionstests

Fir die Tests wurden originalverpackte Kunststoff-Petrischalen sowie in der
Bunsenbrennerflamme sterilisierte Gerate verwendet. Zur Anzucht der Hefe wurden
150 mg frischer Backerhefe in 10 mL sterilisierter Nahrlésung suspendiert und unter
gelegentlichem Umschuitteln bei 30°C im Brutschrank fir 20 h bebritet.

Zur Herstellung gleichmalig beimpfter Agarplatten wurden je 10 Tropfen
Hefesuspension unter Ruhren der frischen angezlichteten Nahrldsung enthommen, mit
je 10 mL steriler Agarsuspension in eine Petrischale gegeben und durch vorsichtiges
Schwenken gleichmaRig verteilt. Nach dem Erstarren der Agarschicht wurden eine
definierte Menge der Testsubstanz (10 yL einer definierten Ldsung
(10 mg pro 100 uL) in DMSO = 1 mg) auf ein steriles, sehr saugfahiges Filzplatichen,
das auf die Agarschicht gelegt wurde, aufgebracht. Auf die gleiche Weise wurde zum
Vergleich auf ein weiteres Filzplattchen 1 mg der Referenzsubstanz (Maleinimid)
aufgetragen.

Nach dem Bebriten Uber Nacht (18h) bei 30°C konnte die Toxizitat mittels der

gemessenen Hemmhofdurchmesser [mm] bestimmt werden.
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2 Synthese der Maleinimid-Derivate

2.1 Allgemeine Vorschrift zur Darstellung der N-Maleinimido-
alkancarbonséauren 2,5, 6 und 7

In einem Dreihalskolben mit N2-Ballon, Rickflusskuhler, Tropftrichter und Magnetrihrer
werden 200 mg (98.06 g/mol; 2.04 mmol) Maleinsaureanhydrid (1) in
10 mL Benzol geldést. Uber den Tropftrichter gibt man wahrend 10 min bei
Raumtemperatur 2.04 mmol (1 Aqu.) der entsprechenden Aminoalkan-1-carbonséure
zu (2: 153 mg(75.07 g/mol) Glycin; 5: 239 mg (117.15 g/mol) 5-Aminopentansaure; 6:
268 mg (131.18 g/mol) 6-Aminohexansaure; 7: 296 mg (145 g/mol) 7-Aminoheptan-
saure) in 20 mL Benzol zu. Die Lésung tribt sich und es bilden sich weilde Schlieren an
der Glaswand. Man erwarmt das Gemisch fur 1 h auf 60°C und gibt anschliefiend 459
mg (225.19 g/mol; 2.04 mmol; 1 Aqu.) trockenes ZnBr, zu. Wahrend nun zum Sieden
erhitzt wird, lasst man dber 30 min 634 pL (491 mg; 160.41 g/mol; 3.06 mmol; d =
0.774 glcm* 1.5 Aqu.) Hexamethyldisilazan (HMDS) in 5 mL Benzol zutropfen.
Allmahlich 16st sich der weilke amorphe Niederschlag an der Glaswand wieder und
nach 1.5 h gibt man weitere 211 L (0.5 Aqu.) HMDS in 1 mL Benzol zu.

Nach insgesamt 4 h am Ruckfluss I&sst man Abkihlen und entfernt das Losungsmittel
am Rotationsverdampfer. Das erhaltene Ol wird in 20 mL 1N HCI aufgenommen und
15 min bei Raumtemperatur gerlhrt. Man extrahiert dreimal mit 15 mL
Essigsaureethylester und wascht die vereinigten organischen Phasen je einmal mit
20 mL 10%iger NaCl-Lésung und 10 mL gesattigter NaCl-Lésung. Es wird Uber MgSO,4

getrocknet, Uber Watte filtriert und am Rotationsverdampfer einrotiert.

2.1.1 2-(N-Maleinimido)-ethansaure (2)

Das so erhaltene hellgelbe, feste Rohprodukt wird an 8.2 g Kieselgel
chromatographiert. Als Laufmittel dient CHCI3/MeOH 30:1. Die Fraktionsgrof3e betragt
jeweils 8 mL. Aus den Fraktionen 4-9 kann das Produkt nach Entfernen des

Ldsungsmittels und Trocknen am Hochvakuum als weilRer Feststoff isoliert werden.
M (CeHsNO4) = 155.11 g/mol

Ausbeute: 237 mg (75%)
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Smp.: 111 -113°C
DC: Rf = 0.19 (CHCI3/MeOH 19:1); UV-aktiv und Anfarben im lod
IR (CH,Cl,):

v [em™ = 3105 m (OH); 3050 m (C-Hoper); 2950 m (C-Hajipn); 1715 vs (C=O,
Carbonsaure; C=0, Maleinimid); 1455 m; 1395 m; 1270 w; 1140 m; 1105 w; 830 s.

0]
2
1 OH
| N/ﬁ(
O
0]

'H-NMR (300 MHz; CDCl3):
3 [ppm] = 3.75 (t, 3J = 6.5 Hz, 2H, 3-H); 6.70 (s, 2H, 1-H).

13C-NMR (75 MHz: CDCly):
3 [ppm] = 38.9 (C-3); 134.1 (C-1); 170.9 (C-2); 179.3 (C-7).

Massenspektrum (El):
m/z = 156 ([M+1]", 0.1%); 155 (M*, 1.6%); 111 (40%); 110 (100%); 82 (23%);
54 (16%).

2.1.2 5-(N-Maleinimido)-pentansaure (5)

Man erhalt einen fahlgelben Feststoff, der an 9.70 g Kieselgel saulenchromato-
graphisch gereinigt wird. Als Laufmittel wird CHCI3/MeOH 45:1 verwendet. Es werden
Fraktionen a 10 mL genommen. Aus Fraktionen 6-11 isoliert man nach Abdestillieren

des Lésungsmittels und Trocknen am Hochvakuum das Produkt als wei3en Feststoff.

M (C9H11NO4) =197.19 g/mol
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Ausbeute: 254 mg (63%)

Smp.: 82 -83°C
DC: R¢ = 0.24 (CHCI3/MeOH 19:1); UV-aktiv und Anfarben im lod
IR (CH,Clp):

v [em™ = 3100 m (OH); 3060 m (C-Hgper); 2950 m, 2870 w (C-Haipn.); 2670 w (OH);
1715 vs (C=0, Carbonsaure; C=0, Maleinimid); 1450 m; 1410 s; 1375 m; 1280 m;
1140 m; 1105 w; 935 m; 830 s.

'"H-NMR (300 MHz; CDCly):
5 [ppm] = 1.63 — 1.66 (m, 4H, 4-H; 5-H); 2.39 (t, °J = 6.9 Hz, 2H, 6-H); 3.55 (t, %J =
6.5 Hz, 2H, 3-H); 6.71 (s, 2H, 1-H).

®C-NMR (75 MHz; CDCly):
3 [ppm] = 21.7 (C-5); 27.9 (C-4); 33.3 (C-6); 37.3 (C-3); 134.1 (C-1); 170.9 (C-2); 179.3
(C-7).

Massenspektrum (EI):

m/z = 198 ([M+1]*, 1.0%); 197 (M*, 9.0%); 179 (26%); 152 (21%); 138 (14%);
123 (10%); 116 (17%); 111 (14%); 110 (100%); 98 (14%); 82 (30%); 58 (43%);
54 (10%); 43 (83%).

Elementaranalyse: ber.: C 54.82 H5.62 N 7.10
gef.: C 55.01 H5.74 N 6.95
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2.1.3 6-(N-Maleinimido)-hexansaure (6)
Das nach dem Einrotieren erhaltene Rohprodukt wird an 11 g Kieselgel (CHCIl3/MeOH

45:1; Fraktionen a 11 mL) chromatographiert. Aus den Fraktionen 4-10 kann nach
Entfernen des Losungsmittels am Rotationsverdampfer und Trocknen am Hochvakuum

das Produkt als weilRer Feststoff isoliert werden.

M (C10H13NO4) =211.22 g/mol

Ausbeute: 310 mg (72%)

Smp.: 84-85°C
DC: Rf = 0.28 (CHCI3/MeOH 19:1); UV-aktiv und Anfarben im lod
IR (CH,Cl,):

v [em™ = 3100 m (OH); 3060 m (C-Hoer); 2955 m, 2870 w (C-Haiiph.); 2670 w (OH);
1715 vs (C=0, Carbonsaure; C=0, Maleinimid); 1450 m; 1410 s; 1370 m; 1275 m;
1140 m; 1105 w; 935 m; 830 s.

'H-NMR (300 MHz; CDCly):
5 [ppm] = 1.26 — 1.40 (m, 2H, 5-H); 1.56 — 1.71 (m, 4H, 4-H; 6-H); 2.35 (t, 33 = 7.4 Hz,
2H, 7-H); 3.52 (t, 3J = 7.1 Hz, 2H, 3-H); 6.70 (s, 2H, 1-H).

13C-NMR (75 MHz: CDCly):
5 [ppm] = 24.1/ 26.1/ 28.2 (C-4/ C-5/ C-6); 33.8 (C-7); 37.6 (C-3); 134.1 (C-1);
170.9 (C-2); 179.6 (C-8).
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Massenspektrum (El):

miz = 212 (M+1]%, 1.0%); 211 (M*, 7.1%); 194 (13%); 193 (26%); 165 (12%);
130 (10%); 112 (14%); 111 (27%); 110 (100%); 98 (14%); 82 (20%); 55 (11%);
53 (10%)

Massenspektrum (El, Hochauflésung, M™): ber.: 211.0810 u
gef.: 211.0827 u

Elementaranalyse: ber.: C 56.87 H 6.20 N 6.63
gef.: C 57.00 H 6.26 N 6.58

2.1.4 7-(N-Maleinimido)-heptansaure (7)

Die Reinigung des hellgelben, festen Rohprodukts erfolgt durch Chromatographie an
10.2 g Kieselgel. Man verwendet CHCI3/MeOH 40:1 als Laufmittel und nimmt
Fraktionen a 10 mL. Das Produkt wird aus den Fraktionen 5-11 nach Einrotieren und

Trocknen am Hochvakuum als weiler Feststoff gewonnen.

M (C11H15NO4) =225.24 g/mol

Ausbeute: 285 mg (62%)

Smp.: 89-91°C
DC: R¢ = 0.35 (CHCI3/MeOH 19:1); UV-aktiv und Anfarben im lod
IR (CHyCly):

7 [em™ = 3100 m (OH); 3060 m (C-Hoer); 2950 m, 2870 w (C-Haiiph.); 2670 w (OH);
1715 vs (C=0, Carbonsaure; C=0, Maleinimid); 1455 m; 1410 s; 1370 m; 1280 m;
1140 m; 1105 w; 930 m; 830 s.
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'"H-NMR (300 MHz; CDCl3):
5 [ppm] = 1.27 — 1.42 (m, 4H, 5-H; 6-H); 1.55 — 1.68 (m, 4H, 4-H; 7-H); 2.34 (1, %) = 7.4
Hz, 2H, 8-H); 3.51 (t, °J = 7.2 Hz, 2H, 3-H); 6.70 (s, 2H, 1-H).

13C-NMR (75 MHz; CDCls):
5 [ppm] = 24.7 /26.3 /28.3 /28.5 (C-4/ C-5/ C-6/ C-7); 33.9 (C-8); 37.8 (C-3);
134.0 (C-1); 170.9 (C-2); 179.8 (C-9).

Massenspektrum (ED:
m/z = 226 ([M+1]7, 2.7%); 225 (M*, 5.7%); 208 (29%); 207 (27%); 126 (10%);
111 (23%); 110 (100%); 98 (17%); 82 (18%).

Elementaranalyse: ber.: C 58.66 H6.71 N 6.22
gef.: C 58.62 H 6.63 N 6.19

2.2  6-(N-Maleinimido)-hexanséaurechlorid (9)

In einem ausgeheizten und mit Argon bellfteten 25 mL Schlenkkolben mit
Ruckflusskihler, Blubberer und Magnetrihrer 16st man 4.00 g (211.22 g/mol;
18.94 mmol) 6-(N-Maleinimido)-hexansaure (6) in 7.0 mL (11.45 g; 118.97 g/mol; 96.20
mmol; d = 1.635 g/cm®) frisch destillierten Thionylchlorid, wobei eine heftige
Gasentwicklung zu beobachten ist. Nach 30-mindtigem Rihren bei Raumtemperatur
erhitzt man die Reaktionsmischung 1 h zum Ruckfluss bis die Gasentwicklung beendet
ist.

Nach dem Abkulhlen wird das Uberschussige Thionylchlorid unter Vakuum abdestilliert
und der gelbe o6lige Rickstand am Hochvakuum destilliert. Man erhalt so das Produkt

als farblose FlUssigkeit.
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M (C+4oH12CINO3) = 229.66 g/mol

Ausbeute: 3.48 g (80%)

Sdp.: 131 - 133°C (5-10” mbar)

IR (CH,Clp):

v [cmT] = 3055 w, 3040 w (C-Hoer); 2950 m, 2870 w (C-Hajpn); 1800 s (C=O,

Saurechlorid); 1715 vs (C=0, Maleinimid); 1450 m; 1410 s; 1375 m; 1145 m; 1110 m;
830 s.

'H-NMR (300 MHz; CDCl5):
5 [ppm] = 1.26 - 1.40 (m, 2H, 5-H); 1.57 - 1.79 (m, 4H, 4-H, 6-H); 2.89 (t, 2H, 7-H, °J =
7.3 Hz); 3.53 (t, 2H, 3-H, °J = 7.1 Hz); 6.71 (s, 2H, 1-H).

BBC-NMR (75 MHz; CDCls):
5 [ppm] = 24.5/ 25.5 /28.0 (C-4/ C-5/ C-6); 37.38 (C-3); 46.84 (C-7); 134.11 (C-1);
170.81 (C-2); 173.56 (C-8).

Massenspektrum (El):

m/z = 231 (IMCCD]*, 0.3%); 230 (M(°CI+H]*, 0.3%); 229 (IMC°CI*, 1.0%);
193 (28%); 175 (13%); 165 (16%); 149 (12%); 112 (14%); 111 (24%); 110 (100%);
98 (21%); 82 (15%); 68 (11%); 55 (11%).

Elementaranalyse: ber.: C 52.30 H5.27 Cl15.44 N 6.10
gef.: C 51.95 H 5.39 Cl 15.21 N 6.03
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2.3  5-(N-Maleinimido)-pentylisocyanat (11)

In einem 50 mL Zweihalskolben mit Magnetrihrer und Thermometer werden 2.50 g
(229.66 g/mol; 10.89 mmol) 6-N-Maleimido-hexansaurechlorid (9) in 27 mL kaltem
Aceton geldst und langsam unter Eiskihlung eine Lésung von 1.08 g NaNj3
(65.01 g/mol; 16.65 mmol; 1.5 Aqu.) in 3.5 mL kaltem Wasser zugetropft, so dass die
Innentemperatur nicht Uber 5°C ansteigt. Beim Zutropfen entsteht allmahlich eine
Trabung und es bildet sich ein zweiphasiges Gemisch. Anschliel3end rihrt man noch 1
h bei 0°C weiter, wobei auf eine gute Durchmischung der beiden Phasen zu achten ist.
Die Reaktionsmischung wird hierauf dreimal mit 10 mL kaltem Toluol extrahiert und die
vereinigten organischen Phasen 1 h lang Uber viel MgSO, getrocknet. Nach Abfiltrieren
uber Watte erhitzt man die Reaktionslosung langsam zum Ruckfluss, wobei ab ca.
60°C eine deutliche Gasentwicklung eintritt. Nach 4 h Ruckflusskochen ist die
Gasentwicklung beendet und das Gemisch wird nach dem Abkihlen am
Rotationsverdampfer eingeengt.

Der dunkelgelbe, o0lige Ruckstand lasst sich am Hochvakuum mit einer
Kugelrohrdestille fraktionieren. Bei einer Ubergangstemperatur von 140 - 150°C erhélt

man das Produkt als fahlgelbes Ol.

M (C10H12N203) = 208.22 g/mol
Ausbeute: 1.12 g (50%)

Sdp.: 140 - 150°C (5-10" mbar)

IR (CH,Clp):
7 [em™ = 3060 w (C-Hoer); 2950 m, 2870 w (C-Haiipn.); 2280 vs (N=C=0); 1715 vs
(C=0, Maleinimid); 1450 m; 1415 s; 1375 m; 1155 m; 1115 m; 840 s.
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'H-NMR (300 MHz: CDCly):
5 [ppm] = 1.26 - 1.43 (m, 2H, 5-H); 1.58 - 1.69 (m, 4H, 4-H, 6-H); 3.30 (t, 2H, 7-H, %J =
6.6 Hz); 3.54 (t, 2H, 3-H, J = 7.1 Hz); 6.70 (s, 2H, 1-H).

®C-NMR (75 MHz; CDCly):
5 [ppm] = 23.7 (C-5); 27.9/ 30.6 (C-4/ C-6); 37.5 (C-3); 42.7 (C-7); 122.0 (C-8);
134.1 (C-1); 170.8 (C-2).

Massenspektrum (El):
m/z = 209 ([M+1]", 1.6%); 208 (M*, 11%); 127 (18%); 111 (18%); 110 (100%);
98 (11%); 82 (21%); 56 (14%); 54 (10%).

Elementaranalyse: ber.: C 57.69 H 5.81 N 13.45
gef.. C 57.76 H 5.82 N 13.05

2.4  Allgemeine Methode zur Darstellung der Urethane 13, 16, 17,
20, 21, 22,23 und 24

200 mg (208.22 g/mol; 0.96 mmol) 5-(N-Maleinimido)-pentylisocyanat (11) und 61 pL
(52 mg; 108.64 g/mol; 0.48 mmol; 0.5 Aqu.; 0.859 g/cm®) technisches MesSiCl werden
in einem trockenem 10 mL Schlenkrohr mit Stickstoffballon und Magnetrihrer in 2.0 mL
trockenem CH.Cl, gelést. Uber ein Septum werden langsam 1.44 mmol (1.5
Aquivalente) des entsprechenden Alkohols (13: 156 mg (108.14 g/mol) Benzylalkohol;
16: 107 mg (74.12 g/mol) t-Butylalkohol; 17: 46 mg (32.04 g/mol) Methanol; 20: 113 mg
(94.11 g/mol) Phenol; 21: 196 mg (136.15 g/mol) 4-Acetylphenol; 22: 182 mg
(126.13 g/mol) 4-Fluorbenzylalkohol; 23: 182 mg (126.13 g/mol) 3-Fluorbenzylalkohol;
24: 182 mg (126.13 g/mol) 2-Fluorbenzylalkohol) zugetropft und bei Raumtemperatur
geriihrt. Nach 6h ist die fiir das Edukt charakteristische Isocyanat-Bande bei 2280 cm™
im IR (CHxCl,) verschwunden.

Zur Aufarbeitung wird das Losungsmittel am Rotationsverdampfer einrotiert, wobei man

das Rohprodukt als fahlgelbes Ol erhalt.




Experimenteller Teil 116

2.4.1 [5-(N-Maleinimido)-pentyl]-carbaminsdure-benzylester (13)

Zur Reinigung wird das Ol an 10 g Kieselgel mit Hexan/Ether 1:2 chromatographiert.
Es werden Fraktionen a 10 mL genommen. Aus den Fraktionen 12-18 isoliert man das
Produkt nach Abdestillieren des Laufmittels als wei3en Feststoff.

M (C17H20N204) = 316.36 g/mol

Ausbeute: 260 mg (86%)

Smp.: 64 - 65°C
DC: Rt = 0.17 (Hexan/Ether 1:2); UV-aktiv und Anfarben im lod
IR (CH,Cl,):

v [em™ = 3450 w (N-H); 3060 w, 3040 w (C-Hoer); 2950 m, 2870 w (C-Haiipn.);
1715 vs (C=0, Urethan; C=0, Maleinimid); 1450 m; 1415 s; 1375 m; 1155 m; 1115 m;
840 s.
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'H-NMR (300 MHz; CDCls):

5 [ppm] = 1.27 - 1.35 (m, 2H, 5-H); 1.48 - 1.62 (m, 4H, 4-H, 6-H); 3.17 (dt, 2H, 7-H,
3Je/7= 6.8 Hz, 237y = 6.8 Hz); 3.50 (t, 2H, 3-H, 3J = 7.3 Hz); 4.82 (br s, 1H, NH); 5.07
(s, 2H, 9-H); 6.67 (s, 2H, 1-H); 7.26 - 7.36 (M, 5H, Harom.)-

1BC-NMR (75 MHz; CDCl5):
5 [ppm] = 23.8 (C-5); 28.1/ 29.4 (C-4/ C-6); 37.6 (C-3); 40.8 (C-7); 66.6 (C-9); 128.1/
128.1/ 128.5 (C-11/ C-12/ C-13); 134.1 (C-1); 136.7 (C-10); 156.4 (C-8); 170.8 (C-2).
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Massenspektrum (El):
m/z = 317 ([M+1]", 0.2%); 316 (M*, 0.1%); 211 (13%); 210 (100%); 110 (16%);
108 (13%); 91 (47%).

Elementaranalyse: ber.: C 64.54 H6.37 N 8.86
gef.: C 64.58 H 6.45 N 8.83

2.4.2 [5-(N-Maleinimido)-pentyl]-carbaminséaure-tert-butylester (16)

Das Rohprodukt wird an 11 g Kieselgel chromatographiert. Als Laufmittel verwendet
man Hexan/Ether 1:2. Die Fraktionsgrofe betragt 10 mL. Aus den Fraktionen 6-14
erhalt man nach Eindampfen und Trocknen am Hochvakuum das Produkt als farblosen
Feststoff.

M (C14H22N204) =282.34 g/mol

Ausbeute: 228 mg (84%)

Smp.: 52 -53°C
DC: R¢ = 0.24 (Hexan/Ether 1:2); UV-aktiv und Anfarben im lod
IR (CH,Cly):

7 [em™] = 3470 m (N-H); 3070 w (C-Hoer); 2950 m, 2880 w (C-Haiipn.); 1715 vs (C=0,
Urethan; C=0, Maleinimid); 1510 s; 1450 m; 1415 s; 1400 m; 1375 s; 1250 m;
1175 m; 835 s.

O 0
2 I 'Y
1
| N/:N/5\6/7\N 8 0] 9 10
H
0]




Experimenteller Teil 118

'H-NMR (300 MHz; CDCls):

5 [ppm] = 1.26 - 1.35 (m, 2H, 5-H); 1.44 (s, 9H, 10-H); 1.48 - 1.66 (m, 4H, 4-H, 6-H);
3.09 (dt, 2H, 7-H, 3Jg7= 6.6 Hz, 3J7nu = 6.6 Hz); 3.52 (t, 2H, 3-H, 3J = 7.2 Hz); 4.55
(br s, 1H, NH); 6.69 (s, 2H, 1-H).

13C-NMR (75 MHz: CDCly):
5 [ppm] = 23.9 (C-5); 28.2/ 29.6 (C-4/ C-6); 28.4 (C-10); 37.7 (C-3); 40.4 (C-7);
79.1 (C-9); 134.1 (C-1); 156.0 (C-8); 170.9 (C-2).

Massenspektrum (FAB):
m/z = 283 ([M+1]+, 6%); 282 (M*, 19%); 184 (13%); 183 (73%); 57 (100%).

Elementaranalyse: ber.: C 59.56 H 7.85 N 9.92
gef.: C 59.30 H 7.68 N 9.86

2.4.3 [5-(N-Maleinimido)-pentyl]-carbaminsaure-methylester (17)

Der gelbe, dlige Riuckstand wird an 9 g Kieselgel saulenchromatographisch mit Hexan/
Ether 1:3 gereinigt. Es werden Fraktionen zu 6 mL gesammelt. Aus den Fraktionen 12-
19 kann das Produkt nach Einrotieren und Trocknen am Hochvakuum als weilder

Feststoff isoliert werden.

M (C11H16N204) = 240.26 g/mol

Ausbeute: 185 mg (80%)

Smp.: 53 -54°C
DC: Rt = 0.19 (Hexan/Ether 1:3); UV-aktiv und Anfarben im lod
IR (CH,Cl,):

7 [em™] = 3460 m (N-H); 3060 w (C-Hoer); 2950 m, 2870 w (C-Haiipn.); 1730 vs (C=0,
Urethan); 1715 vs (C=0, Maleinimid); 1520 s; 1445 m; 1410 s; 1370 m; 1250 s;
1190 m; 1140 m; 1110 m; 1045 w; 830 s.
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'"H-NMR (300 MHz; CDCl5):

5 [ppm] = 1.26 - 1.35 (m, 2H, 5-H); 1.48 - 1.66 (m, 4H, 4-H, 6-H); 3.16 (dt, 2H, 7-H,
3J67= 6.6 Hz, 2J7nu = 6.6 Hz); 3.52 (t, 2H, 3-H, %J = 7.1 Hz); 3.66 (s, 3H, 9-H); 4.71
(br s, 1H, NH); 6.69 (s, 2H, 1-H).

B3C-NMR (75 MHz: CDCly):
5 [ppm] = 23.8 (C-5); 28.2/ 29.5 (C-4/ C-6); 37.6 (C-3); 40.8 (C-7); 52.0 (C-9);
134.1 (C-1); 157.1 (C-8); 170.9 (C-2).

Massenspektrum (EI):

m/z = 240 (M, 1.4%); 208 (27%); 165 (65%); 142 (23%); 111 (11%); 110 (54%);
88 (100%); 84 (17%); 82 (19%); 59 (14%); 56 (11%); 55 (10%); 54 (12%); 44 (35%); 43
(10%); 41 (13%).

Elementaranalyse: ber.: C 54.99 H6.71 N 11.66
gef.: C 55.05 H 6.67 N 11.37

2.4.4 [5-(N-Maleinimido)-pentyl]-carbaminsaure-phenylester (20)
Die Reinigung des Rohprodukts erfolgt mittels Sdulenchromatographie (7.5 g Kieselgel;

Hexan/Et,O 1:3; Fraktionen zu 7 mL). Aus den Fraktionen 6-11 kann nach
Abdestillieren des Ldsungsmittels am Rotationsverdampfer und Trocknen am

Hochvakuum das Produkt als weiler Feststoff gewonnen werden.

M (C16H18N204) = 302.33 g/mol

Ausbeute: 144 mg (50%)
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Smp.: 90 -92°C
DC: R¢ = 0.21 (Hexan/Et,0O 1:3); UV-aktiv und Anfarben im lod
IR (CH,Cl,):

v [em™] = 3440 m (N-H); 3060 w (C-Hoer); 2950 m, 2870 w (C-Haiipn.); 1740 vs (C=0,
Urethan); 1710 vs (C=0, Maleinimid); 1510 m; 1475 s; 1410 m; 1370 w; 1210 vs; 1160

w; 830 s.
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'H-NMR (300 MHz; CDCl3):

5 [ppm] = 1.30 - 1.40 (m, 2H, 5-H); 1.55 - 1.69 (m, 4H, 4-H, 6-H); 3.25 (dt, 2H, 7-H,
3J¢/7= 6.6 Hz, %37y = 6.6 Hz); 3.54 (t, 2H, 3-H, %J = 7.1 Hz); 5.07 (br s, 1H, NH); 6.68
(s, 2H, 1-H); 7.11 = 7.20 (m, 3H, Harom.); 7.32 — 7.37 (M, 2H, Harom.).

1BC-NMR (75 MHz; CDCl5):
5 [ppm] = 23.8 (C-5); 28.2/ 29.3 (C-4/ C-6); 37.6 (C-3); 41.0 (C-7); 121.6 (C-10);
125.2 (C-12); 129.3 (C-11); 134.1 (C-8); 151.1 (C-9); 154.6 (C-8); 170.9 (C-2).

Massenspektrum (El):
m/z = 303 ([M+1]%, 0.01%); 302 (M*, 0.2%); 127 (14%); 111 (16%); 110 (88%);
98 (11%); 94 (100%); 82 (22%); 66 (21%); 65 (16%); 56 (18%); 55 (12%); 54 (13%).

Elementaranalyse: ber.: C 63.57 H 6.00 N 9.27
gef.: C 63.61 H 5.92 N 9.17
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2.4.5 [5-(N-Maleinimido)-pentyl]-carbaminsédure-4-acetyl-phenylester (21)

Das Rohprodukt wird saulenchromatographisch an 10 g Kieselgel gereinigt. Als
Laufmittel dient Hexan/Et,O 1:30. Es werden jeweils Fraktionen a 10 mL gesammelt.
Aus den Fraktionen 8-14 wird das Produkt nach Abdestillieren des Losungsmittels und

Trocknen am Hochvakuum als weilRer Feststoff isoliert.

M (C18H20N205) =344 .37 g/mol

Ausbeute: 182 mg (55%)

Smp.: 87 -88°C
DC: R¢ = 0.20 (Hexan/Et,O 1:30); UV-aktiv und Anfarben im lod
IR (CHyCly):

v [em™] = 3440 w (N-H); 3060 W (C-Hoer.); 2960 m, 2870 w (C-Haiipn.); 1740 s (C=0,
Urethan); 1705 vs (C=0, Maleinimid); 1685 s (C=0, Acetyl) ; 1600 m; 1510 m;
1490 m; 1405 m; 1360 m; 1205 s; 1160 m; 960 w; 830 m.
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'H-NMR (300 MHz; CDCl5):

5 [ppm] = 1.26 - 1.36 (m, 2H, 5-H); 1.49 - 1.66 (m, 4H, 4-H, 6-H); 2.59 (s, 3H, 14-H);
3.27 (dt, 2H, 7-H, 3Js7= 6.6 Hz, 3J;nn = 6.6 Hz); 3.54 (t, 2H, 3-H, 3J = 7.1 Hz); 5.19
(br s, 1H, NH); 6.69 (s, 2H, 1-H); 7.23 (d, 2H, 10-H, *Jotno = 8.7 Hz); 7.97 (d, 2H, 11-H,
3Jortho = 8.7 Hz).
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3C-NMR (75 MHz; CDCly):
5 [ppm] = 23.8 (C-5); 26.6 (C-14); 28.2/ 29.2 (C-4/ C-6); 37.5 (C-2); 41.1 (C-7);
121.5 (C-10); 129.9 (C-11); 134.1 (C-12); 134.1 (C-8); 153.8 (C-9); 154.9 (C-8);
170.9 (C-2); 197.0 (C-13).

Massenspektrum (CI):
m/z = 345 ([M+1]", 3.2%); 129 (25%); 137 (100%).

Elementaranalyse: ber.: C 62.78 H 5.85 N 8.14
gef.: C 62.82 H 5.82 N 8.07

2.4.6 [5-(N-Maleinimido)-pentyl]-carbaminsaure-4-fluor-benzylester (22)

Das odlige, leicht gelbe Rohprodukt wird mit Hex/Et,O 1:2 als FlieBmittel an 13.3 g
Kieselgel chromatographiert. Die Fraktionsgro3e betragt 13 mL. Aus den Fraktionen
7-15 kann nach Entfernen des Losungsmittels und Trocknen am Hochvakuum ein
weiler Feststoff isoliert werden.

M (C17H19FN204) =334.35 g/mol

Ausbeute: 224 mg (70%)

Smp.: 69 - 70°C
DC: Rt = 0.15 (Hexan/Ether 1:2); UV-aktiv und Anfarben im lod
IR (CH,Cl,):

7 [ecm™ = 3450 w, 3335 m (N-H); 3080 w (C-Hgief/arom.); 2950 m, 2870 w (C-Haiipn.);
1710 vs (C=0, Urethan; C=0, Maleinimid); 1530 m; 1455 w; 1415 s; 1370 m; 1260 m;
1230 m; 1160 w; 1115 w; 990 w; 840 s.
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'"H-NMR (300 MHz; CDCls):

5 [ppm] = 1.22 - 1.35 (m, 2H, 5-H); 1.48 - 1.62 (m, 4H, 4-H, 6-H); 3.17 (dt, 2H, 7-H,
336/7= 6.5 Hz, %37 = 6.5 Hz); 3.50 (t, 2H, 3-H, °J = 7.2 Hz); 4.81 (br s, 1H, NH); 5.05
(s, 2H, 9-H); 6.68 (s, 2H, 1-H); 7.03 (dd, 2H, 12-H, 3J111» = 8.6 Hz, %J12F = 8.6 Hz); 7.33
(dd, 2H, 11-H, 3J1115 = 8.6 Hz, *J11r = 5.5 Hz).

13C-NMR (75 MHz; CDCly):

o [ppm] = 23.8 (C-5); 28.2/ 29.4 (C-4/ C-6); 37.6 (C-3); 40.9 (C-7); 65.9 (C-9);
115.4 (d, C-12, 2J1or = 21.5 Hz); 130.9 (d, C-11, 3J1yr = 7.4 Hz); 132.5 (d, C-10,
*Ji0r = 3.4 Hz); 134.07 (C-1); 136.7 (C-10); 156.3 (C-8); 162.6 (d, C-13, "Jyzr =
246 Hz); 170.9 (C-2).

Massenspektrum (EI):

m/z = 335 ([M+1]", 0.2%); 334 (M", 0.1%); 126 (100%); 125 (73%); 123 (13%);
110 (16%); 109 (86%);108 (10%); 107 (14%); 105 (34%); 98 (12%); 97 (93%);
96 (18%); 95 (38%); 83 (14%); 77 (30%); 75 (17%); 56 (12%); 51 (13%); 50 (10%).

Elementaranalyse: ber.: C 61.07 H5.73 N 8.38
gef.: C 60.92 H5.74 N 8.32

2.4.7 [5-(N-Maleinimido)-pentyl]-carbaminsaure-3-fluor-benzylester (23)

Das so erhaltene fahlgelbe Ol wird an 12 g Kieselgel s&ulenchromatographisch
gereinigt. Man nimmt Fraktionen zu 12 mL und verwendet Hexan/Et,0O 1:2 als
Laufmittel. Das Produkt wird als weiler Feststoff aus den Fraktionen 6-15 nach
Abdestillieren des Losungsmittels und Trocknen am Hochvakuum isoliert.

M (C17H19FN204) =334.35 g/mol

Ausbeute: 283 mg (88%)

Smp.: 66 - 67°C
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DC: R¢ = 0.17 (Hexan/Ether 1:2); UV-aktiv und Anfarben im lod

IR (CH,Cl,):

U [em™ = 3450 w, 3320 m (N-H); 3085 w (C-Hojef/arom.); 2940 m, 2870 w (C-Hajpn.);
1710 vs (C=0, Urethan; C=0, Maleinimid); 1550 m; 1440 m; 1415 m; 1380 w; 1260 m;
1250 m; 1150 w; 1115 m; 1040 w; 930 m; 840 m.
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'H-NMR (300 MHz; CDCls):

5 [ppm] = 1.25 - 1.36 (m, 2H, 5-H); 1.51 - 1.63 (m, 4H, 4-H, 6-H); 3.18 (dt, 2H, 7-H,
3J¢/7= 6.5 Hz, %37 = 6.5 Hz); 3.51 (t, 2H, 3-H, 3J = 7.1 Hz); 4.88 (br s, 1H, NH); 5.08
(s, 2H, 9-H); 6.68 (s, 2H, 1-H); 6.96 - 7.12 (m, 3H, 11-H, 13-H, 15-H); 7.30 —7.35 (m,
1H, 14-H).

C-NMR (75 MHz; CDCly):

5 [ppm] = 23.8 (C-5); 28.2/ 29.4 (C-4/ C-6); 37.5 (C-3); 40.9 (C-7); 65.7 (C-9); 114.7/
114.9 (d, C-11, 2J11r = 20.9 Hz)/ (d, C-13, 213 = 20.9 Hz); 123.3 (d, C-15, *Jisr =
1.7 Hz); 130.1 (d, C-14, 3Jir = 8.5 Hz); 134.1 (C-1); 139.3 (d, C-10, 3J1o = 7.4 Hz);
156.16 (C-8); 162.9 (d, C-12, "J1o¢ = 246 Hz); 170.9 (C-2).

Massenspektrum (ED):
m/z = 335 ([M+1]+, 0.1%); 334 (M*, 0.3%); 210 (71%); 126 (23%); 125 (73%);
110 (41%); 109 (100%); 97 (11%).

Elementaranalyse: ber.: C 61.07 H5.73 N 8.38
gef.: C 61.08 H 5.62 N 8.37
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2.4.8 [5-(N-Maleinimido)-pentyl]-carbaminséaure-2-fluor-benzylester (24)

Die Reinigung des Rohprodukts erfolgt durch Saulenchromatographie (11 g Kieselgel;
Hexan/Et,O 1:2; Fraktionen & 11 mL). Aus den Fraktionen 11-15 erhalt man nach
Einrotieren und Trocknen am Hochvakuum das Produkt als farblosen Feststoff

M (C17H19FN204) =334.35 g/mol

Ausbeute: 257 mg (80%)

Smp.: 60 - 62°C
DC: R¢ = 0.14 (Hexan/Ether 1:2); UV-aktiv und Anfarben im lod
IR (CH,Cly):

7 [em™ = 3450 w, 3330 m (N-H); 3090 W (C-Hoief/arom.); 2940 m, 2860 w (C-Haiiph.);
1710 vs (C=0, Urethan; C=0, Maleinimid); 1545 m; 1490 w; 1440 w; 1415 m; 1380 w;
1280 w; 1260 m; 1250 m; 1120 m; 1030 w; 990 w; 840 m; 760 m; 690 m.
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'H-NMR (300 MHz; CDCl5):
5 [ppm] = 1.27 - 1.32 (m, 2H, 5-H); 1.50 - 1.62 (m, 4H, 4-H, 6-H); 3.17 (dt, 2H, 7-H,
336/7= 6.5 Hz, %37 = 6.5 Hz); 3.51 (t, 2H, 3-H, 3J = 7.1 Hz); 4.84 (br s, 1H, NH); 5.15

(s, 2H, 9-H); 6.67 (s, 2H, 1-H); 7.02 - 7.15 (m, 2H, 12-H, 14-H); 7.26 —7.42 (m, 2H,
13-H, 15-H).

C-NMR (75 MHz; CDCly):
5 [ppm] = 23.8 (C-5); 28.2/ 29.4 (C-4/ C-6); 37.6 (C-3); 40.9 (C-7); 60.5 (C-9); 115.4 (d,
C-12, 1z = 22.0 Hz); 123.8 (d, C-10, “Jir = 14.7 Hz); 124.2 (d, C-14, *Jusr =
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4.0 Hz); 130.0 (d, C-13, %313 = 7.9 Hz); 130.6 (d, C-15, 3J15¢ = 4.0 Hz); 134.1 (C-1);
156.2 (C-8); 161.0 (d, C-11, "J1yr = 248 Hz); 170.9 (C-2).

Massenspektrum (ED):
m/z = 335 ([M+1]%, 0.1%); 334 (M*, 0.5%); 210 (75%); 126 (16%); 125 (10%);
110 (50%); 109 (100%); 97 (10%).

Elementaranalyse: ber.: C 61.07 H5.73 N 8.38
gef.: C 60.87 H5.77 N 8.32

2.5 [5-(N-Succinimido)-pentyl]-amin (14)

In einer Hydrierapparatur werden 50 mg Palladium auf Aktivkohle (10 Gew% Pd) in
1 mL Essigsaureethylester 30 min bei RT vorhydriert. AnschlieRend wird eine Losung
von 50 mg (316.36 g/mol; 0.158 mmol) Benzylurethan 13 in 1 mL Essigsaureethyl-ester
Uber ein Septum zugespritzt und das Gemisch bei Raumtemperatur gerthrt. Nach 20
min kommt die Wasserstoffaufnahme zum erliegen. Man filtriert die Suspension tUber
einen Glasfiltertiegel (P4) und wascht zweimal mit 1 mL Essigsaure-ethylester nach.
Aus der erhaltenen Losung kann das Produkt nach Abdestillieren des Losungsmittels
und Trocknen am Hochvakuum als farbloses Ol isoliert werden.

M (C11H16N204) =184.24 g/mol
Ausbeute: 25 mg (87%)

DC: Rf = 0.04 (Hexan/Ether 1:3); Anfarben im lod

IR (CH,Cl):

v [em™ = 3440 m, 3320 m (N-H); 3060 m (C-Hoer); 2960 s, 2870 m (C-Hajpn.);
1715 vs (C=0, Succinimid); 1520 s; 1445 m; 1410 s; 1370 m; 1350 m; 1270 m;
1170 m; 1140 w; 1110 m; 1005 w; 850 w.
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NH,

'H-NMR (300 MHz; CDCl5):
5 [ppm] = 1.26 - 1.37 (m, 4H, 5-H, NHy); 1.47 - 1.68 (m, 4H, 4-H, 6-H); 2.68 (t, 2H,
7-H, 3J=7.5 Hz); 2.70 (s, 4H, 1-H) 3.53 (t, 2H, 3-H, 3J = 7.2 Hz).

BBC-NMR (75 MHz; CDCls):
5 [ppm] = 23.9 (C-5); 27.2 (C-4); 28.1 (C-1); 29.5 (C-6); 37.8 (C-3); 40.9 (C-7);
176.9 (C-2).

Massenspektrum (EI):

m/z = 185 ([M+1]", 1.2%); 184 (M', 8.6%); 153 (48%); 149 (25%); 140 (12%);
138 (11%); 136 (48%); 127 (15%); 126 (12%); 113 (22%); 112 (14%); 111 (11%);
109 (10%); 108 (17%); 107 (36%); 106 (36%); 105 (25%); 100 (64%); 97 (22%);
95 (16%); 89 (58%); 85 (30%); 84 (40%); 83 (26%); 82 (11%); 81 (14%); 79 (12%);
78 (27%); 77 (100%); 76 (11%); 72 (34%); 71 (42%); 70 (14%); 69 (37%); 67 (15%); 63
(11%); 59 (13%); 58 (10%); 57 (67%); 56 (30%); 55 (50%); 53 (11%); 51 (29%);
50 (15%); 45 (41%).

2.6  [5-(N-Succinimido)-pentyl]-carbaminsaure-benzylester (15)

In einer Hydrierapparatur werden 30 mg Lindlar-Katalysator (5 Gew% Pd auf CaCOQOs,
mit Blei vergiftet) in 0.7 mL Essigsaureethylester vorgelegt und 30 min bei
Raumtemperatur vorhydriert. Hierauf spritzt man dber ein Septum 30 mg
(316.36 g/mol; 0.095 mmol) Benzylurethan 13 in 0.7 mL Essigsaureethylester bei
Raumtemperatur zu und verfolgt den Reaktionsverlauf Uber die Wasserstoffaufnahme.
Nach 1 h bei Raumtemperatur ist 1 Aquivalent H, verbraucht und der Reaktions-
fortschritt zum erliegen gekommen. Man filtriert Gber einen Glasfiltertiegel (P4) ab und

wascht zweimal mit jeweils 0.5 mL Essigsaureethylester nach. Nach dem Einengen
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des Filtrats am Rotationsverdampfer und Trocknen am Hochvakuum erhalt man das
Produkt als farbloses Ol.

M (C17H22N204) =318.37 g/mol
Ausbeute: 26 mg (86%)

DC: R¢ = 0.20 (Hexan/Ether 1:2); UV-aktiv und Anfarben im lod

IR (CH,Cl):

U [cm™] = 3450 m (N-H); 3060 m (C-Hoir); 2950 m, 2875 w (C-Hajpn.); 1715 vs (C=0,
Urethan; C=0, Succinimid); 1520 s; 1445 w; 1410 s; 1375 m; 1350 m; 1240 s;
1170 m; 1135 m; 1030 w; 1000 w; 830 w.
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'H-NMR (300 MHz; CDCl5):

5 [ppm] = 1.26 - 1.36 (m, 2H, 5-H); 1.48 - 1.61 (m, 4H, 4-H, 6-H); 2.68 (s, 4H, H-1); 3.17
(dt, 2H, 7-H, 3Js7= 6.7 Hz, J;ny = 6.7 Hz); 3.50 (t, 2H, 3-H, 3J = 7.2 Hz); 4.80
(br's, 1H, NH); 5.09 (s, 2H, 9-H); 7.28 - 7.36 (m, 5H, Harom.)-

C-NMR (75 MHz; CDCls):

5 [ppm] = 23.9 (C-5); 27.3 (C-4); 28.2 (C-1); 29.4 (C-6); 38.5 (C-3); 40.8 (C-7);
66.6 (C-9); 128.1/ 128.1/ 128.5 (C-11/ C-12/ C-13); 136.7 (C-10); 156.4 (C-8);
177.3 (C-2).

Massenspektrum (ED:
m/z = 319 ([M+1]*, 10%); 318 (M*, 2.1%); 211 (83%); 183 (37%); 165 (15%);
108 (77%); 100 (20%); 91 (100%).
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Elementaranalyse: ber.: C 64.14 H 6.97 N 8.80
gef.: C 63.85 H7.14 N 8.50

2.7 [5-(N-Maleinimido)-pentyl]-ammonium-trifluoracetat (12)

In einem ausgeheizten und mit Stickstoff beflllten 10 mL Schlenkrohr werden 100 mg
(282.34 g/mol; 0.35 mmol) [5-(N-Maleinimido)-pentyl]-carbaminsaure-tert-butylester
(16) in 0.5 mL CHCl, gelost und 42.5 uL (42mg; 108 g/mol, 0.39 mmol; 1.1 Aqu.;
d = 0.993 g/cm®) Anisol zugegeben. Zu der auf 0°C gekiihlten Reaktionsmischung
tropft man anschlieRend unter magnetischem Ruhren 0.5 mL Trifluoressigsaure uber
ein Septum zu. Dabei kann eine Gasentwicklung beobachtet werden. Nach 15 min bei
0°C lasst man auf Raumtemperatur kommen. Nach 30 weiteren Minuten ist die
Gasentwicklung beendet und auf dem DC kein Edukt mehr zu erkennen.

Zur Aufarbeitung wird das Lésungsmittel am Rotationsverdampfer abdestilliert und der
olige braunliche Rickstand mit 5 mL Et,O gut verrieben. Man erhalt nach dem
Abfiltrieren einen weillen Feststoff, der aus CH,Cl/Et;O in feinen Nadeln

auskristallisiert.

M (C11H15N204F3) = 296.25 g/mol
Ausbeute: 95 mg (91%)

Smp.: 111 -112°C

IR (KBr):

v [em™ = 3092 m (N*-H); 2946 m, 2870 w (C-Haipn.); 1703 vs (C=0, Maleinimid); 1681
s (C=0, Trifluoracetat); 1533 w; 1475 w; 1445 m; 1409 s; 1365 w; 1207 s;
1174 s; 1133 s; 846 m; 836 m; 796 w; 722 w; 695 m.

@)

2
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IH-NMR (300 MHz; CD;0D):
5 [ppm] = 1.31 - 1.42 (m, 2H, 5-H); 1.56 - 1.71 (m, 4H, 4-H, 6-H); 2.91 (t, 2H, 7-H, %1 =
7.6 Hz): 3.52 (t, 2H, 3-H, %3 = 7.0 Hz); 6.81 (s, 2H, 1-H).

13C-NMR (75 MHz: CDs0OD):
5 [ppm] = 24.5 (C-5); 28.0/ 29.0 (C-4/ C-6); 38.1 (C-3); 41.0 (C-7); 135.4 (C-1);
172.7 (C-2).

Massenspektrum (EI): (M'= R-NH3")

miz = 183 (M™, 4.0%); 182 (M™*-H], 15%); 165 (32%): 164 (12%); 136 (16%):
110 (42%); 84 (100%); 83 (16%); 82 (17%); 69 (76%); 56 (18%); 54 (14%); 51 (28%);
50 (11%); 45 (16%).

Massenspektrum (El, Hochauflésung, M'= R-NH3"): ber.: 183.1133 u
gef.: 183.1126 u

Elementaranalyse: ber.: C 44.60 H5.10 N 9.46
gef.: C 44.52 H5.10 N 9.43

2.8  4-Methyl-piperazin-1-carbonséaure-{5-[3-(4-methyl-piperazin-1-
yl)-N-succinimido]-pentyl}-amid (18)

In einem trockenen 10 mL Schlenkrohr mit Stickstoffballon und Magnetrihrer werden
100 mg (208.22 g/mol; 0.48 mmol) 5-(N-Maleinimido)-pentylisocyanat (11) in 0.4 mL
Essigsaureethylester vorgelegt und Uber ein Septum 80 pL (122 mg; 100.17 g/mol;
0.72 mmol; 15 Aqu.; d = 0.902 g/cm® N-Methyl-piperazin in 0.3 mL
Essigsaureethylester zugespritzt, wobei zunachst ein weiller Niederschlag ausfallt.
Anschlie3end wird bei Raumtemperatur weitergerihrt. Der Niederschlag 16st sich nach
ca. 10 min wieder auf und nach 30 min ist auf dem Dinnschichtchromatogramm keine
Veranderung mehr erkennbar. Im IR-Spektrum ist die Isocyanatbande des Edukts bei

2280 cm™ verschwunden.
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Das Reaktionsgemisch wird am Rotationsverdampfer vom Ldsungsmittel befreit und
der Olige Rickstand mit 5 mL Et,O verrieben. Nach dem Abfiltrieren kann das Produkt
als weilder Feststoff isoliert werden.

Fur die Elementaranalyse werden 60 mg des Feststoffs an 2.2 g Aluminiumoxid
saulenchromatographisch (Fraktionen a 1 mL; EtOAc/MeOH 60:1) gereinigt. Man erhalt
so aus den Fraktionen 4-11 nach Entfernen des Ldsungsmittels 54 mg des

analysenreinen Produktes.

M (C20H36N6O3) = 408.55 g/mol
Ausbeute: 104 mg (53%)
Smp.: 98 - 100°C

IR (CH,Clp):

v [cm™] = 3470 m (N-H); 2940 m, 2850 m (C-Haipn.); 2800 m (-NCH3); 1705 vs (C=0,
Maleinimid); 1645 s (C=0, Harnstoff); 1520 s; 1455 m; 1400 m; 1370 m; 1350 m;
1290 m; 1240 m; 1165 m; 1145 m; 1110 w; 910 m.
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'H-NMR (300 MHz; CD3CN; T = 60°C):

5 [ppm] = 1.19 - 1.29 (m, 2H, 10-H); 1.40 - 1.57 (m, 4H, 9-H, 11-H); 2.18 (s, 3H, 1-H);
2.20 (s, 3H, 16-H); 2.27 (m, 4H, 15-H); 2.34 (m, 4H, 2-H); 2.42 - 2.49 (m, 2H, 3-H); 2.55
(dd, 1H, 5-H, 33 = 4.9 Hz, 2 = 18.1 Hz); 2.72 (dd, 1H, 5-H, %J = 8.9 Hz, 2J =
18.1 Hz); 2.71 - 2.78 (m, 2H, 3-H); 3.08 (dt, 2H, 12-H, 3J,3= 6.9 Hz, %Jonn = 5.5 Hz);
3.26 (m, 4H, 14-H); 3.41 (t, 2H, 8-H, 3J = 7.1 Hz); 3.74 (dd, H, 4-H,°J = 8.9 Hz, 21 = 4.9
Hz); 5.07 (br s, 1H, NH).
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3C-NMR (75 MHz; CDCly):

3 [ppm] = 24.1 (C-10); 27.5 (C-9); 29.6 (C-11); 31.0 (C-3); 38.2 (C-8); 40.7 (C-12); 43.7
(C-14); 46.0 (C-1); 46.2 (C-16); 48.9 (C-5); 54.7 (C-15); 54.9 (C-2); 62.3 (C-4); 157.8
(C-13); 175.1/ 176.0 (C-6/ C-7).

Massenspektrum (EI):

m/z = 409 (M+1]", 2.0%); 408 (M*, 8.5%); 309 (13%); 308 (37%); 110 (19%);
101 (41%); 100 (49%); 99 (58%); 98 (25%); 71 (21%); 70 (38%); 58 (100%);
57 (15%); 56 (30%); 55 (10%).

Massenspektrum (El) - Hochauflésung: M* : ber.: 408.2860 u
gef.: 408.2862 u

Elementaranalyse: ber.: C 58.80 H 8.88 N 20.57
gef.: C 58.58 H 8.79 N 20.29

2.9 4-Methyl-piperazin-1-carbonsaure-[5-(N-maleinimido)-pentyl]-
amid (19)
100 mg (208.22 g/mol; 0.48 mmol) 5-(N-Maleinimido)-pentylisocyanat (11) werden in

einem ausgeheizten und mit Stickstoff bellfteten 10 mL Schlenkrohr in 2.0 mL
Essigsaureethylester geldst und auf -15°C gekuhilt.

Uber ein Septum tropft man anschlieBend 53 L (48 mg; 100.17 g/mol; 0.48 mmol;
1 Aqu.; d = 0.902 g/cm3) N-Methyl-piperazin in 1.5 mL Essigsaureethylester wahrend
25 min zu. Es bildet sich allmahlich ein weilder Niederschlag und die
Reaktionsmischung wird nach beendeter Zugabe weitere 40 min bei -15°C magnetisch
geruhrt.

Man lasst auf Raumtemperatur kommen und destilliert das Losungsmittel am
Rotationsverdampfer ab. Der entstandene fahlgelbe Feststoff wird an 8.2 g
Aluminiumoxid mit EtOAc/MeOH 100:1 saulenchromatographisch gereinigt. Die
FraktionsgroRe betragt 8 mL. Auf diese Weise erhalt man aus den Fraktionen 8-14

nach Einrotieren und Trocknen an der Hochvakuum das Produkt als weiRen Feststoff.
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M (C15H24N403) = 308.38 g/mol

Ausbeute: 131 mg (89%)

Smp.: 138 - 139°C

DC(Alox): Rf=0.11 (CHCI3/MeOH 19:1); UV-aktiv und Anfarben im lod

IR (CH,Clp):

7 [cm™] = 3470 m (N-H); 3050 w (C-Hoer); 2980 m, 2940 m, 2860 m (C-Haiiph.);
2800 m (NCHs); 1715 vs (C=0, Maleinimid); 1650 vs (C=0, Harnstoff); 1520 vs;
1450 m; 1410 s; 1375 m; 1295 m; 1245 m; 1150 m; 1120 m; 1010 w; 830 m.

'"H-NMR (300 MHz; CDCl5):

5 [ppm] = 1.24 - 1.36 (m, 2H, 5-H); 1.49 - 1.66 (m, 4H, 4-H, 6-H); 2.32 (s, 3H, 11-H);
2.41 (m, 4H, 10-H); 3.21 (dt, 2H, 7-H, 3Js7= 7.0 Hz, *J7nu = 5.5 Hz); 3.39 (m, 4H, 9-H);
3.52 (t, 2H, 3-H, %3 = 7.1 Hz); 4.52 (t, 1H, NH, ®J7\n = 5.5 Hz); 6.69 (s, 2H, 1-H).

1BBC-NMR (75 MHz; CDCls):
5 [ppm] = 24.0 (C-5); 28.3/ 29.6 (C-4/ C-6); 37.5 (C-3); 40.7 (C-7); 43.6 (C-9);
46.1 (C-11); 54.7 (C-10); 134.1 (C-1); 157.7 (C-8); 170.9 (C-2).

Massenspektrum (EI):

m/z = 309 ([M+1]*, 22%); 308 (M, 100%); 252 (11%); 251 (20%); 209 (14%);
127 (11%); 110 (26%); 99 (18%); 98 (15%); 71 (46%); 70 (45%); 58 (37%); 56 (21%);
43 (19%); 42 (12%).

Elementaranalyse: ber.: C 58.42 H 7.85 N 18.17
gef.: C 58.78 H 7.99 N 18.02
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2.10 5-(N-Maleinimido)-pentanol (25)

In einem trockenen 500 mL Dreihalskolben mit Nj-Ballon, Ruckflusskihler und
Magnetrihrer werden 2.00 g (98.06 g/mol; 20.40 mmol) Maleinsdureanhydrid (1) in 150
mL Benzol gelost. Uber einen Tropftrichter tropft man wahrend 10 min unter Rihren
2.10 g (103.17 g/mol; 20.40 mmol; 1 Aqu.) 5-Amino-1-pentanol in 50 mL Benzol bei
Raumtemperatur zu. Die Lésung tribt sich und es bilden sich weil3e Schlieren an der
Glaswand. Nach 1 h bei Raumtemperatur werden 4.59 g
(225.19 g/mol; 20.40 mmol; 1 Aqu.) trockenes ZnBr, auf einmal zugegeben und die
Reaktionsmischung zum Sieden erhitzt. Wahrendessen werden Uber einen weiteren
Tropftrichter innerhalb 30 min 6.34 mL (4.91g; 160.41 g/mol; 30.59 mmol; 1.5 Aqu.;
d = 0.774 g/cm®) HMDS in 50 mL Benzol zugetropft. Der weite amorphe Riickstand an
der Glaswand beginnt sich dabei allmahlich zu I6sen und nach 1.5 h bei 80°C werden
weitere 2.11 mL (0.5 Aqu.) HMDS in 10 mL Benzol zu der Mischung zugetropft. Man
belasst das Reaktionsgemisch insgesamt 4 h unter kraftigem Ruhren am Ruckfluss.

Nach dem Abkuhlen wird das Losungsmittel am Rotationsverdampfer abdestilliert, der
gelbe, Olige Ruckstand mit 50 mL 1N HCI aufgenommen und 15 min bei
Raumtemperatur gerthrt. AnschlieRend extrahiert man die wassrige Phase dreimal mit
100 mL Essigsaureethylester und wascht die vereinigten organischen Phasen je einmal
mit 100 mL gesattigter NaHCO3-Ldsung und 100 mL gesattigter NaCl-Lésung. Nach
Trocknen Uber MgSQ., Abfiltrieren Uber Watte und Einrotieren erhalt man ein
fahlgelbes, festes Rohprodukt, das sdulenchromatographisch an 9 g Kieselgel gereinigt
wird. Als FlieBmittel dient Hexan/EtOAc 1:1. Aus den jeweils 9 mL fassenden
Fraktionen 8-15 kann nach Abdestillieren des Losungsmittels und Trocknen am

Hochvakuum das Produkt als weiler Feststoff isoliert werden.
M (CgH13NO3) = 183.21 g/mol

Ausbeute: 2.21 g (76%)

Smp.: 46 - 47°C

DC: Rf=0.18 (Hexan/EtOAc 1:1); UV-aktiv und Anfarben im lod
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IR (CH,Cl):
v [em™ = 3620 m, 3470 w (O-H); 3070 w (C-Hoier); 2950 m, 2870 m (C-Hajpn.);
1715 vs (C=0, Maleinimid); 1525 w; 1450 m; 1410 s; 1370 m; 1250 w; 1145 m;

1120 w; 1050 w; 830 s.
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'H-NMR (300 MHz; CDCl5):
5 [ppm] = 1.31 - 1.42 (m, 2H, 5-H); 1.55 - 1.68 (m, 4H, 4-H, 6-H); 3.53 (t, 2H, 3-H, %J=
7.1 Hz); 3.63 (t, 2H, 7-H, °J = 6.4 Hz); 6.69 (s, 2H, 1-H).

1BBC-NMR (75 MHz; CDCls):
5 [ppm] = 22.9 (C-5); 28.3(C-4); 32.1 (C-6); 37.7 (C-3); 62.6 (C-7); 134.1 (C-1);
170.9 (C-2).

Massenspektrum (El):
m/z = 183 (M*, 3.8%); 111 (28%); 110 (100%); 99 (44%); 98 (14%); 85 (35%);
83 (10%); 82 (25%); 80 (10%); 68 (15%); 55 (30%); 54 (13%).

Elementaranalyse: ber.: C 59.00 H7.15 N 7.65
gef.: C 68.79 H 7.29 N 7.66

2.11 Allgemeine Methode zur Darstellung der Carbamate 26 bis 28:

In einem trockenen 10 mL Schlenkrohr mit Stickstoffballon, Septum und Magnetrthrer
I6st man 0.82 mmol des betreffenden lIsocyanats (26: 109 mg (133.15 g/mol)
Benzylisocyanat; 27: 81 mg (99.13 g/mol) t-Butylisocyanat; 28: 98 mg (119.12 g/mol)
Phenylisocyanat) in 1.2 mL CHyCl, und spritzt 52 yL (45 mg; 108.64 g/mol;
0.41 mmol; 0.5 Aqu.; 0.859 g/cm®) technisches Me3SiCl zu. AnschlieRend wird unter
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Rihren eine Lésung von 150 mg (183.21 g/mol; 0.82 mmol; 1Aqu.) 5-(N-Maleinimido)-
pentanol (25) in 0.8 mL CHCl, bei Raumtemperatur zugetropft. Nach 6 h Ruhren bei
Raumtemperatur ist der Alkohol verbraucht (DC) und das Ldsungsmittel wird am

Rotationsverdampfer abdestilliert.

2.11.1 Benzyl-carbaminsaure-5-(N-maleinimido)-pentylester (26)

Der fahlgelbe, feste Rickstand wird an 9 g Kieselgel mit Hexan/EtOAc 5:2
chromatographiert. Es werden Fraktionen a 9 mL gesammelt. Aus den Fraktionen
6-16 erhalt man nach Einrotieren und Trocknen am Hochvakuum das Produkt als

weillen Feststoff.

M (C17H20N204) = 316.36 g/mol

Ausbeute: 240 mg (93%)

Smp.: 69 - 70°C
DC: Rt = 0.30 (Hexan/EtOAc 1:1); UV-aktiv und Anfarben im lod
IR (CH,Cl,):

U [cm™] = 3430 m (N-H); 3030 W (C-Hper.); 2940 m, 2870 w (C-Haipn); 1715 vs (C=0,
Urethan; C=0, Maleinimid); 1505 s; 1400 s; 1360 m; 1330 w; 1220 s; 1145 m;

1045 m; 825 s.
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'H-NMR (300 MHz; CDCl3):

5 [ppm] = 1.26 - 1.40 (m, 2H, 5-H); 1.56 - 1.68 (m, 4H, 4-H, 6-H); 3.51 (t, 2H, 3-H, °J =
7.2 Hz); 4.07 (t, 2H, 7-H, ®J = 6.4 Hz); 4.35 (d, 2H, 9-H, *Jgnu = 6.0 Hz); 5.14 (br s, 1H,
NH); 6.66 (s, 2H, 1-H); 7.23 - 7.36(m, 5H, Harom).
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3C-NMR (75 MHz; CDCly):

5 [ppm] = 23.2 (C-5); 28.1/ 28.4 (C-4/ C-6); 37.6 (C-3); 45.0 (C-9); 64.8 (C-7); 127.4/
127.5 (C-11/ C-13); 128.66 (C-12); 134.1 (C-1); 138.6 (C-10); 156.7 (C-8);
170.8 (C-2).

Massenspektrum (EI):

m/z = 317 ([M+1]*, 0.6%); 316 (M*, 4.9%); 150 (19%); 133 (92%); 132 (41%);
111 (15%); 110 (63%); 107 (10%); 106 (37%); 105 (36%); 104 (54%); 99 (19%);
92 (10%); 91 (100%); 85 (17%); 82 (16%); 81 (10%); 79 (12%); 78 (30%); 77 (47%); 69
(21%); 68 (13%); 67 (10%); 65 (26%); 55 (19%); 51 (33%); 50 (19%).

Elementaranalyse: ber.: C 64.54 H6.37 N 8.86
gef.: C 64.30 H6.43 N 8.85

2.11.2 tert-Butyl-carbaminsaure-5-(N-maleinimido)-pentylester (27)

Das Rohprodukt wird an 7.2 g Kieselgel (Hexan/EtOAc 5:2; Fraktionen zu 6 mL)
saulenchromatographisch gereinigt. Aus den Fraktionen 4-8 wird nach Abdestillieren
des Losungsmittels und Trocknen am Hochvakuum das Produkt als farbloser Feststoff

isoliert.

M (C14H22N204) =282.34 g/mol

Ausbeute: 203 mg (88%)

Smp.: 38 -39°C
DC: R¢ = 0.53 (Hexan/EtOAc 1:1); UV-aktiv und Anfarben im lod
IR (CH,Cly):

v [em™ = 3450 m (N-H); 3060 w (C-Hoier); 2980 m; 2950 m; 2880 w (C-Hajpn.);
1715 vs (C=0, Urethan; C=0, Maleinimid); 1510 s; 1460 m; 1415 s; 1400 m; 1370 m;
1210 s; 1155 m; 1095 s; 915 w; 835 s.
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'H-NMR (300 MHz; CDCls):

5 [ppm] = 1.26 - 1.39 (m, 2H, 5-H); 1.32 (s, 9H, 10-H); 1.57 - 1.67 (m, 4H, 4-H, 6-H);
3.52 (t, 2H, 3-H, %3 = 7.2 Hz); 3.99 (t, 2H, 7-H, ®J = 6.3 Hz); 4.69 (br s, 1H, NH); 6.69 (s,
2H, 1-H).

13C-NMR (75 MHz; CDCl5):
5 [ppm] = 23.3 (C-5); 28.2/ 28.5 (C-4/ C-6); 29.0 (C-10); 37.7 (C-3); 50.2 (C-9);
63.8 (C-7); 134.1 (C-1); 155.1 (C-8); 170.8 (C-2).

Massenspektrum (ED:
m/z = 283 ([M+1]+, 17%); 267 (27%); 227 (55%); 185 (16%); 184 (100%); 166 (29%).

Elementaranalyse: ber.: C 59.56 H 7.85 N 9.92
gef.: C 59.30 H 7.89 N 9.91

2.11.3 Phenyl-carbaminsaure-5-(N-maleinimido)-pentylester (28)

Der hellgelbe Rickstand wird an 7.3 g Kieselgel mit Toluol/EtOAc 10:1
chromatographiert. Es werden Fraktionen a 7 mL genommen. Aus den Fraktionen
6-13 kann nach Eindampfen und Trocknen am Hochvakuum das Produkt als weiler
Feststoff isoliert werden.

M (C16H18N204) = 302.33 g/mol

Ausbeute: 194 mg (78%)

Smp.: 85-86°C
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DC: R¢ = 0.20 (Toluol/EtOAc 9:1); UV-aktiv und Anfarben im lod

IR (CH,Cl,):

v [cm™] = 3420 m (N-H); 3020 w (C-Hoper.); 2940 m, 2870 w (C-Hajipn); 1710 vs (C=0,
Urethan; C=0, Maleinimid); 1590 m; 1515 s; 1400 m; 1360 w; 1310 m; 1210 s;
1155 m; 1060 m; 830 m.
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'"H-NMR (300 MHz; CDCl5):

5 [ppm] = 1.36 - 1.47 (m, 2H, 5-H); 1.60 - 1.75 (m, 4H, 4-H, 6-H); 3.55 (t, 2H, 3-H, *J =
7.3 Hz); 4.15 (t, 2H, 7-H, %J = 6.3 Hz); 6.69 (s, 2H, 1-H); 6.90 (br s, 1H, NH); 7.05 (t,
1H, 12-H); 7.30 (m, 2H, 11-H); 7.41 (m, 2H, 10-H).

®C-NMR (75 MHz; CDCly):
5 [ppm] = 23.4 (C-5); 28.0/ 28.1 (C-4/ C-6); 37.6 (C-3); 65.1 (C-7); 118.6 (C-10);
123.3 (C-12); 129.0 (C-11); 134.1 (C-1); 138.1 (C-9); 153.6 (C-8); 170.9 (C-2).

Massenspektrum (El):
m/z = 303 ([M+1]+, 6.1%); 302 (M*, 34%); 137 (11%); 120 (14%); 119 (100%);
110 (99%); 98 (13%); 93 (43%); 91 (12%); 82 (11%); 69 (12%).

Elementaranalyse: ber.: C 63.57 H 6.00 N 9.27
gef.: C 63.31 H 5.96 N 9.13

2.12 Carbaminsaure-5-(N-maleinimido)-pentylester (29)

In einem ausgeheizten 10 mL Schlenkrohr mit Ny-Ballon werden 150 mg
(183.21 g/mol; 0.82 mmol; 1 Aqu.) des Alkohols 25 in 2.0 mL CH.CI, vorgelegt und auf
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-30°C gekiihlt. Uber ein Septum tropft man nun unter magnetischem Rihren 86 pL
(139 mg; 141.53 g/mol; 0.98 mmol; d = 1.62 g/cm®) Chlorsulfonylisocyanat zu. Nach 30
min bei -30°C lasst man auf Raumtemperatur kommen, destilliert das Losungsmittel ab
und nimmt den festen Ruckstand in 10 mL H,O auf.

Man extrahiert dreimal mit je 10 mL CHCI3; und wascht die vereinigten organischen
Phasen je einmal mit 15 mL geséattigter NaHCO3-Losung und 15 mL gesattigter NaCl-
Ldsung. Nach Trocknen Uber MgSOQO,, Abfiltrieren Uber Watte und Einrotieren erhalt
man das gemaR "H-NMR-Spektrum reine Produkt als weilen Feststoff.

Ein Teil (90 mg) wird fur die Elementaranalyse weiter saulenchromatographisch an
2.7 g Kieselgel mit Et,0O als Laufmittel gereinigt. Die FraktionsgrofRe betragt 3 mL. Aus
den Fraktionen 5-13 wird nach Eindampfen und Trocknen am Hochvakuum das

analysenreine Produkt als weiller Feststoff isoliert.
M (C10H14N204) =226.23 g/mol

Ausbeute: 141 mg (76%)

Smp.: 104 - 105°C
DC: R¢ = 0.18 (Et,0); UV-aktiv und schwaches Anfarben im lod
IR (CH,Cl,):

v [em™ = 3530 m, 3440 m (N-H); 3030 w (C-Hoper); 2950 m, 2870 w (C-Hajpn.);
1715 vs (C=0, Urethan; C=0, Maleinimid); 1580 m; 1400 s; 1340 s; 1150 w; 1110 m;

1080 m; 830 s.
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'H-NMR (300 MHz; CDCly):
5 [ppm] = 1.31 - 1.42 (m, 2H, 5-H); 1.58 - 1.70 (m, 4H, 4-H, 6-H); 3.53 (t, 2H, 3-H, %J =
7.3 Hz); 4.04 (t, 2H, 7-H, 3J = 6.4 Hz); 4.82 (br s, 2H, NH,); 6.70 (s, 2H, 1-H).
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1BC-NMR (75 MHz; CDCls):
5 [ppm] = 23.2 (C-5); 28.1/ 28.3 (C-4/ C-6); 37.7 (C-3); 64.9 (C-7); 134.1 (C-1);
157.1 (C-8); 170.9 (C-2).

Massenspektrum (EI):

m/z = 227 ([M+1]", 0.2%); 226 (M*, 1.0%); 165 (16%); 111 (23%); 110 (100%);
99 (32%); 98 (16%); 85 (21%); 84 (10%); 82 (24%); 68 (25%); 67 (10%); 55 (12%);
54 (13%).

Elementaranalyse: ber.: C 53.09 H 6.24 N 12.38
gef.: C 53.28 H 6.07 N 12.30

2.13 Allgemeine Methode zur Darstellung der Thiourethane 30, 31
und 32:

In einem trockenen 10 mL Schlenkrohr mit RuUckflusskihler, Magnetrihrer und
N2-Ballon werden 150 mg (183.21 g/mol; 0.82 mmol) 5-(N-Maleinimido)-pentanol (25)
in 2 mL Benzol vorgelegt, 0.35 mL (254 mg; 101.19 g/mol; 2.51 mmol; 3.1 Aqu.;
d = 0.727 g/cm®) Triethylamin zugetropft und schlieRlich 1.08 mmol (1.5 Aqu.) des
jeweiligen Thioisocyanats (30: 146 mg (135.19 g/mol) Phenylisothiocyanat;
31: 161 mg (149.22 g/mol) Benzylisothiocyanat; 32: 79 mg (73.12 g/mol) Methyl-
isothiocyanat) zugegeben. Man erhitzt die Reaktionsmischung zum Ruckfluss und
verfolgt den Verlauf der Reaktion per Dinnschichtchromatographie.

2.13.1 Phenylthiocarbaminsaure-5-(N-maleinimido)-pentylester (30)

Nach 3.5 h bei 80°C ist das Edukt 25 (DC) verbraucht. Man verdinnt das
Rektionsgemisch nach dem Abkuhlen mit 20 mL Toluol und wascht jeweils mit 10 mL
1N HCI, 10%iger NaCl-Losung und gesattigter NaCl-Lésung. Man trocknet die
organische Phase uUber MgSOQy, filtriert GUber Watte und rotiert das Losungsmittel ein.
Das so erhaltene gelbe Ol wird siulenchromatographisch (7 g Kieselgel; Fraktionen
a 7 mL; Hexan/ Et,O 1:1) gereinigt. Aus den Fraktionen 11-17 wird nach dem
Einrotieren und Trocknen am Hochvakuum ein weil3er Feststoff isoliert.
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M (C16H18N2803) =318.40 g/mol

Ausbeute: 86 mg (33%)

Smp.: 68 - 69°C
DC: R¢ = 0.21 (Hexan/Et,0O 1:1); UV-aktiv und Anfarben im lod
IR (CH,Cl,):

U [em™] = 3400 m, 3300 w (N-H); 3040 w (C-Hoer); 2950 m, 2870 w (C-Haiipn.);
1715 vs (C=0, Maleinimid); 1595 m; 1515 s; 1405 s; 1370 s; 1345 m; 1185 s (C=S);
1110 w; 1045 m; 830 s.
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'H-NMR (300 MHz; CDCls):
5 [ppm] = 1.36 - 1.46 (m, 2H, 5-H); 1.60 - 1.69 (m, 2H, 4-H); 1.76 - 1.86 (m, 2H, 6-H);
3.53 (t, 2H, 3-H, 3J = 7.1 Hz); 4.54 (m, 2H, 7-H); 6.68 (s, 2H, 1-H); 7.15 -7.37 (m, 5H,
Harom.); 8.47 (br's, 1H, NH).

13C-NMR (75 MHz: CDCly):
5 [ppm] = 23.3 (C-5); 27.8/ 28.1 (C-4/ C-6); 37.6 (C-3); 72.5 (C-7); 121.6 (C-10);
125.6 (C-12); 129.0 (C-11); 134.1 (C-1); 137.1 (C-9); 170.8 (C-2); 188.7 (C-8).

Massenspektrum (ED:
m/z = 319 ([M+1]", 0.8%); 318 (M", 4.9%); 153 (23%); 136 (12%); 135 (100%);
120 (10%); 111 (14%); 110 (55%); 99 (19%); 85 (14%); 82 (12%); 77 (33%).

Elementaranalyse: ber.: C 60.36 H5.70 N 8.80 S 10.07
gef.: C 60.32 H 5.85 N 8.69 S 9.70
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2.13.2 Benzylthiocarbaminsaure-5-(N-maleinimido)-pentylester (31)

Nach 10 h bei 80°C gibt man 20 mL Toluol zu und wascht jeweils mit 10 mL 1N HCI,
10%iger NaCl-Lésung und gesattigter NaCl-Losung. Man trocknet die organische
Phase Uber MgSO,, filtriert Uber Watte und entfernt das Ldsungsmittel am
Rotationsverdampfer. Das zurlickbleibende gelbe Ol wird durch Chromatographie an 9
g Kieselgel (Fraktionen a 9 mL; Hexan/Et,O 1:1) gereinigt. Nach dem Einrotieren und
Trocknen am Hochvakuum kann man aus den Fraktionen 10 —14 einen weil3en

Feststoff isolieren.

M (C17H20N2803) =332.42 g/mol

Ausbeute: 43 mg (17%)

Smp.: 76 -77°C
DC: R¢ = 0.15 (Hexan/Et,O 1:1); UV-aktiv und Anfarben im lod
IR(CH,Cl5):

7 [em™ = 3390 m (N-H); 3030 w (C-Hoier); 2950 m, 2870 w (C-Haiiph.); 1710 vs (C=0,
Maleinimid); 1505 s; 1400 s; 1345 m; 1180 s (C=S); 1110 w; 830 s.
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'H-NMR (300 MHz; CDCls):

5 [ppm] = 1.30 - 1.44 (m, 2H, 5-H); 1.55 - 1.75 (m, 4H, 4-H, 6-H); 3.49 (E-Isomer, t,
0.8H, 3-H, 3J = 7.2 Hz); 3.54 (Z-lsomer, t, 1.2H, 3-H, 3J = 7.2 Hz); 4.43 (E-Isomer, d,
0.8H, 9-H, *Jonn = 5.4 Hz); 4.44 (Z-lsomer, t, 1.2H, 7-H, 3J = 6.3 Hz); 4.48 (E-Isomer, t,
2H, 7-H, 3J = 6.3 Hz); 4.75 (Z-Isomer, d, 1.2H, 9-H, Jonn = 5.5 Hz); 6.67 (s, 2H,
1-H); 6.96 (br s, 1H, NH); 7.23 - 7.38 (m, 5H, Harom.)-
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C-NMR (75 MHz; CDCly):

0 [ppm] = 23.1/ 23.3 (E/Z-Isomere C-5); 27.9/ 28.1/ 28.1/ 28.2 (E/Z-Isomere C-4/ C-6);
37.6 (C-3); 47.2/ 49.3 (E/Z-lsomere C-9); 70.5/ 71.8 (E/Z-Isomere C-7); 127.5/ 127.8/
127.9/ 128.0/ 128.8/ 128.9 (E/Z-Isomere C-11/ C-12/ C-13); 134.1 (C-1); 136.6/ 136.9
(E/Z-1somere C-10); 170.84 (C-2); 189.9/190.9 (E/Z-Isomere C-8).

Massenspektrum (El):
m/z = 332 (M", 1.2%); 149 (21%); 91 (100%); 65 (10%).

Elementaranalyse: ber.: C 51.42 H 6.07 N 8.43 S 9.65
gef.: C 51.54 H6.15 N 8.44 S9.94

2.13.3 Methylthiocarbaminsaure-5-(N-maleinimido)-pentylester (32)

Nach 24 h am Ruckfluss wird das Gemisch mit 20 mL Toluol verdinnt und jeweils
einmal mit 10 mL 1N HCI, 10%iger NaCl-Lésung und gesattigter NaCl-Losung
gewaschen. Die organische Phase wird Uber MgSO, getrocknet, filtriert und vom
Ldosungsmittel befreit. Den hellgelben o6ligen Rulckstand chromatographiert man
anschlieBend an 6.3 g Kieselgel. Als Laufmittel dient Hexan/Et,O 1:2. Die
FraktionsgroRe betragt 7 mL. Aus den Fraktionen 7—12 kann das Produkt als farbloses
Ol isoliert werden.

M (C11H16N2803) = 256.33 g/mol
Ausbeute: 53 mg (25%)

DC: R¢ = 0.22 (Hexan/Et,0O 1:2); UV-aktiv und Anfarben im lod

IR(CH,Cl):
v [em™ = 3405 m (N-H); 3060 w; 2950 m; 2870w; 1715 vs (C=0, Maleinimid);
1520 s; 1450 m; 1410 s; 1360 s; 1220 s; 1155 s (C=S); 1115 m; 1065 m; 830 s.
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'H-NMR (300 MHz; CDCls):

5 [ppm] = 1.34 - 1.45 (m, 2H, 5-H); 1.59 - 1.84 (m, 4H, 4-H, 6-H); 2.87 (E-Isomer, d,
0.96H, 9-H, 3Jgnn = 5.1 Hz); 3.09 (Z-Isomer, d, 2.04 H, 9-H, 3Jonn = 5.1 Hz); 3.53 (Z-
Isomer, t, 1.36H, 3-H, 3J = 7.3 Hz); 3.54 (E-lsomer, t, 0.64H, 3-H, 3J = 7.2 Hz); 4.41 (Z-
Isomer, t, 1.36H, 7-H, J = 6.3 Hz); 4.47 (E-lsomer, t, 0.64H, 7-H, *J = 6.6 Hz); 6.49 (br
s, 1TH, NH); 6.70 (s, 2H, 1-H).

®C-NMR (75 MHz; CDCly):

O [ppm] = 23.1/ 23.4 (E/Z-lsomere C-5); 27.9/ 28.1/ 28.2/ 28.2 (E/Z-Isomere C-4/ C-6);
29.7/ 31.8 (E/Z-Isomere C-9); 37.6 (C-3); 70.4/ 71.6 (E/Z-Isomere C-7); 134.1 (C-1);
170.9 (C-2); 190.6/ 191.4 (E/Z-Isomere C-8).

Massenspektrum (El):
m/z = 257 ([M+1]", 2.0%); 256 (M*, 12%); 166 (14%); 165 (68%); 111 (21%);
110 (100%); 98 (16%); 92 (70%); 82 (13%); 74 (13%); 68 (19%); 58 (17%).

Elementaranalyse: ber.: C 51.54 H 6.29 N 10.93 S 12.51
gef.: C 51.78 H 6.35 N 10.82 S12.08

2.14 Ethyl-[5-(N-maleinimido)-pentyl]-kohlensaurediester (33)

In einem ausgeheizten 10 mL Schlenkrohr mit Magnetrihrer und Stickstoffballon
werden 477 pL (89 mg; 98.92 g/mol; 0.90 mmol; 1.1 Aqu.) einer 20%igen Lésung von
Phosgen in Toluol vorgelegt. Anschliel3end tropft man langsam Uber 45 min bei 0°C
eine Mischung von 150 mg (183.21 g/mol; 0.82 mmol; 1 Aqu.) 5-(N-Maleinimido)-
pentanol (25) und 125 pL (119 mg; 121.18 g/mol; 0.98 mmol; 1.2 Aqu.;
d = 0.956 g/cm®) N,N-Dimethylanilin in 0.6 mL Toluol zu und lasst 2 h bei 0°C riihren,
bis der Alkohol (DC) verbraucht ist.
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Das uberschiussige Phosgen wird durch Durchleiten eines Stickstoffstroms aus der
Lésung entfernt und man gibt 114 L (109 mg; 121.18 g/mol; 0.90 mmol; 1.1 Aqu.;
d = 0.956 g/cm®) N,N-Dimethylanilin zu. Nun werden 72 uL (57 mg ; 46. 07 g/mol;
1.23 mmol; 1.5 Aqu.; d = 0.790 g/cm®) Ethanol zugetropft und die Reaktionslésung
uber Nacht bei Raumtemperatur geruhrt.

Man verdunnt mit 10 mL Essigsaureethylester und wascht mit jeweils 5 mL 1N HCI,
10%iger NaCl-Losung und gesattigter NaCl-Losung. Nach dem Trocknen tber MgSO,4
und Filtrieren wird das Lésungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt.

Das erhaltene Ol wird durch Chromatographie (Hexan/Et,O 1:1; Fraktionen a 7 mL) an
7 g Kieselgel gereinigt. Aus den Fraktionen 8-12 wird nach Einrotieren und Trocknen
am Hochvakuum eine farblose Flussigkeit isoliert, die bei —30°C allmahlich zu einen

weillen Feststoff erstarrt.

M (C12H17NOs) = 255.27 g/mol

Ausbeute: 156 mg (75%)

Smp.: 32 -33°C
DC: R¢ = 0.23 (Hexan/Et,0O 1:1); UV-aktiv und Anfarben im lod
IR (CH,Cly):

v [em™] = 3060 w (C-Hoper.); 2980 m; 2880 w (C-Haipn); 1745 vs (C=0, Kohlensaure-
ester); 1715 vs (C=0, Maleinimid); 1600 w; 1470 m; 1450 m; 1415 s; 1370 m; 1270 s;
1160 m; 1120 m;1015 m; 960 w; 915 w; 885 w; 835 s; 800 m.
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'H-NMR (300 MHz; CDCl5):

5 [ppm] = 1.26 - 1.43 (m, 2H, 5-H); 1.31 (t, 3H, 10-H, 3Jg10 = 7.2 Hz); 1.58 - 1.74 (m,
4H, 4-H, 6-H); 3.53 (t, 2H, 3-H, 3J = 7.2 Hz); 4.11 (t, 2H, 7-H, %J = 6.5 Hz); 4.20 (q, 2H,
9-H, 3Jgi10= 7.2 Hz); 6.70 (s, 2H, 1-H).
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1BC-NMR (75 MHz; CDCls):
5 [ppm] = 14.3 (C-10); 23.0 (C-5); 28.2/ 28.2 (C-4/ C-6); 37.7 (C-3); 63.9 (C-9);
67.5 (C-7); 134.1 (C-1); 155.2 (C-8); 170.8 (C-2).

Massenspektrum (El):
m/z = 256 ([M+1]", 0.4%); 255 (M*, 3.4%); 166 (10%); 165 (36%); 137 (11%);
136 (17%); 111 (19%); 110 (100%); 99 (16%); 98 (13%); 82 (14%); 68 (14%).

Elementaranalyse: ber.: C 56.46 H6.71 N 5.49
gef.: C 56.51 H6.76 N 5.51

2.15 3-Fluor-4-morpholin-N-yl-nitrobenzol (40)

In einem trockenem 50 mL Schlenkkolben mit Magnetrihrer und Stickstoffballon
werden 658 pL (658 mg; 87.12 g/mol; 7.55 mmol; 1.2 Aqu.) Morpholin in 35 mL
Essigsaureethylester gelést und 1.29 mL (976 mg; 129.25 g/mol; 7.55 mmol; 1.2 Aqu.;
d = 0.755 g/cm®) N,N-Diisopropylethylamin zugegeben. AnschlieRend tropft man
langsam 665 pL (1.00 g; 159.09 g/mol; 6.29 mmol; 1 Aqu.; d = 1.503 g/cm®)
3,4-Difluornitrobenzol zu und lasst 24 h bei Raumtemperatur riihren. Man verdiinnt das
Reaktionsgemisch mit 120 mL Essigsaureethylester und wascht mit 60 mL H,O. Die
wassrige Phase wird zweimal mit 30 mL Essigsaureethylester extrahiert und die
vereinigten organischen Phasen werden Uber MgSO,4 getrocknet. Nach Abfiltrieren und
Entfernen des Ldsungsmittels am Rotationsverdampfer wird der erhaltene gelbe
Feststoff an 33 g Kieselgel saulenchromatographisch gereinigt. Als Laufmittel dient
Toluol/EtOAc 40:1, die FraktionsgroRe betragt 40 mL. Die Fraktionen 4-12 enthalten
das Produkt, das nach Einrotieren und Trocknen am Hochvakuum als gelber Feststoff

isoliert wird.
M (C10H11FN203) =226.21 g/mol
Ausbeute: 1.066 g (75%)

Smp.: 109 -110°C
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DC: R¢ = 0.23 (Toluol/EtOAc 30:1); UV-aktiv und Anfarben im lod

IR (CH,Cly):
7 [em™] = 3080 w, 3060 W (C-Harom.); 2960 w, 2900 w, 2860 m (C-Haipn.); 1600 s

(C=Carom.); 1510 vs (Ar-NO3); 1450 m; 1335 vs (Ar-NOy); 1240 s; 1210 m; 1120 s ;
1080 m; 1045 w; 950 m; 920 m; 885 w; 820 w; 810 m.

'H-NMR (400 MHz; CDCl5):

5 [ppm] = 3.29 (m, 4H, 7-H); 3.88 (m, 4H, 8-H); 6.94 (dd, 1H, 5-H; Js/s = 8.9 Hz, *J5r =
8.9 Hz); 7.91(dd, 1H, 2-H, 3Jye = 13.1 Hz, *Jy6 = 2.8 Hz); 7.99 (ddd, 1H, 6-H, 3Js6 = 8.9
Hz, “Ja6 = 2.8 Hz, °Jer = 1.2 Hz).

13C-NMR (100 MHz; CDCly):

5 [ppm] = 49.8/ 49.9 (C-7); 66.6 (C-8); 112.6 (d, C-2, 2Jyr = 25.9 Hz); 116.9 (d, C-5,
*Js/r = 3.8 Hz); 121.0 (d, C-6, *Jgr = 3.1 Hz); 140.9 (d, C-4, 2J4r = 9.2 Hz); 145.5 (d, C-
1, 3Jyr = 7.6 Hz); 153.2 (d, C-3, "J3r = 249 Hz).

Massenspektrum (El):
m/z = 227 (IM+1]", 8.1%); 226 (M*, 83%); 168 (100%); 138 (19%); 122 (12%).

2.16 3-Fluor-4-morpholin-N-yl-anilin (34)

In einer Hydrierapparatur werden 900 mg Palladium/Aktivkohle (10%; 1.1fache Menge
der zu hydrierenden Substanz) in 18.5 mL Essigsaureethylester bei Raumtemperatur
vorgelegt und 30 min vorhydriert. Anschlie3end spritzt man eine Losung von 800 mg
(226.21 g/mol; 3.54 mmol) 38 in 6 mL Essigsaureethylester Uber ein Septum zu und
verfolgt die Wasserstoffaufnahme. Innerhalb 45 min werden 238 mL H; (100% der

Theorie) aufgenommen.
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Man filtriert die Suspension Uber einen Glasfiltertrichter (P4), wascht zweimal mit 5 mL
Essigsaureethylester nach. Nach Abdestillieren des LoOsungsmittels am
Rotationsverdampfer und Trocknem am Hochvakuum erhalt man das Produkt als

weillen Feststoff.

M (C1oH13FN2O) = 196.23 g/mol

Ausbeute: 598 mg (86%)

Smp.: 120 -121°C
DC: R¢ = 0.22 (Toluol/EtOAc 2:1); UV-aktiv und Anfarben im lod
IR (CH,Cly):

v [cm'1] = 3460 m, 3380 m (N-H); 3040 w (C-Harom.); 2960 m, 2900 w, 2860 m,
2820 m (C-Haipn.); 1630 m (C=Carom.); 1580 s; 1510 s; 1450 m; 1375 w; 1310 w;
1300 w; 1220 m; 1160 m; 1120 s ; 1070 w; 1045 w; 965 w; 920 m; 845 w; 810 m.

'H-NMR (400 MHz: CDCly):
5 [ppm] = 2.96 (m, 4H, 7-H); 3.57 (br s, 2H, NH,); 3.85 (m, 4H, 8-H); 6.38 — 6.45 (m,
2H, 2-H, 6-H); 6.77 -6.81 (m, 1H, 5-H).

®C-NMR (100 MHz; CDCly):

5 [ppm] = 51.7/ 51.8 (C-7); 67.2 (C-8); 103.9 (d, C-2, “Jp¢ = 23.65 Hz); 110.6 (d, C-6,
*Je/r = 3.1 Hz); 120.3 (d, C-5, *J5r = 4.6 Hz); 131.8 (d, C-4, 2J4r = 9.2 Hz); 142.7 (d, C-
1, 3Jye = 9.9 Hz); 156.8 (d, C-3, Y3 = 245 Hz).

Massenspektrum (El):
m/z = 197 ([M+1]+, 9.6%); 196 (M*, 100%); 138 (54%); 137 (14%).
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Elementaranalyse: ber.: C 61.21 H 6.68 N 14.28
gef.: C 60.90 H6.72 N 14.07

2.17 N-(3-Fluor-4-morpholin-N-yl-phenyl)-N"-[5-(N-maleinimido)-
pentyl]-harnstoff (35)

In einem trockenen 10 mL Schlenkrohr mit Stickstoffballon, Septum und Magnetrthrer
I6st man 100 mg (208.22 g/mol; 0.48 mmol) 11 in 1.2 mL Essigsaureethylester und
spritzt 30 pL (26 mg; 108.64 g/mol; 0.24 mmol; 0.5 Aqu.; 0.859 g/cm?®) technisches
Me3SiCl zu. AnschlieRend wird unter Ruhren eine Lésung von 94 mg (196.23 g/mol;
0.48 mmol; 1Aqu.) des Amins 34 in 0.8 mL Essigsaureethylester bei Raumtemperatur
zugetropft, wobei allmahlich ein Niederschlag ausfallt. Nach 30 min Rlhren bei
Raumtemperatur sind die Edukte verbraucht (DC) und das L&sungsmittel wird am
Rotationsverdampfer abdestilliert.

Der hellgelbe, dlige Ruckstand wird saulenchromatographisch (EtOAc/MeOH 30:1;
Fraktionen a 5 mL) an 4.5 g Kieselgel gereinigt. Aus den Fraktionen 7-16 wird das
Produkt nach Abdestillieren des Losungsmittels und Trocknen am Hochvakuum als

weiler Feststoff isoliert.
M (C20H25FN404) =404.44 g/mol

Ausbeute: 96 mg (50%)

Smp.: 153-155°C
DC: R¢ = 0.22 (EtOAc/MeOH 30:1); UV-aktiv und Anfarben im lod
IR (KBr):

7 [cm] = 3120 w (N-H); 2935 m, 2860 m (C-Haiipn.); 1707 vs (C=0, Harnstoff, C=0,
Maleinimid); 1645 s; 1598 m; 1556 m; 1514 s; 1449 w; 1411 m; 1376 w; 1314 w;
1251 w; 1222 m; 1165 w; 1117 m; 1047 w; 926 w; 828 w.
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'H-NMR (300 MHz; DMSO-d6):

5 [ppm] = 1.18 - 1.27 (m, 2H, 5-H); 1.37 - 1.55 (m, 4H, 4-H, 6-H); 2.90 (m, 4H, 15-H);
3.03 (dt, 2H, 7-H, 3Je7= 6.7 Hz, 3J7nn = 5.5 Hz); 3.39 (t, 2H, 3-H, J = 7.0 Hz); 3.71 (m,
4H, 16-H); 6.14 (t, 1H, CH2-NH, 2J7nn = 5.5 Hz); 7.00 (s, 2H, 1-H); 6.87 - 6.97 (m, 2H,
13-H, 14-H); 7.36 — 7.41 (m, 1H, 10-H); 8.45 (s, Ar-NH-).

13C-NMR (75 MHz; DMSO-d6):

5 [ppm] = 23.4 (C-5); 27.6/ 29.2 (C-4/ C-6); 37.0 (C-3); 38.6 (C-7); 50.8/ 50.9 (C-15);
66.2 (C-16); 105.9 (d, C-10, 2J;o/r = 25.8 Hz); 113.2 (d, C-14, *J14r = 2.9 Hz); 119.2 (d,
C-13, 3J13F = 4.7 Hz); 133.2 (d, C-12, 2J1or = 9.4 Hz); 134.3 (C-1); 136.2 (d, C-9, 3Jg =
11.2 Hz); 154.8 (d, C-11, Y311 = 242 Hz); 155.0 (C-8); 171.0 (C-2).

Massenspektrum (El):
m/z = 405 ([M+1]", 9.0%); 404 (M, 40%); 223 (13%); 222 (100%); 196 (57%);
165 (12%); 164 (87%); 163 (24%); 138 (31%); 110 (18%); 84 (11%).

Elementaranalyse: ber.: C 59.40 H6.23 N 13.85
gef.: C 59.15 H6.22 N 13.68

2.18 (3-Fluor-4-morpholin-N-yl-phenyl)-carbaminsaure-5-(N-
maleinimido)-pentylester (36)

In einem trockenen 10 mL Schlenkrohr werden 52 mg (98.92 g/mol; 0.53 mmol;

279 uL einer 20%igen Lésung in Toluol; 1.04 Aqu.) Phosgen in 1 mL CHCl, bei 0°C

vorgelegt und langsam eine Lésung von 100 mg (196.23 g/mol; 0.51 mmol; 1 Aqu.) 34

in 1 mL CH,Cl, zugespritzt. Es fallt sofort ein weiller Niederschlag aus und die
entstandene Suspension wird 30 min bei 0°C geruhrt, wobei das Edukt verbraucht wird
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(DC). Hierauf gibt man 163 pL (118 mg; 101.19 g/mol; 1.172 mmol; 2.3 Aqu.;
d=0.727 g/cm3) Triethylamin zu und lasst die Reaktionsmischung weitere 15 min bei
0°C ruhren.

Nun wird eine Lésung von 140 mg (183.21 g/mol; 0.76 mmol; 1.5 Aqu.) 5-(N-
Maleinimido)-pentanol (25) in 0.5 mL CHCl, zugetropft, 15 min bei 0°C gerlhrt und
anschlielRend zum Ruckfluss erhitzt.

Nach 20 h bei 40°C verdinnt man mit 10 mL Essigsaureethylester, wascht je einmal
mit 5 mL 1N HCI, 5%iger NaHCOs-Losung, 10%iger NaCl-Losung und gesattigter
NaCl-Lésung. Die organische Phase wird uber MgSO, getrocknet und Uber Watte
filtriert. Der nach dem Einrotieren erhaltene fahlgelbe Feststoff wird an 8.7 g Kieselgel
saulenchromatographisch gereinigt. Es werden jeweils 15 Fraktionen a 8 mL mit
CH.CI/EtOAc 20:1 und anschlieffend mit CH,CI,/EtOAc 10:1 genommen. Aus den
Fraktionen 8-24 kann das Produkt als weilder Feststoff isoliert werden.

M (CgoH24FN305) =405.43 g/mol

Ausbeute: 187 mg (91%)

Smp.: 143 - 144°C
DC: R¢ = 0.21 (CH,CI/EtOAc 9:1); UV-aktiv und Anfarben im lod
IR (CH,Cly):

v [em™] = 3410 m, 3340 w (N-H); 3040 W (C-Harom./oler.); 2940 m, 2860 m (C-Hajpn.);
1725 s (C=0, Urethan); 1710 vs (C=0, Maleinimid); 1630 w; 1590 m; 1520 s; 1440 w;
1410 m; 1380 w; 1210 s; 1160 w; 1115 m; 1070 w; 925 m; 830 m.
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'H-NMR (400 MHz; CDCls):

5 [ppm] = 1.34 - 1.45 (m, 2H, 5-H); 1.56 - 1.73 (m, 4H, 4-H, 6-H); 3.03 (m, 4H, 15-H);
3.55 (m, 2H, 3-H); 3.86 (m, 4H, 16-H); 4.15 (m, 2H, 7-H); 6.69 (s, 2H, 1-H); 6.85 - 6.90
(m, 1H, 13-H); 6.99 (br s, 1H, NH); 7.02 — 7.04 (m, 1H, 14-H); 7.29 — 7.32 (m, 1H,
10-H).

13C-NMR (100 MHz; CDCly):

o [ppm] = 23.0/ 23.5 (E/Z-Isomere C-5); 28.0/ 28.3 (E/Z-Isomere C-4); 32.1 (C-6); 37.6/
37.7 (E/Z-Isomere C-3); 51.2/ 51.2 (C-15); 65.2 /62.6 (E/Z-Isomere C-7); 67.0 (C-16);
107.7/ 107.8 (E/Z-Isomere, C-10, d, 2Jior = 28.9 Hz/ 1ok = 28.2 Hz); 114.4 (C-14);
119.0 (d, C-13, 3J13r = 4.6 Hz); 133.5 (d, C-12, 212 = 10.7 Hz); 134.1 (C-1); 135.6 (d,
C-9, %Jor = 99 Hz) 1536 (C-8); 155.7 (d, C-11, e = 245 Hz);
170.9 (C-2).

Massenspektrum (El):
m/z = 406 (M+1]", 19%); 405 (M*, 78%); 240 (11%); 223 (14%); 222 (100%);
165 (10%); 164 (82%); 163 (20%); 111 (10%); 110 (37%); 99 (12%); 85 (12%).

Elementaranalyse: ber.: C 59.25 H 5.97 N 10.37
gef.: C 58.91 H 6.01 N 10.29

2.19 N-(3-Fluor-4-morpholin-N"-yl-phenyl)-maleinimid (37)

In einem ausgeheizten 25 mL Dreihalskolben mit Rlckflusskihler, Magnetrihrer und
N2-Ballon werden 50 mg (98.06 g/mol; 0.51 mmol) Maleinsaureanhydrid (1) in 3.5 mL
Benzol geldst und anschlieRend 100 mg (196.23 g/mol; 0.51 mmol) des Amins 34 in
5 mL Benzol zugetropft. Dabei fallt ein gelber Niederschlag aus. Man lasst die
Suspension 1 h bei 50°C ruhren, bis beide Edukte verbraucht sind (DC). Dann gibt man
115 mg trockenes ZnBr, (225.19 g/mol; 0.51 mmol; 1 Aqu.) zu und erhitzt die
Reaktionsmischung bis zum Sieden. Wahrenddessen werden 158 pL (123 mg;
160.41 g/mol; 0.76 mmol; 1.5 Aqu.; d = 0.774 g/cm®) HMDS in 1 mL Benzol Uber
5 min zugetropft. Der gelbe Niederschlag geht allmahlich wieder in Losung.

Nach 2 h bei 80°C lasst man das Gemisch abkuhlen, verdinnt mit 30 mL

Essigsaureethylester und wascht einmal mit 0.5 N HCI. Die wassrige Phase wird mit
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festem KHCO; auf pH = 9 gebracht und einmal mit 10 mL Essigsaureethylester
extrahiert. Man wascht die vereinigten organischen Phasen je einmal mit 20 mL
10%iger NaCl-Losung und gesattigter NaCl-Losung, trocknet iber MgSO4 und filtriert
ab.

Der nach dem Eindampfen erhaltene gelbe Feststoff wird an 4.5 g Kieselgel
(Toluol/EtOAc 8:1; Fraktionen a 4 mL) chromatographiert. Aus den Fraktionen 4-17
kann das Produkt nach Einrotieren und Trocknen am Hochvakuum als hellgelber

Feststoff gewonnen werden.

M (C14H13FN203) =276.27 g/mol

Ausbeute: 123 mg (87%)

Smp.: 204 - 205°C
DC: Rt = 0.34 (Toluol/EtOAc 2:1); UV-aktiv und Anfarben im lod
IR (CH,Cl,):

v [em™] = 3040 w (C-Harom joler.); 2960 m, 2895 w, 2860 m, 2830 m (C-Hajpn); 1715 vs
(C=0);1580 w; 1510 s; 1440 m; 1400 m; 1375 m; 1335 w; 1300 w; 1240 m; 1220 w;
1145 m; 1115 m; 1060 w; 1045 w; 935 m; 860 m; 825 m.

'H-NMR (400 MHz; CDCly):
3 [ppm] = 3.11 (m, 4H, 9-H); 3.87 (m, 4H, 10-H); 6.84 (s, 2H, 1-H); 6.99 (m, 1H, 7-H);
6.08 - 6.10 (m, 2H, 4-H, 8-H).
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13C-NMR (100 MHz; CDCly):

3 [ppm] = 50.7/ 50.8 (C-9); 66.90 (C-10); 114.5 (d, C-4, 2J4 = 23.7 Hz); 118.6 (d, C-7,
337 = 4.6 Hz); 122.1 (d, C-8, “Jgr = 3.1 Hz); 125.2 (d, C-6, “Jgr = 9.9 Hz);
134.2 (C-1); 139.7 (d, C-3, *Jar = 8.4 Hz); 155.1 (d, C-5, YJsr = 247 Hz); 169.3 (C-2).

Massenspektrum (El):
m/z = 277 ((M+1]*, 15%); 276 (M", 100%); 219 (11%); 218 (83%).

Elementaranalyse: ber.: C 60.87 H4.73 N 10.14
gef.. C 60.84 H 4.62 N 10.06

2.20 5-(N-Maleinimido)-pentyl-carbaminséaure-thiophen-2"-yl-
methylester (44)

Zu einer Loésung von 100 mg (208.22 g/mol; 0.48 mmol) 5-(N-Maleinimido)-
pentylisocyanat (11) in 1.1 mL CHCl, in einem 10 mL Schlenkrohr mit Magnetruhrer,
Septum und Stickstoffballon werden 30 uL (26 mg; 108.64 g/mol; 0.24 mmol; 0.5 Aqu.;
0.859 g/cm®) technisches MesSiCl zugegeben. AnschlieRend tropft man 68 pL
(114.17 g/mol; 0.72 mmol; 1.5 Aqu.; d = 1.207 g/cm®) 2-Hydroxymethylthiophen zu und
lasst bei Raumtemperatur rihren. Es bildet sich allmahlich ein weil3er Niederschlag
und nach 6 h wird das Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt.

Die Reinigung des erhaltenen Rohprodukts erfolgt durch Chromatographie an 4.5 g
Kieselgel. Als Laufmittel wird Toluol/EtOAc 9:1 verwendet. Die FraktionsgrofRe betragt
jeweils 5 mL. Nach Abdestillieren des Losungsmittels erhalt man aus den Fraktionen
6-13 das Produkt zunachst als farblose Flussigkeit, die nach langerem Trocknen am

Hochvakuum zu einem weil3en Feststoff erstarrt.
M (C15H1sN204S) = 322.39 g/mol

Ausbeute: 116 mg (75%)

Smp.: 46 - 47°C

DC: R¢ = 0.20 (Toluol/EtOAc 4:1); UV-aktiv und Anfarben im lod
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IR (CH,Cl):

v [em™] = 3450 m (N-H); 3050 W (C-Harom.olet.); 2940 m, 2860 W (C-Haipn.); 1715 vs
(C=0, Urethan; C=0, Maleinimid); 1600 w; 1515 s; 1440 m; 1410 s; 1370 m; 1230 s;
1130 m; 1030 w; 860 w; 830 s.
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'H-NMR (400 MHz; CDCls):

5 [ppm] = 1.26 - 1.33 (m, 2H, 5-H); 1.49 - 1.64 (m, 4H, 4-H, 6-H); 3.37 (dt, 2H, 7-H,
3J¢/7= 6.6 Hz, 237y = 6.6 Hz); 3.50 (t, 2H, 3-H, 3J = 7.1 Hz); 4.80 (br s, 1H, NH); 5.23
(s, 2H, 9-H); 6.67 (s, 2H, 1-H); 6.98 (dd, 1H, 12-H, 3J1513 = 4.9 Hz , 231112 = 3.4 Hz);
7.08 (dd, 1H, 11-H, 331110 = 3.4 Hz, “J1113 = 1.0 Hz); 7.30 (dd, 1H, 13-H, 331515 =
4.9 Hz , “J1113= 1.0 Hz).

13C-NMR (100 MHz: CDCls):
5 [ppm] = 23.8 (C-5); 28.2/ 29.4 (C-4/ C-6); 37.6 (C-3); 40.9 (C-7); 60.8 (C-9); 126.6/
127.8/ 128.8 (C-11/ C-12/ C-13); 134.0 (C-8); 138.8 (C-10); 156.1 (C-8); 170.8 (C-2).

Massenspektrum (FAB):
m/z = 323 ((M+1]", 4.9%); 279 (12%); 210 (10%); 154 (100%); 97 (62%); 77 (19%).

Elementaranalyse: ber.: C 55.89 H 5.63 N 8.69 S9.95
gef.: C 55.84 H 5.62 N 8.65 S9.79

2.21 6-(N-Maleinimido)-hexanséaure-thiophen-2"-yl-methylester (45)

In einem trockenen 10 mL Schlenkrohr mit Magnetrihrer, N2-Ballon und Septum

werden 100 mg (229.66 g/mol; 0.44 mmol) 6-(N-Maleinimido)-hexansaurechlorid (9) in
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0.4 mL CHCl, bei 0°C vorgelegt. Man spritzt zuerst 39 pL (38 mg; 79.10 g/mol;
0.48 mmol; 1.1 Aqu.; d = 0.983 g/cm®) Pyridin und anschlieRend 41 pL (50 mg;
114.17 g/mol; 0.44 mmol; 1 Aqu.; d = 1.207 g/cm?®) 2-Hydroxymethyl-thiophen zu. Das
Reaktionsgemisch wird Gber Nacht bei Raumtemperatur gerihrt.

Hierauf wird mit 6 mL Essigsdureethylester verdinnt, je einmal mit 3 mL 1N HCI,
10%iger NaCl-Lésung und gesattigter NaCl-Losung gewaschen und Uber MgSO4
getrocknet. Der nach dem Filtrieren und Einrotieren erhaltene fahlgelbe Feststoff wird
an 5 g Kieselgel chromatographiert. Als Laufmittel dient Toluol/EE 19:1. Es werden
Fraktionen a 5 mL genommen. Das Produkt kann aus den Fraktionen 5-9 nach
Abdestillieren des Lésungsmittels und Trocknen am Hochvakuum als farblose
FlUssigkeit isoliert werden, die beim Stehen bei -30°C zu einem weilden Feststoff

erstarrt.
M (C15H17NO4S) =307.37 g/mol

Ausbeute: 103 mg (77%)

Smp.: 36 -37°C
DC: R¢ = 0.51 (Toluol/EtOAc 4:1); UV-aktiv und Anfarben im lod
IR (CH,Cly):

v [em™ = 3050 W (C-Harom.olet); 2950 m, 2870 w (C-Hajpn); 1730 s (C=0, Ester);
1710 vs (C=0, Maleinimid); 1590 w; 1440 m; 1410 s; 1370 m; 1240 m; 1165 s;
1135 m; 1100 w; 965 w; 830 s.

'H-NMR (400 MHz: CDCly):
5 [ppm] = 1.26 - 1.34 (m, 2H, 5-H); 1.55 - 1.69 (m, 4H, 4-H, 6-H); 2.33 (t, 2H, 7-H, %J =
7.3 Hz); 3.50 (t, 2H, 3-H, 3J = 7.3 Hz); 5.26 (s, 2H, 9-H); 6.68 (s, 2H, 1-H); 6.98 (dd, 1H,
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12-H, 331513 = 5.2 Hz , 331112 = 3.5 Hz); 7.08 (dd, 1H, 11-H, 3J1112= 3.5 Hz, *J1113= 1.2
Hz); 7.31 (dd, 1H, 13-H, 3J1215= 5.2 Hz , *J1113= 1.2 Hz).

®C-NMR (100 MHz; CDCl):
3 [ppm] = 24.3 (C-5); 26.2/ 28.2 (C-4/ C-6); 34.0 (C-7); 37.6 (C-3); 60.4 (C-9); 126.7/
126.8/ 128.0 (C-11/ C-12/ C-13); 134.0 (C-8); 138.1 (C-10); 170.8 (C-2); 173.1 (C-8).

Massenspektrum (FAB):
m/z = 308 (M+1]", 4.4%); 195 (13%); 210 (10%); 110 (10%); 97 (100%).

Elementaranalyse: ber.: C 58.62 H 5.58 N 4.56 S$10.43
gef.: C 58.50 H 5.59 N 4.57 S 10.57
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3 Synthese von N-[2-(4-Acetyl-phenyl)-4,5-dihydro-oxazol-5-
ylmethyl]-acetamid (48)

3.1  4-Acetyl-benzoylchlorid (49)
Man suspendiert 1.00 g (164.12 g/mol; 6.09 mmol) 4-Acetyl-benzoesaure in 22 mL

CHC I3 in einem ausgeheizten 50 mL Schlenkkolben mit Ruckflusskuhler, Magnetrihrer
und Blubberer und fagt 757 pL (1.08 g; 126.93 g/mol; 8.53 mmol;
1.4 Aqu.; d = 1.431 g/cm®) Oxalylchlorid zu. Die Suspension wir zum Sieden erhitzt,
wobei ab 50°C eine starke Gasentwicklung einsetzt und nach 5 min eine klare Lésung
entsteht. Nach 15 min am Ruckfluss ist die Gasentwicklung beendet. Das
Lésungsmittel und Uberschussiges Oxalylchlorid werden nach 20 min abdestilliert und
der erhaltene weilde Feststoff am Hochvakuum getrocknet. Da das Produkt geman
'H-NMR-Spektrum bereits rein ist, kann auf eine weitere Reinigung verzichtet werden.

M (CgH7CIO) = 182.61 g/mol
Ausbeute: 1.12 g (quantitativ)
Smp.: 61-63°C

IR (CH,Clp):

v [em™] = 3050 W (C-Haromjoler.); 2995 W (C-Haipn); 1770 s (C=0, S&urechlorid);
1690 s (C=0, Keton); 1565 w; 1490 w; 1400 m; 1350 m; 1300 m; 1240 w; 1200 s; 1170
m; 1070 w; 1010 w; 955 w; 880 s; 845 m; 645m.

'H-NMR (300 MHz: CDCly):
5 [ppm] = 2.67 (s, 3H, 7-H); 8.07 (d, 2H, 4-H, 3J3, = 3.4 Hz); 8.21 (d, 2H, 3-H, J34 = 3.4
Hz).

B3C-NMR (75 MHz: CDCly):
5 [ppm] = 27.0 (C-7); 128.6 (C-4); 131.5 (C-3); 136.5 (C-2); 141.8 (C-5); 167.9 (C-1);
197.0 (C-6).
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Massenspektrum (El):
m/z = 182 (M*, 0.4%); 164 (12%); 149 (100%); 147 (15%); 121 (19%); 65 (13%);
43 (17%).

3.2 2,3-Dibrom-propylamin Hydrobromid (50)
Zu einer Lésung von 2.63 mL (2.00 g; 57.10; 35.03 mmol) Allylamin in 10 mL H,O tropft

man unter Ruhren bei 0°C langsam wassrige HBr (47%; ca. 4.5 mL) bis zur sauren
Reaktion zu. AnschlieRend werden Uuber 15 min 1.8 mL Br, (560 g;
159.82 g/mol; 35.03 mmol; 1 Aqu; d = 3.11 g/cm® =zugegeben und die
Reaktionsmischung bei 0°C weitergeruhrt. 15 min nach beendeter Zugabe beginnt
allmahlich ein weiler Feststoff auszufallen.

Nach 45 min wird der Niederschlag abfiltriert und mit H,O und Et,O gewaschen. Aus
dem Filtrat kann nach Entfernen des Ldsungsmittels und dreimaligen Verreiben mit je
10 mL Et,0O zusatzliches Produkt als weilder Feststoff isoliert werden.

M (C3HgBr3N) = 297.80 g/mol
Ausbeute: 10.44 g (quantitativ)
Smp.: 169 - 170°C

IR (KBr):

v [cm'1] = 3004 s (NH3"); 2947 s, 2861 s (C-Haiiph.); 1976 m (NH3"); 1590 s; 1475 s;
1441 m; 1429 m; 1224 w; 1169 m; 1093 m; 1053 w; 962 m; 883 m.

Br

Br H3N+\1)\3/Br
2
'H-NMR (300 MHz; CD30D):

3 [ppm] = 3.36 (dd, 1H, 1-H, 23 = 13.9 Hz, %J1, = 9.5 Hz); 3.72 (dd, 1H, 1-H, 23 =13.9
Hz, 23y, = 3.3 Hz); 3.88 (dd, 1H, 3-H, 23 = 11.1 Hz, 3Jy3= 8.4 Hz); 4.02 (dd, 1H, 3-H, %J
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=11.1 Hz, 3Jy3 = 4.6 Hz); 4.56 (dddd, 1H, 2-H, 3J1, = 9.5 Hz, 3J;5 = 8.4 Hz, 3Jy3 = 4.6
Hz, 331, = 3.3 Hz); 4.82 (br s, 3H, NHs").

C-NMR (75 MHz; CD;0OD):
3 [ppm] = 34.2 (C-3); 45.6 (C-1); 48.0 (C-2).

Massenspektrum (El, M= R-NH3"):

m/z =220 (M, 2x 8'Br, 33%); 218 (M"*, 8'Br + "°Br, 69%); 220 (M"*, 2x "°Br, 37%); 138
(48%); 136 (50%); 82 (97%); 81 (50%); 80 (100%); 79 (50%); 56 (80%);
54 (18%); 43 (13%); 42 (11%); 41 (10%).

3.3 4-Acetyl-N-(2,3-Dibromo-propyl)-benzamid (51)

In einem 100 mL Dreihalskolben mit Magnetrihrer und 2 Tropftrichtern werden
700 mg (297.80 g/mol; 2.35 mmol) 2,3-Dibrom-propylamin Hydrobromid (50) in 10 mL
H,O geldst und mit einem Eisbad gekuhlt. AnschlieBend gibt man gleichzeitig Uber
30 min 472 mg (182.61 g/mol; 2.59 mmol; 1.1 Aqu.) 4-Acetyl-benzoylchlorid (49) in
14 mL CHCI; und 18 mL gesattigte NaHCO3-Losung unter Ruhren zu. Nach beendeter
Zugabe wird noch 2 weitere Stunden bei 0°C geruhrt.

Anschlielend verdinnt man die Reaktionsmischung mit 30 mL CHCI3; und trennt die
organische Phase ab. Die wassrige Phase wird zweimal mit 15 mL CHCI3 extrahiert
und die vereinigten organischen Phasen werden je einmal mit 30 mL 0.5N HCI und
10%iger NaCl-Loésung gewaschen. Man trocknet dber MgSOQy, filtriert ab und destilliert
das Losungsmittel am Rotationsverdampfer ab. Der so erhaltene weilde Feststoff ist
laut "H-NMR-Spektrum rein und wird ohne weitere Reinigung fiir nachfolgende
Reaktionen eingesetzt.

Fur die Elementaranalyse werden 100 mg des Rohproduktes an 3 g Kieselgel
(Toluol/EtOAc 6 : 1; Fraktionen a 3 mL) chromatographiert. Aus den Fraktionen
10-13 kdnnen 96 mg des Produkts als weiler Feststoff isoliert werden.

M (C12H13BF2N02) = 363.05 g/mol

Ausbeute: 854 mg (quantitativ)
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Smp.: 143 - 144°C
DC: Rt = 0.34 (Toluol/EtOAc 2 :1); UV-aktiv und Anfarben im lod
IR (KBr):

7 [em™ = 3330 (N-H); 3050 w (C-Harom); 2924 s, 2854 s (C-Haiipn.); 1680 s (C=0,
Keton); 1640 s (Amid I); 1534 s (Amid Il); 1462 s; 1377 m; 1319 w; 1299 w; 1268 m;
1188 w; 1150 w; 1110 w; 1017 w; 958 m; 855 m; 845 m; 770 w; 721 w; 657 m.

'H-NMR (300 MHz; DMSO-d6):

3 [ppm] = 2.62 (s, 3H, 1-H); 3.66 — 3.87 (m, 2H, 8-H); 4.02 (d, 2H, 10-H, %J = 5.8 Hz);
4.61 (m, 1H, 9-H); 7.99 (d, 2H, 4-H, %345 = 8.6 Hz); 8.05 (d, 2H, 5-H, 3J45 = 8.6 Hz);
8.99 (br's, 1H, NH).

*C-NMR (75 MHz; DMSO-d6):

0 [ppm] = 26.9/ 27.0 (E/Z-lIsomere C-1); 35.9/ 36.4 (E/Z-Isomere C-10); 44.5/ 44.6 (E/Z-
Isomere C-8); 52.1/ 52.2 (E/Z-Isomere C-9); 127.6/ 128.1/ 128.2/ 128.4 (E/Z-Isomere
C-4/ C-5); 132.6/ 132.7 (E/Z-Isomere C-6); 137.6/ 137.7 (E/Z-Isomere C-3); 165.7/
165.8 (E/Z-Isomere C-7); 197.6/ 197.7 (E/Z-Isomere C-1).

Massenspektrum (El):

m/z = 366 ([M+1]", 2x ®'Br, 0.3%); 364 ([M+1]*, 8'Br + "Br, 0.7%); 362 ([M+1]*, 2x "Br,
0.3%); 284 (35%); 283 (13%); 282 (35%); 268 (16%); 266 (16%); 202 (16%);
176 (10%); 148 (10%); 147 (100%); 104 (11%); 43 (10%).

Elementaranalyse: ber.: C 39.70 H 3.61 N 3.86 Br 44.02
gef.: C 39.68 H 3.63 N 3.84 Br 44.06
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3.4  2-(4-Acetyl-phenyl)-5-(brommethyl)-4,5-dihydro-oxazol (52)

In einen trockenen 25 mL Schlenkkolben mit Ny-Ballon und Magnetrihrer werden
zunachst 150 mg (363.05 g/mol; 0.41 mmol) 51 unter leichtem Erwarmen in 9 mL
CH3CN gelost. Anschlie3end gibt man portionsweise 300 mg KF auf Al,O3 (5.5 mmol
KF/g; 1.65 mmol; 4 Aqu.) zu und rihrt die entstandene Suspension bei
Raumtemperatur.

Nach 1 h wird das Gemisch Uber Celite abfiltriert, zweimal mit 5 mL CH3;CN nachge-
waschen und das Losungsmittel abdestilliert.

Der so gewonnene grauweil’e Feststoff wird an 3.7 g Kieselgel saulenchromato-
graphisch gereinigt. Die Fraktionsgrofe betragt 5 mL, als Laufmittel wird Toluol/EtOAc
5:1 verwendet. Nach Entfernen des Lo&sungsmittels am Rotationsverdampfer und
Trocknen am Hochvakuum erhalt man aus Fraktionen 7-17 das Produkt als weif3en
Feststoff.

M (C12H1,BrNO») = 282.14 g/mol

Ausbeute: 91 mg (78%)

Smp.: 109 - 110°C
DC: R¢ = 0.26 (Toluol/EtOAc 2:1); UV-aktiv und Anfarben im lod
IR (CH,Cly):

v [em™] = 3050 w (C-Harom); 2924 w, 2854 w (C-Hajpn.); 1690 vs (C=0, Keton); 1650 s
(C=N); 1615 m; 1570 w; 1520 m; 1410 m; 1365 m; 1340 m; 1250 m; 1085 s; 1070 s;
1020 w; 960 m; 860 m.

'"H-NMR (300 MHz; CDCly):
5 [ppm] = 2.63 (s, 3H, 1-H); 3.54 (dd, 1H, 8-H, 2J = 10.8 Hz, Jgo = 6.0 Hz); 3.58 (dd,
1H, 8-H, 2J = 10.8 Hz, 3Jgi = 5.1 Hz); 3.95 (dd, 1H, 10-H, 2J = 15.5 Hz, 3Jg/10 = 6.9 Hz);
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4.23 (dd, 1H, 10-H, 23 = 15.5 Hz, 3Jg10 = 9.7 Hz); 4.98 (dddd, 1H, 9-H, 3Jg10 = 9.7 Hz,
3Jo110= 6.9 Hz, 3Jg0 = 6.0 Hz, 3Jgie = 5.1 Hz); 7.97 - 8.05 (m, 4H, 4-H, 5-H).

C-NMR (75 MHz; CDCls):
3 [ppm] = 26.8 (C-1); 33.6 (C-10); 59.5 (C-8); 78.1 (C-9); 128.3/ 128.5 (C-4/ C-5); 131.4
(C-6); 139.2 (C-3); 162.9 (C-7); 197.5 (C-1).

Massenspektrum (El):
m/z = 284 (IM+1]", %'Br, 8.8%); 283 (M*, ®Br, 48%); 282 (IM+1]*, Br, 9.5%);
283 (M*, ®Br, 48%); 269 (12%); 268 (97%); 267 (12%); 266 (100%); 202 (70%);
188 (13%); 160 (13%); 159 (32%); 147 (19%); 146 (36%); 118 (10%); 104 (11%);
103 (10%); 43 (17%).

Elementaranalyse: ber.: C 51.09 H 4.29 N 4.97 Br 28.32
gef.: C 51.21 H 4.22 N 4.97 Br 27.97

3.5 [2-(4-Acetyl-phenyl)-4,5-dihydro-oxazol-5-yl]-methylazid (53)

In einem ausgeheizten 10 mL Schlenkrohr mit Ruckflusskuhler; Stickstoffballon und
Magnetrihrer werden 70 mg (282.14 g/mol; 0.25 mmol) 52 in 1.7 mL DMF vorgelegt
und 64 mg (65.01 g/mol; 0.99 mmol; 4 Aqu.) NaN3; zugegeben. Die Reaktionsmischung
wird anschliel3end auf 75°C erhitzt.

Nach 16 h ist das Edukt verbraucht (DC) und man lasst abkihlen. Das Gemisch wird
nun in 7 mL HyO aufgenommen und zweimal mit 12 mL Essigsaureethylester
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden uber MgSO,4 getrocknet und
Uber Watte filtriert.

Nach dem Abdestillieren des Lésungsmittels wird der gelbe dlige Rickstand an 2 g
Kieselgel chromatographiert. Als Laufmittel dient Toluol/EtOAc 6:1. Es werden
Fraktionen a 2 mL genommen. Aus den Fraktionen 7-14 wird nach dem Einrotieren und
Trocknen am Hochvakuum das Produkt als fahlgelber Feststoff gewonnen.

M (C12H12N402) =244 .25 g/mol

Ausbeute: 60 mg (99%)
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Smp.: 59 -61°C
DC: R¢ = 0.22 (Toluol/EtOAc 2:1); UV-aktiv und Anfarben im lod
IR (CH,Cly):

v [em™] = 3040 w (C-Harom); 2940 m, 2880 w (C-Hajipn.); 2100 vs (Azid); 1680 vs (C=0,
Keton); 1645 s (C=N); 1610 m; 1565 m; 1505 w; 1410 m; 1355 m; 1265 s; 1085 s; 1070
s; 1020 m; 990 w; 960 m; 910 m; 855 m; 675 m.

'H-NMR (200 MHz; CDCly):

5 [ppm] = 2.63 (s, 3H, 1-H); 3.46 (dd, 1H, 8-H, 2J = 13.3 Hz, 3Jgo = 5.7 Hz); 3.53 (dd,
1H, 8-H, 2J = 13.3 Hz, 3Jg = 4.1 Hz); 3.86 (dd, 1H, 10-H, 2J = 15.3 Hz, 3Jg/10 = 7.0 Hz);
4.19 (dd, 1H, 10-H, 2J = 15.3 Hz, 3Jg10 = 10.0 Hz); 4.93 (dddd, 1H, 9-H, 3Jg10 =
10.0 Hz, 3Jgj10 = 7.0 Hz, 3Jg9 = 5.7 Hz, 3Jg0 = 4.1 Hz); 7.99 (d, 2H, 4-H, 3J45 = 8.6 Hz);
8.04 (d, 2H, 5-H, 2J45 = 8.6 Hz).

B3C-NMR (75 MHz: CDCly):
5 [ppm] = 26.8 (C-1); 53.9 (C-10); 57.9 (C-8); 78.5 (C-9); 128.3/ 128.5 (C-4/ C-5); 131.3
(C-6); 139.2 (C-3); 162.9 (C-7); 197.5 (C-1).

Massenspektrum (EI):

m/z = 245 ([M+1]", 6.8%); 202 (19%); 189 (20%); 188 (73%); 187 (100%); 173 (12%);
172 (98%); 160 (14%); 159 (18%); 147 (23%); 146 (20%); 144 (16%); 119 (11%);
118 (68%); 117 (13%); 116 (20%); 103 (10%); 91 (11%); 90 (14%); 89 (16%);
76 (10%); 71 (16%); 43 (70%).

Massenspektrum (El) - Hochauflésung: [M+1]" : ber.: 245.1029 u
gef.: 245.1034 u
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Elementaranalyse: ber.: C 59.01 H 4.95 N 22.94
gef.: C 59.07 H 4.97 N 22.55

3.6  N-[2-(4-Acetyl-phenyl)-4,5-dihydro-oxazol-5-yl-methyl]-
acetamid

In einer Hydrierapparatur werden 100 mg Palladium auf Aktivkohle (10 Gew% Pd) in
2 mL Essigsaureethylester 30 min bei 0°C vorhydriert. Anschliel3end spritzt man Gber
ein Septum eine Lésung von 100 mg (244.25 g/mol; 0.41 mmol) des Azids 53 in
0.75 mL Essigsaureethylester zu und ruhrt bei 0°C. Nach 1.5 h ist auf dem DC kein
Edukt mehr zu erkennen und die Suspension wird Uber einen Glasfiltertiegel (P4)
filtriert und dreimal mit 1 mL Essigsaureethylester nachgewaschen.

Die erhaltene Losung wird unter Stickstoff auf 0°C gekuhlt und es werden unter Rihren
zuerst 38 pL (37 mg; 79.10 g/mol; 0.47 mmol; 1.15 Aqu.; d = 0.983 g/cm®) Pyridin und
dann 45 pL (48 mg; 102.09 g/mol; 0.47 mmol; 1.15 Aqu.; d = 1.08 g/cm®)
Essigsaureanhydrid zugegeben. Man rahrt 30 min bei 0°C und weitere 30 min bei
Raumtemperatur.

Zur Aufarbeitung verdinnt man mit 10 mL Essigsaureethylester und wascht mit jeweils
5 mL 1N HCI, 5%iger NaHCOs;-Losung und gesattigter NaCl-Losung. Nach dem
Trocknen Uuber MgSOQg4, Abfiltrieren und Entfernen des Losungsmittel wird das
Rohprodukt mittels Saulenchromatographie (2 g Kieselgel;, EtOAc/MeOH 10:1;
Fraktionen a 2 mL) gereinigt. Aus den Fraktionen 10-21 kann nach Einrotieren und

Trocknen am Hochvakuum das Produkt als weil3er Feststoff isoliert werden.
M (C12H12N402) = 260.29 g/mol

Ausbeute: 72 mg (68%)

Smp.: 121 - 122°C
DC: R¢=0.17 (EtOAc/MeOH 10:1); UV-aktiv und Anfarben im lod
IR (CH,Cl,):

v [em™ = 3415 m, 3320 w (NH); 3020 W (C-Harom); 2910 m, 2936 w, 2870 w
(C-Haiiph.); 1680 vs (C=0, Keton, Amid I); 1645 s (C=N); 1610 m; 1565 w; 1510 s (Amid
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I1); 1420 w; 1405 m; 1350 m; 1245 m; 1080 s; 1060 s; 1010 m; 955 m; 890 w; 850 m;
670 m.

'H-NMR (300 MHz; CDCl5):

5 [ppm] = 2.03 (s, 3H, 12-H); 2.63 (s, 3H, 1-H); 3.37 — 3.48 (m, 1H, 8-H); 3.68 — 3.76
(m, 1H, 8-H); 3.77 (dd, 1H, 10-H, 23 = 15.5 Hz, 3Jg;0 = 7.5 Hz); 4.15 (dd, 1H, 10-H, 2J =
15.5 Hz, %Jgi0 = 10.0 Hz); 4.83 — 4.92 (m, 1H, 9-H); 6.00 (br s, 1H, NH); 7.97 (d, 2H,
3345 = 8.6 Hz, 4-H); 8.02 (d, 2H, 3J45 = 8.6 Hz, 5-H).

C-NMR (75 MHz; CDCly):
5 [ppm] = 23.2 (C-12); 26.8 (C-1); 42.9 (C-10); 57.8 (C-8); 79.0 (C-9); 128.3/
128.4 (C-4/ C-5); 131.5 (C-6); 139.1 (C-3); 162.8 (C-7); 170.6 (C-11); 197.5 (C-1).

Massenspektrum (El):

m/z = 261 ([M+1]", 8.2%); 260 (M*, 2.5%); 201 (17%); 189 (11%); 188 (80%);
159 (13%); 148 (15%); 147 (26%); 146 (11%); 118 (18%); 113 (100%); 73 (16%);
43 (28%).

Elementaranalyse: ber.: C 64.60 H 6.20 N 10.76
gef.: C 64.72 H6.25 N 10.47
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4 Synthese oral wirksamer Cephalosporine

4.1 Thioessigsaure-S-methoxymethyl-ester (78)

In einem trockenen 100 mL Schlenkkolben mit Magnetrihrer und N.-Ballon werden
22.84 g (114.21 g/mol; 200 mmol) gut zermorsertes Kalium-Thioacetat in 60 mL
trockenem Et,O suspendiert. Zu dieser Suspension tropft man langsam bei 0°C
15.19 mL (16.10 g; 80.51 g/mol; 200 mmol; 1 Aqu.; d = 1.06 g/cm®) Chlormethyl-
methylether zu. Anschliel3end lasst man Uber Nacht bei Raumtemperatur rihren.

Der Niederschlag wird abfiltriert und das Filtrat am Rotationsverdampfer vom
Losungsmittel befreit. Die zurlckbleibende gelbe Flussigkeit wird durch Vakuum-
destillation mit einer Mikrodestille bei einem Druck von 20 mbar gereinigt. Das Produkt
kann bei einer Ubergangstemperatur von 52 — 56°C als farblose Fliissigkeit isoliert

werden.

M (C4HsO,S) = 120.17 g/mol
Ausbeute: 16.64 g (82%)
Sdp.: 52 - 56°C (20 mbar)

IR (CDCLy):
7 [em™] = 3000 m, 2940 m, 2820 m (C-Haipn); 1695 vs (C=0); 1445 m; 1415 w;
1350 m; 1300 w; 1190 m; 1135 s; 1090 vs (C-O); 1030 m; 975 m; 940 m; 900 w;
670 m; 620 s.

0
2 4
25570

'H-NMR (400 MHz; CDCl3):
0 [ppm] =2.41 (s, 3H, 1-H); 3.32 (s, 3H, 3-H); 5.05 (s, 2H, 4-H).

®C-NMR (100 MHz; CDCls):
3 [ppm] = 31.1 (C-1); 57.1 (C-4); 71.9 (C-3); 194.8 (C-2).
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Massenspektrum (El):
m/z = 120 (M", 1.8%); 75 (24%); 64 (13%); 46 (13%); 45 (58%); 43 (100%).

4.2  Methoxy-methanthiol (79)

In einem 1L Rundkolben werden 375 mL 1N NaOH bei 0°C vorgelegt und langsam
9.01 g (120.17 g/mol; 75 mmol) Thioessigsaure-S-methoxymethylester (78) zugetropft.
Die Reaktionsmischung wird 1 h bei 0°C geruhrt.

Anschlieflend Uberfuhrt man das Gemisch in einen Scheidetrichter und wascht einmal
kurz mit 75 mL CHCI;. Die Waschphase wird verworfen und man gibt nun 75 mL CDClI;
zu. Durch vorsichtiges Zugeben von halbkonzentrierter HCI (~5N) wird der
pH-Wert der wassrigen Phase auf pH = 5 eingestellt. Man extrahiert 3 — 4 min unter
kraftigem Schutteln. Die organische Phase wird abgetrennt und die wassrige Phase
noch einmal mit 10 mL CDCI; extrahiert. Man trocknet Uber MgSO4 und filtriert
anschlie®end Uber eine Fritte (P3) und wascht mit wenig CDClI; nach.

Man erhalt so 91.0 mL einer Losung des Produkts in CDCls. Der Gehalt wird Uber
Integration der Signale im "H-NMR-Spektrum bestimmt. Dazu wird eine definiertes
Volumen der Lésung mit 100 pL Benzol als Standard versetzt und 'H-NMR-
spektroskopisch untersucht.. Die Konzentration des Produkts betrédgt 46.36 mg/mL
CDCls-Ldsung.

M (C2HsOS) = 78.13 g/mol
Ausbeute: 4.22 g (72%)

IR (CDCls):
v [ecm™] = 3000 m, 2930 m, 2820 m (C-Haipn); 2590 w (S-H); 1450 m; 1425 w;
1320 m; 1280 m; 1090 vs (C-O); 1025 m; 910 m; 720 s; 680 m.

'H-NMR (400 MHz: CDCly):
5 [ppm] = 1.99 (t, 1H, SH, *Jysh = 9.5 Hz); 3.37 (s, 3H, 2-H); 4.73 (d, 2H, 1-H, 3Jysy =
9.5 Hz).
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13C-NMR (100 MHz: CDCls):
3 [ppm] = 55.8 (C-2); 69.4 (C-1).

4.3 (6R,7R)-3-Methoxymethylthio-8-0x0-7-(2-phenoxy-
acetylamino)-5-thia-1-aza-bicyclo[4.2.0]oct-2-en-2-carbonsaure-
diphenylmethylester (70)

In einem trockenen 100 mL Dreihalskolben mit Magnetrihrer, Stickstoffballon und
Septum werden 2.00 g (516.58 g/mol; 3.87 mmol) 3-Hydroxy-7-phenoxy-acetamino-
cephem 66 in 30 mL trockenem CH.Cl, gelést und auf —78°C gekuhlt. Zu dieser
Lésung werden nacheinander zlgig 663 uL (500 mg; 129.25 g/mol; 3.87 mmol;
1 Aqu.; d = 0.755 g/cm®) N,N-Diisopropylethylamin und 639 uL (1.09 g; 282.14 g/mol;
3.87 mmol; 1 Aqu.; d = 1.71 g/cm®) Trifluormethansulfonsdureanhydrid bei —78°C
zugegeben, wobei sich die Losung leicht gelblich farbt.

Nach 30 min Ruhren bei —78°C ist das Edukt verbraucht (DC) und man fugt 8.48 mL
(46.36 mg/mL; 393 mg; 78.13 g/mol; 5.03 mmol; 1.3 Aqu.) einer Ldsung von
Methoxymethanthiol in CDCIs zu. Zu diesem Gemisch wird nun eine Ldsung von
729 pL (551 mg; 129.25 g/mol; 4.26 mmol; 1.1 Aqu.; d = 0.755 g/cm®) N,N-Diisopropyl-
ethylamin in 20 mL CH,CI, tGber 3 h bei —78°C zugetropft.

Nach beendeter Zugabe ruhrt man noch 1 h bei —78°C und verdunnt dann mit 600 mL
Essigsaureethylester. Man wascht mit je 300 mL 1N HCI, 5%iger NaHCOs3-L6sung,
10%iger NaCl-Losung und gesattigter NaCl-Lésung und trocknet Uber MgSO4. Nach
Filtrieren und Abdestillieren des Losungsmittels erhalt man einen hellbeigen brichigen
Schaum.

Das Rohprodukt wird durch Umkristallisieren aus 30 mL CHCI; und 300 mL Hexan
gereinigt. Man kann nach Filtrieren und Trocknen am Hochvakuum das Produkt als
hellbeigen Feststoff isolieren.

M (CsongNzOsSz) =576.70 g/mol
Ausbeute: 1.89 g (81%)

Smp.: 119 - 120°C
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DC: R¢ = 0.38 (Toluol/EtOAc 4:1); UV-aktiv und Anfarben im lod
IR (CH,Clp):
7 [cm™] = 3400 m (NH); 3030 w (C-Harom); 2920 w (C-Haiiph.); 1780 vs (C=0,

B-Lactam); 1725 m (C=0, Ester); 1690 s (C=0, Amid I); 1595 m; 1510 s (Amid Il); 1485
s; 1430 w; 1370 m; 1310 w; 1220 s; 1170 m; 1120 w; 1085 s; 1000 w; 950 w; 890 w.

f\s 15 O
O . O ]
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'H-NMR (300 MHz; CDCl5):

5 [ppm] = 3.32 (s, 3H, 16-H); 3.67 (d, 1H, 4-H, 2J4s = 17.3 Hz); 3.80 (d, 1H, 4-H, 2Jys =
17.3 Hz); 4.58 (s, 2H, 10-H); 4.69 (d, 1H, 15-H, 2Ji5115 = 12.2 Hz); 4.79 (d, 1H, 15-H,
231515 = 12.2 Hz); 5.06 (d, 1H, 6-H, 3J¢7 = 4.6 Hz); 5.83 (dd, 1H, 7-H, 3J¢7 = 4.6 Hz,
33nm = 9.1 Hz); 6.93 (d, 2H, 12-H, 3J1213 = 8.9 Hz); 6.97 (s, 1H, 18-H); 7.03 (t, 1H,
331314 = 7.3 Hz); 7.24 — 7.48 (m, 12H, Harom.)-

13C-NMR (75MHz; CDCls):

5 [ppm] = 28.2 (C-4); 56.4 (C-16); 58.0 (C-6); 58.8 (C-7); 67.2 (C-10); 74.6 (C-15); 79.4
(C-18); 114.8 (C-12); 122.4 (C-14); 123.9 (C-2); 127.3/ 127.5/ 128.0/ 128.1/ 128.4/
128.5/ 129.8 (Caom); 134.3 (C-3) 139.4/139.5 (C-19/C-23); 156.6 (C-11);
161.0 (C-17); 164.0 (C-8); 168.7 (C-9).

Massenspektrum (El):
m/z = 577 (M+1]", 0.1%); 576 (M*, 0.2%); 168 (41%); 167 (100%); 166 (22%);
165 (41%); 152 (14%); 94 (61%); 77 (12%); 65 (13%); 45 (19%).
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Elementaranalyse: ber.: C 62.48 H 4.89 N 4.86 S11.12
gef.: C 62.31 H 4.90 N 4.75 S11.22

4.4  (6R,7R)-8-Oxo-7-phenylacetylamino-3-trifluormethylsulfonyl-
oxy-5-thia-1-aza-bicyclo[4.2.0]oct-2-en-2-carbonséaure-
diphenylmethylester (69)

In einem ausgeheizten 500 mL Dreihalskolben mit KPG-Ruhrer, Stickstoffballon und
Septum werden 15.02 g (500.57 g/mol; 30 mmol) 3-Hydroxy-7-phenylacetamino-
cephem 67 in 300 mL trockenem CH,Cl, gelost und auf —78°C gekuhlt. Zu dieser
Ldsung gibt man bei —78°C zuerst 591 mL (4.46 g; 129.25 g/mol; 34.5 mmol;
1.15 Aqu.; d = 0.755 g/cm?®) N,N-Diisopropylethylamin und anschlieBend ziigig 5.69 mL
(9.73 g; 282.14 g/mol; 34.5 mmol; 1.15 Aqu.; d = 1.71 g/cm®) Trifluormethansulfon-
saureanhydrid zu. Es entsteht sofort ein hellbeiger Feststoff. Die Suspension wird unter
kraftigem mechanischen Ruhren weitere 30 min bei —78°C gehalten.

AnschlieBend verdinnt man das Reaktionsgemisch mit 2.5 L Methylenchlorid wobei
eine hellgelbe Ldsung entsteht. Man wascht zweimal mit je 500 mL 10%iger NaCl-
Ldésung und extrahiert die vereinigten wassrigen Phasen zweimal mit je 200 mL
Methylenchlorid.

Die vereinigten organischen Phasen werden Uber MgSO, getrocknet, filtriert und das
Lésungsmittel am Rotationsverdampfer abdestilliert. Man erhalt einen beigen Feststoff.
Zur Reinigung wird das Rohprodukt 1 h bei Raumtemperatur mit 300 mL Et,O
verrieben. Nach Abfiltrieren, zweimaligen Waschen (100 mL Et,O und 100 mL
Et,O/Pentan 1:1) und Trocknen am Hochvakuum erhalt man das Produkt als weilRes

Pulver.

M (Ca9H24 F3N207S;) = 633.64 g/mol
Ausbeute: 18.28 g (96%)

Smp.: 211 -212°C

DC: R¢ = 0.38 (Toluol/EtOAc 4:1); UV-aktiv und Anfarben im lod
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IR (KBr):

v [cm™] = 3409 m, 3354 m (NH); 3064 w, 3032 W (C-Harom); 2962 w, 2925 w
(C-Haiipn.); 1793 s (C=0, B-Lactam); 1735 s (C=0O, Ester); 1692 s (C=0, Amid I);
1604 w; 1529 m (Amid Il); 1497 w; 1455 w; 1431 s; 1407 m; 1387 m; 1285 m; 1224 vs;
1170 m; 1136 s; 1096 m; 1031 w; 1012 w; 986 w; 920 m; 890 w; 826 m; 743 m; 700 m.
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'H-NMR (400 MHz; DMSO-d6):

5 [ppm] = 3.51 (d, 1H, 10-H, 2J1010° = 13.7 Hz); 3.57 (d, 1H, 10-H, 2J10120 = 13.7 Hz);
3.92 (d, 1H, 4-H, 2Jus = 17.6 Hz); 4.05 (d, 1H, 4-H, 2344 = 17.6 Hz); 5.33 (d, 1H, 6-H,
3367 = 4.4 Hz); 5.92 (dd, 1H, 7-H, 3J¢7 = 4.4 Hz, 3J7nu = 7.8 Hz); 6.97 (s, 1H, 17-H);
7.24 — 7.52 (m, 15H, Harom.); 9.27 (d, 1H, NH, *J7nn = 7.8 Hz).

BC_.NMR (100 MHz: DMSO-d6):
5 [ppm] = 25.5 (C-4); 41.5 (C-10); 58.1 (C-6); 58.6 (C-7); 79.52 (C-17); 120.8 (g, C-15,
315 = 321 Hz,); 122.2 (C-2); 126.5/ 126.6/ 126.7/ 127.8/ 128.0/ 128.2/ 128.3/ 128.4/

128.9 (Carom.); 135.5 (C-11); 139.1/139.4 (C-18/C-22); 140.5 (C-3); 158.0 (C-16); 165.8
(C-8); 170.8 (C-9).
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45 (6R,7R)-3-Methoxymethylthio-8-o0x0-7-(2-phenyl-acetylamino)-
5-thia-1-aza-bicyclo[4.2.0]oct-2-en-2-carbonséaure-
diphenylmethyl-ester (71)

15.84 g (633.64 g/mol; 25 mmol) 3-Triflatcephem 69 werden in einem trockenen
500 mL Dreihalskolben mit mechanischem Rduhrer, Stickstoffballon und Septum in
150 mL trockenem DMF unter mildem Erwarmen geldst und auf —78°C gekuhlt. Man
verdinnt zuerst mit 50 mL trockenem CH,Cl, und gibt anschlielend auf einmal
54.8 mL (46.36 mg/mL; 2.54 g; 78.13 g/mol; 32.5 mmol; 1.3 Aqu.) einer Ldsung von
Methoxymethanthiol in CDCI3; zu. Zu diesem Gemisch lasst man nun Uber 3.5 h eine
Lésung von 4.71 mL (3.55 g; 129.25 g/mol; 27.5 mmol; 1.1 Aqu.; d = 0.755 g/cm?)
N,N-Diisopropylethylamin in 125 mL CH,Cl, bei —78°C unter gutem Ruhren zutropfen.
Nach beendeter Zugabe lasst man weitere 1.5 h bei —78°C rihren bis das Edukt laut
DC vollstandig verbraucht ist.

Zur Aufarbeitung wird die Reaktionsmischung mit 1 L Essigsaureethylester verdinnt
und je einmal mit je 500 mL 1N HCI, 5%iger NaHCO3-L6sung, 10%iger NaCl-Lésung
und gesattigter NaCl-Lésung gewaschen. Die organische Phase wird Uber MgSOQO4
getrocknet und filtriert. Nach Abdestillieren des Losungsmittels und kurzem Trocknen
am Hochvakuum erhalt man das Rohprodukt als hellgelben Schaum.

Zur Reinigung wird das Rohprodukt 12 h bei 0°C mit 250 mL Et,O/Pentan 1:1
verrieben. Man versetzt mit weiteren 125 mL Pentan und filtriert ab, wodurch das

Produkt nach Trocknen am Hochvakuum als hellgelbes Pulver isoliert werden kann.
M (C30H2sN205S2) = 560.70 g/mol

Ausbeute: 11.28 g (84%)

Smp.: 159 — 161°C

DC: Rt = 0.27 (Toluol/EtOAc 4:1); UV-aktiv und Anfarben im lod
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IR (CH,Clp):

7 [cm™] = 3410 m (NH); 3030 W (C-Haom); 2940 w (C-Haiipn.); 1780 vs (C=0,
B-Lactam); 1730 m (C=0, Ester); 1685 s (C=0, Amid I); 1605 w; 1500 s (Amid Il); 1430
m; 1370 m; 1310 w; 1220 s; 1165 m; 1120 w; 1090 s; 1010 w; 955 w; 920 w.
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'"H-NMR (400 MHz; CDCly):
5 [ppm] = 3.29 (s, 3H, 16-H); 3.59 (d, 1H, 4-H, 2344 = 17.1 Hz); 3.61 (d, 1H, 10-H,
231010 = 16.2 Hz); 3.66 (d, 1H, 4-H, 244 = 17.1 Hz); 3.67 (d, 1H, 10-H, 21010 = 16.2
Hz); 4.60 (d, 1H, 15-H, 2315115 = 12.2 Hz); 4.75 (d, 1H, 15-H, 2J1515 = 12.2 Hz); 4.97 (d,
1H, 6-H, 3Jg;7 = 4.6 Hz); 5.74 (dd, 1H, 7-H, 3J¢7 = 4.6 Hz, 3J;nn = 8.9 Hz); 6.50 (d, 1H,
NH, 3J7nn = 8.9 Hz); 6.91 (s, 1H, 18-H); 7.21 — 7.44 (m, 15H, Harom.).

*C-NMR (100 MHz; CDCly):

3 [ppm] = 27.8 (C-4); 43.3 (C-10); 56.4 (C-16); 58.3 (C-6); 59.3 (C-7); 74.2 (C-15); 79.5
(C-18); 123.1 (C-2); 127.2/ 127.4/ 127.6/ 128.0/ 128.1/ 128.4/ 128.5/ 129.1/
129.5 (Carom.); 133.8 (C-11); 135.7 (C-3); 139.4/139.5 (C-19/C-23); 160.9 (C-17); 164.7
(C-8); 171.3 (C-9).

Massenspektrum (El):
m/z = 561 ([M+1]*, 0.1%); 560 (M", 0.3%); 168 (17%); 167 (100%); 166 (22%);
165 (38%); 152 (12%); 91 (21%).

Elementaranalyse: ber.: C 64.27 H 5.03 N 5.00 S11.44
gef.: C 64.39 H5.10 N 4.62 S11.72
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4.6 (6R,7R)-7-Amino-3-methoxymethylthio-8-oxo0-5-thia-1-aza-
bicyclo[4.2.0]oct-2-en-2-carbonséure-diphenylmethylester (72)
ausgehend von Verbindung 70

600 mg (576.70 g/mol; 1.04 mmol) 3-Methoxymethylthio-7-phenoxyacetamino-cephem
70 werden in einem trockenem 10 mL Schlenkrohr mit Argonballon und Septum in 2
mL CH.Cl, gelést und auf -20°C gekuhlt. Hierzu tropft man 330 pL
(315 mg; 121.18 g/mol; 2.6 mmol; 2.5 Aqu.; d = 0.956 g/cm®) N,N-Dimethylanilin und
gibt portionsweise 303 mg (208.24 g/mol; 1.46 mmol; 1.4 Aqu.) PCls bei —20°C im
Argon-Gegenstrom zu. Die Reaktionsmischung wird 1 h bei —15 bis —20°C geruhrt.
Nun gibt man bei —15°C langsam 1 mL trockenes MeOH zu und lasst die Mischung bei
Raumtemperatur weiterrihren. Bereits nach 15 min bildet sich ein hellgelber
Niederschlag. Das Ende der Reaktion wird uber Dunnschichtchromatographie ermittelt,
wobei jeweils eine kleine Probe des Reaktionsansatzes sauer 15 min hydrolysiert wird
und die organische Phase untersucht wird. Nach 1 h bei Raumtemperatur wird das
Reaktionsgemisch mit 75 mL Essigsaureethylester verdinnt, mit 35 mL H,O versetzt
und unter mechanischem Ruhren 20 min gut durchmischt. Der pH-Wert der wassrigen
Phase betragt dabei pH = 1-2.

Die organische Phase wird abgetrennt und die wassrige Phase zweimal mit je 25 mL
Essigsaureethylester extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wascht man nun
je einmal mit 50 mL 10%iger NaCl-Lésung und 50 mL gesattigter NaCl-L6ésung. Man
trocknet Uber MgSQy, filtriert ab und destilliert das Losungsmittel ab.

Das gelbe Ol wird an 3.3 g Kieselgel chromatographiert (Toluol/EtOAc 5:2; Fraktionen
a 3 mL). Aus den Fraktionen 8-19 kann nach Einrotieren und Trocknen am

Hochvakuum das Produkt als hellgelber, briichiger Schaum isoliert werden.
M (C22H22N204S;) = 442.56 g/mol

Ausbeute: 331 mg (72%)

Smp.: 79 - 82°C

DC: Rt = 0.16 (Toluol/EtOAc 3:2); UV-aktiv und Anfarben im lod
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IR (CH,Clp):

7 [cm™] = 3400 m, 3330 w (NH); 3030 W (C-Harom); 2960 m, 2930 m (C-Haiiph.);
1775 vs (C=0, B-Lactam); 1725 s (C=0, Ester); 1600 m; 1490 w; 1445 w; 1365 m;
1220 s; 1180 m; 1130 w; 1085 s; 1010 w; 950 w.
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'H-NMR (400 MHz; CDCl5):
5 [ppm] = 1.89 (br s, 2H, NHy); 3.31 (s, 3H, 10-H); 3.70 (d, 1H, 4-H, 2344 = 17.4 Hz);
3.81 (d, 1H, 4-H, 2Jys = 17.4 Hz); 4.64 (d, 1H, 9-H, g = 12.2 Hz); 4.72 (d, 1H, 6-H,
3367 = 4.9 Hz); 4.80 (d, 1H, 9-H, 2Jge = 12.2 Hz); 4.97 (d, 1H, 7-H, 3J¢7 = 4.9 Hz); 6.96

(s, 1H, 12-H); 7.24 — 7.47 (m, 10H, Harom.).

*C-NMR (100 MHz; CDCly):

3 [ppm] = 28.3 (C-4); 56.4 (C-10); 59.3 (C-6); 63.6 (C-7); 75.1 (C-9); 79.4 (C-12); 125.2
(C-2); 127.3/ 127.7/ 128.0/ 128.3/ 128.5/ 128.5 (Carom ); 134.2 (C-3); 139.4/ 139.5 (C-
13/C-17); 161.37 (C-11); 168.23 (C-8).

Massenspektrum (El):
m/z = 443 ([M+1]", 0.1%); 442 (M*, 0.3%); 168 (23%); 167 (100%); 166 (10%);
165 (21%).

Massenspektrum (El, Hochauflosung, M™): ber.: 442.1021 u
gef.: 442.1036 u
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4.7 (6R,7R)-7-Amino-3-methoxymethylthio-8-oxo-5-thia-1-aza-
bicyclo[4.2.0]oct-2-en-2-carbonséure-diphenylmethylester (72)
ausgehend von Verbindung 71

In einem trockenem 50 mL Schlenkkolben mit Argonballon und Septum werden 2.80 g
(560.70 g/mol; 5 mmol) 3-Methoxymethylthio-7-phenylacetamino-cephem 71 in 15 mL
CH.CI, gelést und auf —20°C geklhlt. Hierzu tropft man anschlielend 1.59 mL
(1.52 g; 121.18 g/mol; 12.5 mmol; 2.5 Aqu.; d = 0.956 g/cm®) N,N-Dimethylanilin und
gibt portionsweise lber 5 min 1.46 g (208.24 g/mol; 7 mmol; 1.4 Aqu.) PCls bei —20°C
im Argon-Gegenstrom zu. Das Reaktionsgemisch farbt sich dunkel und man ruhrt
1.5 h bei —15 bis —20°C.

Hierauf werden bei dieser Temperatur 10 mL trockenes MeOH zugegeben und die
Mischung bei Raumtemperatur weitergeruhrt. Nach 1.5 h beginnt ein hellgelber
Niederschlag auszufallen und die dunkle Farbung verschwindet allmahlich. Nach 3.5 h
bei Raumtemperatur wird das Reaktionsgemisch mit 300 mL Essigsaureethylester
verdiunnt, mit 150 mL H,O versetzt und unter mechanischem Rihren 20 min gut
durchmischt. Der pH-Wert der wassrigen Phase betragt dabei pH = 1-2.

Man trennt die organische Phase ab und extrahiert die wassrige Phase zweimal mit je
100 mL Essigsaureethylester. Die vereinigten organischen Phasen werden je einmal
mit 250 mL 10%iger NaCl-Losung und 250 mL gesattigter NaCl-Lésung gewaschen.
Man trocknet Uber MgSO,, filtriet ab und entfernt das Lo&sungsmittel am
Rotationsverdampfer. Nach kurzen Trocknen am Hochvakuum wird der gelbe dlige
Ruckstand an 30 g Kieselgel saulenchromatographisch gereinigt. Als Laufmittel dient
Toluol/EtOAc 5:2. Es werden Fraktionen zu 30 mL genommen. Aus den Fraktionen
9-17 erhalt man nach Entfernen des Lésungsmittels und Trocknen am Hochvakuum

das Produkt als hellgelben, briichigen Schaum.
M (022H22N20482) =442 .56 g/mol
Ausbeute: 1.50 g (68%)

Weitere analytische Daten siehe unter 4.6.
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4.8 (6R,7R)-7-[(Z2)-2-(2-tert-Butoxycarbonylamino-thiazol-4-yl)-2-
methoxyimino-acetylamino]-3-methoxymethylthio-8-oxo-5-thia-
1-aza-bicyclo[4.2.0]oct-2-en-2-carbonséaure-
diphenylmethylester (73)

200 mg (442.56 g/mol; 0.45 mmol) 7-Aminocephem 72 werden zusammen mit 143 mg
(301.32 g/mol; 0.48 mmol; 1.05 Aqu.) (Z)-(2-N-BOC-amino-thiazol-4-yl)-2-methoxy-
imino-essigsaure (BOC-ATHMOA) (84) in 3.4 mL CH,CI, suspendiert und auf —20°C
gekuhlt. Man gibt nun Gber ein Septum 115 pL (105 mg; 101.15 g/mol; 1.04 mmol;
2.3 Aqu.; d = 0.918 g/cm®) N-Methyl-morpholin zu und riihrt 5 min bis eine klare Lésung
entstanden ist. Anschlielend werden langsam 81 pL (114 mg; 210.98 g/mol;
0.54 mmol; 1.2 Aqu.; d = 1.412 g/cm®) Phenylphosphoryldichlorid zugetropft und die
Mischung bei —20°C geruhrt.

Nach 45 min ist die Reaktion beendet und man verdunnt mit 15 mL Essigsaure-
ethylester. Es wird je einmal mit je 7 mL 1N HCI, 5%iger NaHCO3-Losung, 10%iger
NaCl-Lésung und gesattigter NaCl-Losung gewaschen. Die organische Phase wird
uber MgSQO4 getrocknet und abfiltriert.

Das Lésungsmittel wird am Rotationsverdampfer abdestilliert und der erhaltene gelbe
Schaum mittels Chromatographie (9 g Kieselgel; Toluol/EtOAc 7:2; Fraktionen a 9 mL)
gereinigt. Aus den Fraktionen 6-19 wird das Produkt nach Einrotieren und Trocknen

am Hochvakuum als hellgelber brtchiger Schaum isoliert.
M (C33H35N50883) =725.85 g/mol

Ausbeute: 279 mg (85%)

Smp.: 119 -121°C
DC: R¢ = 0.25 (Toluol/EtOAc 2:1); UV-aktiv und Anfarben im lod
IR (CH,Cly):

7 [em™ = 3395 m, 3250 m (NH); 3030 W (C-Harom); 2930 m (C-Haiipn.); 1750 vs (C=0,
B-Lactam); 1715 vs (C=0, Ester, Urethan); 1680 s (C=0, Amid I); 1600 w; 1540 s
(Amid II); 1445 m; 1370 m; 1220 s; 1155 vs; 1085 s; 1045 m; 1000 w; 950 w; 890 w.
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'H-NMR (400 MHz; CDCly):

3 [ppm] = 1.50 (s, 9H, 17-H); 3.33 (s, 3H, 19-H); 3.71 (d, 1H, 4-H, %Jys = 17.2 Hz); 3.80
(d, 1H, 4-H, 2Jy4 = 17.2 Hz); 4.10 (s, 3H, 14-H); 4.70 (d, 1H, 18-H, 2J1g1e = 12.2 Hz);
4.80 (d, 1H, 18-H, 2Jig1g = 12.2 Hz); 5.14 (d, 1H, 6-H, *Jg7 = 4.6 Hz); 5.95 (dd, 1H, 7-H,
e = 4.6 Hz, *J;ne = 8.6 Hz); 6.92 (s, 1H, 21-H); 7.23 (s, 1H, 12-H);
7.24 —7.49 (m, 10H, Harom ); 7.73 (br s, 1H, NH).

13C-NMR (100MHz; CDCly):

5 [ppm] = 28.1 (C-17); 28.2 (C-4); 56.4 (C-19); 58.6 (C-6); 59.1 (C-7); 63.1 (C-14); 74.2
(C-18); 79.4 (C-21); 83.3 (C-16); 115.7 (C-12); 125.3 (C-2); 127.2/ 127.3/ 128.0/ 128.1/
128.2/ 128.4/ 128.6 (Carom.); 135.3 (C-3) 139.5/139.6 (C-22/C-26); 140.9 (C-11); 146.5
(C-13); 152.2 (C-15); 160.8/ 160.9/ 161.8/ 164.6 (C-8/ C-9/ C-10/ C-20).

Massenspektrum (ESI):
m/z = 726 ([M+H]", 100%); 484 (10%); 483 (33%); 396 (55%); 215 (14%).

Massenspektrum (ESI, Hochauflosung, [M+H]"): ber.: 726.1726 u
gef.: 726.1724 u
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49 (6R,7R)-7-[(Z2)-2-(2-Amino-thiazol-4-yl)-2-(tert-butoxycarbonyl-
methoxyimino)-acetylamino]-3-methoxymethylthio-8-oxo-5-
thia-1-aza-bicyclo[4.2.0]oct-2-en-2-carbonsaure-
diphenylmethylester (74)

In einem trockenen 25 mL Schlenkkolben mit Magnetrihrer, Ny-Ballon und Septum
werden 443 mg (442.56 g/mol; 1.0 mmol) 7-Aminocephem 72 und 316 mg
(301.32 g/mol; 1.05 mmol; 1.05 Aqu.) (2)-2-(2-Aminothiazol-4-yl)-2-(tert-
butoxycarbonyl-methoxyimino)-essigsaure (ATMA) (85) in 7.5 mL CH,Cl, suspendiert
und auf —20°C gekihlt. Man gibt 253 uL (233 mg; 101.15 g/mol; 2.3 mmol; 2.3 Aqu.;
d = 0.918 g/cm®) N-Methyl-morpholin zu und riihrt 10 min bis eine klare Ldsung
entstanden ist. Zu dieser Mischung werden langsam 179 uL (253 mg; 210.98 g/mol; 1.2
mmol; 1.2 Aqu.; d = 1.412 g/cm®) Phenylphosphoryldichlorid zugetropft. AnschlieRend
lasst man die Reaktionslésung 1.5 h bei —20°C ruhren.

Hierauf wird die Reaktionslésung mit 30 mL Essigsaureethylester verdinnt und je
einmal mit je 15 mL 1N HCI, 5%iger NaHCO3;-L6sung, 10%iger NaCl-Lésung und
gesattigter NaCl-Losung gewaschen. Man trocknet Gber MgSQy, filtriert Gber Watte und
entfernt das Losungsmittel am Rotationsverdampfer.

Der so erhaltene hellgelbe Schaum wird an 18 g Kieselgel chromatographisch
gereinigt. Man nimmt Fraktionen a 18 mL. Als Laufmittel dient Toluol/EtOAc 3:2. Das
Produkt wird aus den Fraktionen 8-18 nach Entfernen des Ldsungsmittels und

Trocknen am Hochvakuum als hellgelber brichiger Schaum isoliert.
M (C33H35N50383) =725.85 g/mol

Ausbeute: 573 mg (79%)

Smp.: 99 -101°C
DC: R¢ = 0.15 (Toluol/EtOAc 1:1); UV-aktiv und Anfarben im lod
IR (CH,Cly):

v [cm™] = 3480 m, 3380 m, 3250 w (NH2, NH); 3030 W (C-Harom); 2970 w, 2930 m
(C-Haiipn.); 1780 vs (C=0, B-Lactam); 1720 s (C=0, Ester, Urethan); 1680 s (C=0, Amid
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[); 1600 m; 1530 s (Amid Il); 1450 w; 1375 s; 1220 s; 1145 s; 1120 w; 1085 vs; 1040 m;
1000 w; 950 w; 890 w; 845 w; 810 w.

0”720 O

'H-NMR (400 MHz; CDCly):

5 [ppm] = 1.43 (s, 9H, 17-H); 3.33 (s, 3H, 19-H); 3.67 (d, 1H, 4-H, 2J44 = 16.8 Hz); 3.80
(d, 1H, 4-H, 244 = 16.8 Hz); 4.72 (d, 1H, 18-H, 2J1g1s = 12.2 Hz); 4.72 (d, 1H, 14-H,
21414 = 16.8 Hz); 4.77 (d, 1H, 18-H, 2J1g1g = 12.2 Hz); 4.77 (d, 1H, 14-H, 2J1414 = 16.8
Hz); 5.13 (d, 1H, 6-H, 3Jg7 = 4.6 Hz); 5.86 (dd, 1H, 7-H, 3J¢7 = 4.6 Hz, 3J7nu = 8.6 Hz);
6.95 (s, 1H, 21-H); 7.05 (s, 1H, 12-H); 7.15 — 7.48 (m, 10H, Harom.); 8.73 (d, 1H, NH,
337mm = 8.6 Hz).

13C-NMR (100MHz; CDCly):

5 [ppm] = 28.1 (C-17); 28.4 (C-4); 56.3 (C-19); 59.1 (C-6); 59.9 (C-7); 71.4 (C-14);
74.44 (C-18); 79.2 (C-21); 83.3 (C-16); 114.1 (C-12); 123.7 (C-2); 127.3/ 127.9/ 128.1/
128.2/ 128.4/ 128.5 (Carom.); 136.4 (C-3); 139.5/139.6 (C-22/C-26); 141.0 (C-11); 149.9
(C-13); 161.1/ 161.9/ 164.0/ 168.2/ 170.4 (C-8/ C-9/ C-10/ C-15/ C-20).

Massenspektrum (ESI):
m/z = 726 ([M+H]", 100%).

Massenspektrum (ESI, Hochauflésung, [M+H]"): ber.: 726.1726 u
gef.: 726.1716 u
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410 (2'R,6R,7R)-7-(2 -tert-Butoxycarbonylamino-2"-phenyl-
acetylamino)-3-methoxymethylthio-8-oxo0-5-thia-1-aza-
bicyclo[4.2.0]oct-2-en-2-carbonsadure-diphenylmethylester (75)

In einem 10 mL Schlenkrohr mit, Stickstoffballon und Magnetrihrer werden 100 mg
(442.56 g/mol; 0.23 mmol) 7-Aminocephem 72 und 60 mg (251.59 g/mol; 0.24 mmol;
1.05 Aqu.) BOC-D-Phenylglycin (85) in 1 mL CH,CI, vorgelegt und auf —20°C gekihlt.
Zu dieser Suspension werden 57 uL (53 mg; 101.15 g/mol; 0.52 mmol; 2.3 Aqu.;
d = 0.918 g/cm®) N-Methyl-morpholin zugegeben und solange geriihrt (ca. 5 min) bis
eine klare Losung entstanden ist.

Nun tropft man langsam 41 pL (57 mg; 210.98 g/mol; 0.27 mmol; 1.2 Aqu.;
d = 1.412 g/cm®) Phenylphosphoryldichlorid zu und riihrt 30 min bei —20°C.

Die Reaktionslosung wird mit 10 mL Essigsaureethylester verdinnt und je einmal mit je
5 mL 1N HCI, 5%iger NaHCOg3-Ldsung, 10%iger NaCl-Losung und gesattigter NaCl-
Lésung gewaschen. Nach Trocknen Uber MgSQ, Filtrieren und Abdestillieren des
Losungsmittels erhalt man ein hellgelben Schaum, der an 6 g Kieselgel
chromatographisch gereinigt wird. Man verwendet Toluol/EtOAc 9:1 als Laufmittel und
sammelt Fraktionen a 6 mL. Das Produkt kann aus den Fraktionen 5-19 nach
Entfernen des Losungsmittels und Trocknen am Hochvakuum als hellgelber Feststoff

isoliert werden.
M (C35H37N30682) =676.77 g/mol

Ausbeute: 130 mg (85%)

Smp.: 180 — 182°C
DC: R¢ = 0.14 (Toluol/EtOAc 9:1); UV-aktiv und Anfarben im lod
IR (CH,Cly):

v [cm™] = 3400 m (NH); 3020 w (C-Harom); 2960 w, 2920 m (C-Hajipn.); 1780 vs (C=0,
B-Lactam); 1720 s (C=0, Ester; Urethan); 1685 s (C=0, Amid I); 1595 w; 1495 s (Amid
I1); 1365 m; 1310 w; 1215 m; 1160 s; 1110 w; 1080 s; 1025 w; 950 w.
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'H-NMR (400 MHz; CDCly):

5 [ppm] = 1.42 (s, 9H, 17-H); 3.30 (s, 3H, 19-H); 3.57 (d, 1H, 4-H, 2J44 = 17.4 Hz); 3.70
(d, 1H, 4-H, 244 = 17.4 Hz); 4.65 (d, 1H, 18-H, 2J1g15 = 12.2 Hz); 4.76 (d, 1H, 18-H,
2J18ne = 12.2 Hz); 4.96 (d, 1H, 6-H, 3J¢7 = 4.9 Hz); 5.23 (br s, 1H, NH-BOC); 5.65 (d,
1H, 10-H, 3J1onn = 6.1 Hz); 5.74 (dd, 1H, 7-H, 3Jer7 = 4.9 Hz, 3J7nn = 8.9 Hz); 6.66 (d,
1H, NH, 3J7nn = 8.9 Hz); 6.93 (s, 1H, 21-H); 7.23 — 7.45 (m, 15H, Harom.).

®C-NMR (100MHz; CDCly):

5 [ppm] = 28.1 (C-4); 28.3 (C-17); 56.4 (C-19); 58.1 (C-6); 59.3 (C-7); 59.0 (C-10); 74.6
(C-18); 79.4 (C-21); 80.5 (C-16); 123.8 (C-2); 127.3/ 127.4/ 127.5/ 128.0/ 128.1/ 128.4/
128.5/ 128.7/ 129.2 (Cuom); 133.8 (C-3); 137.4 (C-11); 139.4/139.5 (C-22/
C-26); 155.0 (C-15); 160.9 (C-20); 164.0 (C-8); 170.6 (C-9).

Massenspektrum (ED:
m/z = 676 ([M+1]", 0.02%); 675 (M", 0.1%); 168 (26%); 167 (100%); 166 (23%);
165 (38%); 152 (13%); 105 (11%); 56 (16%); 44 (34%); 41 (26%); 39 (10%).
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4.11 Kalium-(6R,7R)-7-[(Z2)-2-(2-amino-thiazol-4-yl)-2-methoxyimino-
acetylamino]-3-methoxymethylthio-8-oxo0-5-thia-1-aza-
bicyclo[4.2.0]oct-2-en-2-carboxylat (63)

In einem ausgeheizten 10 mL Schlenkkolben mit Magnetrihrer und Ny-Ballon werden
508 mg (725.85 g/mol; 0.70 mmol) 3-Methoxymethylthiocephem 73 in 3.5 mL Anisol
geldst. Bei 0°C gibt man nun langsam 3.5 mL CF3COOH zu und lasst die Mischung bei
Raumtemperatur rihren.

Nach 3.5 h ist die Reaktion beendet (DC: Kieselgel und Reversed Phase) und die
Reaktionslosung wird langsam unter Ruhren zu 70 mL Pentan/Et,O 4:1 bei 0°C
getropft. Der dabei entstandene hellbeige Niederschlag wird abzentrifugiert, zweimal
mit 40 mL Pentan/Et,0O 4:1 gewaschen, abfiltriert und kurz am Hochvakuum getrocknet.
Das Rohprodukt wird in 14 mL H,O suspendiert und die wassrige Phase mit festem
KHCO3; auf pH = 8 gebracht. Dabei geht der Feststoff allmahlich in Losung und die
Mischung wird an 31 g HP-20 Diaion Polymerharz langsam chromatographiert. Es
werden 7 Fraktionen mit H,O und 7 Fraktionen mit H,O/MeOH 4:1 als FlieBmittel
gesammelt. Die Fraktionsgréflie betragt jeweils 30 mL. Die Fraktionen 8—13 werden am
Rotationsverdampfer unter Hochvakuum und Trockeneiskihlung vom Ldsungsmittel
befreit. Man verreibt den erhaltenen amorphen Feststoff kurz mit Et,O und filtriert ab.

Das Produkt kann so als hellgelbes Pulver isoliert werden.

M (C15H16N50383K) =497.60 g/mol

Ausbeute: 220 mg (63%)

Smp.: 194 — 197°C (Zersetzung)
DC: R¢ = 0.53 (H,O/MeOH 4:1; Reversed Phase); UV-aktiv
IR (KBr):

v [em™] = 3412 m (NH); 3035 W (C-Harom); 2935 w, 2820 w (C-Haipn); 1761 vs (C=0, B-
Lactam); 1670 s (C=0O, Amid 1); 1610 vs (C=0O, Carboxylat); 1530 s (Amid II);
1461 w; 1375 s; 1350 s; 1206 w; 1180 m; 1128 w; 1075 m; 1033 m; 945 w; 895 w;
841 w; 807 w; 772 w.
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'H-NMR (400 MHz; D,0):

3 [ppm] = 3.41 (s, 3H, 16-H); 3.63 (d, 1H, 4-H, 2344 = 17.6 Hz); 3.91 (d, 1H, 4-H, 2J4s =
17.6 Hz); 4.00 (s, 3H, 14-H); 4.76 (d, 1H, 15-H, 2J1515 = 11.7 Hz); 4.94 (d, 1H, 15-H,
231515 = 11.7 Hz); 5.27 (d, 1H, 6-H, 3Je7 = 4.8 Hz); 5.80 (d, 1H, 7-H, J¢7 = 4.8 Hz); 7.04
(s, 1H, 12-H).

3C-NMR (100MHz; D,0):

5 [ppm] = 31.6 (C-4); 58.7 (C-16); 60.2 (C-6); 61.8 (C-7); 65.5 (C-14); 78.0 (C-15);
115.6 (C-3); 116.3 (C-12); 137.0 (C-2); 143.2 (C-11); 150.9 (C-11); 165.6 (C-8);
167.7 (C-9); 171.5 (C-17); 173.8 (C-10).

Massenspektrum (ESI; M'= (C15H17NsOgS3) = 459 u =protonierte Saure):
m/z = 460 ([M'+H]", 100%).

Massenspektrum (ESI, Hochauflosung, [M"+H]"): ber.: 460.0419 u
gef.: 460.0424 u

Atomspektroskopie (ICP-AES): ber.: K 7.86%
gef.: K..7.56%
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4.12 Dikalium-(6R,7R)-7-[(Z)-2-(2-amino-thiazol-4-yl)-2-carboxy-
methoxyimino-acetylamino]-3-methoxymethylthio-8-oxo-5-thia-
1-aza-bicyclo[4.2.0]oct-2-en-2-carboxylat (64)

73 mg (725.85 g/mol; 0.10 mmol) 74 werden in einen 10 mL Schlenkrohr mit
Magnetrihrer, Stickstoffballon und Septum in 0.5 mL Anisol geldst und auf 0°C gekuhilt.
Man gibt langsam 0.5 mL CF3COOH zu und rihrt bei Raumtemperatur weiter.

Nach beendeter Reaktion (3.5 h bei Raumtemperatur; DC: Kieselgel und Reversed
Phase) tropft man das Reaktionsgemisch bei 0°C unter Rihren zu 10 mL Pentan/Et,O
4:1. Es fallt ein hellbeiger Niederschlag aus. Man zentrifugiert ab, wascht zweimal mit 7
mL Pentan/Et,O 4:1 und filtriert den hellbeigen Feststoff Uber eine Fritte ab.

Zur Reinigung suspendiert man das Pulver in 3 mL H,O und stellt die wassrige Phase
mit festem KHCO;3; auf pH = 8 ein. Man erhalt eine Losung, die an 5 g HP-20 Diaion
Polymerharz sehr langsam chromatographiert wird. Als Laufmittel dient H,O. Es
werden Fraktionen a 5 mL gesammelt. Aus den Fraktionen 5-9 kann nach
Abdestillieren des Losungsmittels am Rotationsverdampfer unter Hochvakuum und
Trockeneisklhlung zunachst eine gelblicher amorpher Feststoff isoliert werden. Nach

Verreiben mit Et,O und Abfiltrieren erhalt man das Produkt als hellgelbes Pulver.

M (C16H15N50883K2) =579.69 g/mol

Ausbeute: 29 mg (50%)

Smp.: 196 — 198°C (Zersetzung)
DC: Rf = 0.68 (H,O/MeOH 4:1; Reversed Phase); UV-aktiv
IR (KBr):

7 [em™] = 3420 m (NH); 3033 W (C-Harom); 2928 w, 2820 w (C-Haiipn.); 1761 s (C=0,
B-Lactam); 1670 s (C=0, Amid I); 1606 vs (C=0, Carboxylat); 1531 s (Amid Il); 1390 m;
1350 m; 1316 m; 1206 w; 1180 m; 1126 w; 1073 m; 1036 m; 948 w; 895 w; 842 w; 811
w; 772 w.
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'H-NMR (400 MHz; D,0):

5 [ppm] = 3.41 (s, 3H, 17-H); 3.63 (d, 1H, 4-H, 244 = 17.6 Hz); 3.90 (d, 1H, 4-H, 244 =
17.6 Hz); 4.58 (s, 2H, 14-H); 4.76 (d, 1H, 16-H, 21616 = 11.7 Hz); 4.95 (d, 1H, 16-H,
231616 = 11.7 Hz); 5.27 (d, 1H, 6-H, 3Je7 = 4.8 Hz); 5.82 (d, 1H, 7-H, 3J¢7 = 4.8 Hz); 7.05
(s, TH, 12-H).

3C-NMR (100MHz; D,0):

5 [ppm] = 31.6 (C-4); 58.7 (C-17); 60.3 (C-6); 61.9 (C-7); 75.8 (C-14); 78.0 (C-16);
116.1 (C-3); 116.5 (C-12); 136.9 (C-2); 143.2 (C-11); 151.1 (C-13); 165.8 (C-8);
167.6 (C-9); 171.5 (C-18); 173.8 (C-10); 180.1 (C-15).

miz = 504 (M'+H]*, 100%); 483 (36%); 396 (12%).

Massenspektrum (ESI, Hochauflosung, [M +H]"): ber.: 504.0317 u
gef.: 504.0304 u

413 (2'R,6R,7R)-7-(2"-amino-2"-phenylacetylamino)-3-methoxy-
methylthio-8-o0xo0-5-thia-1-aza-bicyclo[4.2.0]oct-2-en-2-
carbonsaure (65)

In einem trockenen 10 mL Schlenkrohr mit N>-Ballon und Magnetrihrer werden 67 mg
(676.77 g/mol; 0.10 mmol) 75 in 0.5 mL Anisol vorgelegt und bei 0°C langsam 0.5 mL
CF3COOH zugegeben. Man rihrt die Reaktionslésung 1.5 h bei Raumtemperatur und
tropft sie anschlieRend unter Rihren zu 10 mL Pentan/Et,O 4:1 bei 0°C. Der dabei
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entstandene hellbeige Niederschlag wird abzentrifugiert, zweimal mit 5 mL Pentan/Et,O
4:1 gewaschen, abfiltriert und kurz am Hochvakuum getrocknet.

Man nimmt den Feststoff in 3 mL H,O auf und reinigt ihn durch langsame
Chromatographie an 4.1 g HP-20 Diaion Polymerharz. Es werden je 5 Fraktionen mit
H,O, H,O/MeOH 4:1 und H,O/MeOH 3:2 als Laufmittel genommen. Die Fraktionen
6-13 werden vereinigt und am Rotationsverdampfer unter Hochvakuum und
Trockeneiskihlung vom Lésungsmittel befreit.

Der erhaltene amorphe gelbe Feststoff wird mit Et,O verrieben und abfiltriert. Auf diese

Weise kann das Produkt als hellgelbes Pulver isoliert werden.

M (C17H19N30582) =409.47 g/mol

Ausbeute: 25 mg (61%)

Smp.: 219 — 222°C (Zersetzung)
DC: Rf=0.22 (H,O/MeOH 4:1; Reversed Phase); UV-aktiv
IR (KBr):

v [em™] = 3042 m (NH3"); 3033 w (C-Harom); 2928 w, 2820 w (C-Hajipn.); 1765 vs (C=0,
B-Lactam); 1690 s (C=0, Amid I); 1628 s (C=0, Carboxylat); 1550 m (Amid Il); 1500 w;
1458 w; 1370 m; 1247 w; 1180 m; 1126 w; 1081 m; 1031 w; 948 w; 890 w; 845 w.

NH,
12 H 5
13 15 N s 65,
14 () 8 N / 3 P
1 s7 1507 16
0] 2
07 170

'H-NMR (400 MHz; D,0):
3 [ppm] = 3.37 (s, 3H, 16-H); 3.43 (d, 1H, 4-H, 2J4s = 17.6 Hz); 3.75 (d, 1H, 4-H, 2Jy1 =
17.6 Hz); 4.71 (d, 1H, 15-H, 21515 = 11.6 Hz); 4.88 (d, 1H, 15-H, *Jisp5 = 11.6 Hz);
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5.11 (s, 1H, 10-H): 5.12 (d, 1H, 6-H, 3J¢ = 4.6 Hz); 5.69 (d, 1H, 7-H, 3Js7 = 4.6 Hz);
742 - 754 (m, 5H, Harom_).

C-NMR (100MHz; D,0):
5 [ppm] = 31.3 (C-4); 58.6 (C-16); 59.7 (C-10); 60.3 (C-6); 61.9 (C-7); 78.0 (C-15);
115.4 (C-3); 131.3/ 131.9/ 132.5 (Caom);136.8 (C-2); 139.0 (C-11); 165.8 (C-8);
171.3 (C-17); 173.6 (C-9).

Massenspektrum (ESI; CH3CN/H»O 90:10):
m/z = 451 ([M+H+CH3;CN]*, 100%); 410 ([IM+H]*, 72%); 250 (11%); 220 (15%);
102 (13%).

Massenspektrum (ESI, Hochauflésung, [M+H]"): ber.: 410.0844 u
gef.: 410.0874 u
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D  Anhang
1 Strukturverzeichnis
Seite im
Struktur Nummer Experimentellen
Teil
0
OH
| N/\W 2 107
o}
o}
Q o
| N/\/\)J\OH 5 108
o}
0
OH
| N/\/\/\( 6 110
o}
o}
Q 0

| N//“\\///\\\///\\\//H\\OH ; 111

Cl
| Nw 9 112




Anhang 192

Seite im
Struktur Nummer Experimentellen
Teil
0
/\/\/\ o
¢N N=—C=—0 11 114
o}

o 0
NN )J\
¢N N o/\© 13 116
ol

o 0
| N/\/\/\H)J\OX 16 117

o)

o o)
NN )J\
¢N ” 0/ 17 118
0

[ L ]
¢N/\/\/\Hio 20 119
(@]

(0]
1 o
P Wt )J\ 21 121
Y N o
o)




193 Anhang

Seite im
Struktur Nummer Experimentellen
Teil

o o
NN
¢N u)ko/\@\ 22 122
o) F

o 0
/\/\/\)J\ F
W N o/\©/ 23 123
(0]

O N
N
¢N N 0A© 24 125
(0]

(0]
¢N/V\/\NH2 14 126
(6]
Q 0
[th//\\V//\\v//\\”/JL\O//\\I::::] 15 107
(0]
0
| NN \H, . CF,COOH 12 129
0

Q 0
N N 18 130
//N\\/J ©




Anhang 194

Seite im
Struktur Nummer Experimentellen
Teil
Q 0
NN )k
N NN 19 132
Lne
o]
0
/\/\/\
(>N OH 25 134
0

0 0
P PN )J\
¢N 0 ﬁ 26 136
o)

O 0
#N O H 27 137
(@]

¢N/\/\/\OJKN 28 138
H
(0]

* o)
/\/\/\ )J\
¢N o NH, 29 139
(0]




195 Anhang

Seite im
Struktur Nummer Experimentellen
Teil

| PY
¢N/\/\/\OJ\H 30 141
(0]

o S
/\/\/\
¢N o)ku/\@ 31 143
o}

Q S
/\/\/\
¢N o)ku/ 32 144
(0]

O o)
NN
¢N OJ\O/\ 33 145
(6]

F
__/

F
HZNGN o) 34 148
/

2 0 F O
¢/\/\/\)k 35 150
W NN

O




Anhang 196

Seite im
Struktur Nummer Experimentellen
Teil
F (0]
Q o) i/O
(0]
Q F
| N N ol 37 153
__/
0
Q 0
| NN S
N N o
N /\@ 44 155
o
0
o L)
| Nw s 45 156
o}
o]
@) 0]
>—®—4 49 159
Cl
Br
Br\)\/NHZ- HBr 50 160
@) 0
> <> /\NA(\Br 51 161
H




197 Anhang

Seite im
Struktur Nummer Experimentellen
Teil

@) N
;&L——<i::>>——<?i:l\\//8 52 163
0 r

@] N
O 3

O N
P <1
N 48 166
O
T

O
78 168
)J\S/\O/

s No” 79 169
Ph H S
~
O/ﬁ(
0 j}::li%;;L\ P 70 170
o s” o
CO,CHPh,
H
Ph/ﬁ(N S
I m s s
0 OTf
CO,CHPh,

H
N S
Ph/ﬁ( j;r
O N 71 174

CO,CHPh,




Anhang

198

Seite im
Struktur Nummer Experimentellen
Teil
H,N S
j;’\r\g\s/\o/ 72 176 und 178
o)
CO,CHPh,
N
P s
74
BOCN—C | 73 179
S 0 N N
o s o)
CO,CHPh,
N/O—CHZCOOtBu
| H
. /N N S
N | | 74 181
S ) N
O/_ = S/\O/
CO,CHPh,
BOCNH
mH
N S
75 183
ng
) N o
CO,CHPh,
O_
N/
N | § s
HN— | 63 185
S 0 N N
o S 0
coo k'
_0—CH,CO0K’
64 187

N
| H
N N S
<7 T I
s o) N
5 = S/\o/

cookK’




199 Anhang

Seite im
Struktur Nummer Experimentellen
Teil

NH,
H
©)W” S
65 188
I T
o \T;l\S/A\O//

COOH




Anhang 200

2 Zusammenfassung

2.1  Maleinimid-Derivate als neuartige Antibiotika

Da seit den 90er Jahren eine starke Ausbreitung von resistenten Erregern beobachtet
werden kann, ist die Entwicklung neuer Antibiotika ein dringliches Ziel der heutigen
Wirkstoffforschung.

Bei der routinemafigen Untersuchung einiger 5- und 6-Ringe auf ihre antibiotische
Aktivitat erwies sich Maleinimid als besonders wirksame Substanz. Die Verbindung ist
jedoch auch fur ihre hohe Toxizitat bekannt (LD50 = 9 mg/kg bei Mausen). Deshalb
wurde der Versuch unternommen, die pharmakologischen Eigenschaften der Substanz
durch strukturelle Abwandlungen soweit zu verandern, bis neue, weniger toxische

Antibiotika resultieren.

NH

O
Maleinimid
Es gelang zunachst, ein einfaches Testverfahren auf akute Toxizitat zu entwickeln.
Zusammen mit bekannten, antibakteriellen Testmethoden war damit die Grundlage fur
eine Charakterisierung neuer Maleinimid-Derivate bezuglich ihrer toxischen und
antibiotischen Eigenschaften geschaffen.
Unter verschiedenen Derivatgruppen erwiesen sich Maleinimido-N-alkancarbonsauren
als besonders gunstige Leitstrukturen. Durch Variation der Lange der Alkanseitenkette
konnte zunachst ein Optimum der biologischen Eigenschaften fur funf

Methylengruppen in der Seitenkette ermittelt werden.

0

OH
| Nw

5 Methylengruppen ©

o)

6-(N-Maleinimido)-hexansaure 6
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Im weiteren Verlauf gelang es, durch Variation der funktionellen Gruppe am
Kettenende eine Vielzahl von Derivaten herzustellen, die auf ihre antibiotischen und
toxischen Eigenschaften getestet wurden. Vor allem zwei Substanzen erwiesen sich
dabei als hochwirksame Antibiotika, die im Vergleich zu Maleinimid eine deutlich

niedrigere Toxizitat zeigten.

0}
o

P s o AN

Beide Verbindungen 44 und 45 enthielten eine Thiophengruppe und zeigten vor allem
gegen grampositiven Erreger hervorragende Aktivitaten. Gegen den problematischen
Methicillin-resistenten  Staphylococcus aureus (MRSA) war die antibiotische
Wirksamkeit von 44 nur funfmal geringer als die von Vancomycin, einem der

wichtigsten Antibiotika gegen diesen Erreger.

2.2  Darstellung eines Oxazolidinon-Analogons

Oxazolidinon-Antibiotika stellen eine vollig neue Wirkstoffklasse gegen grampositive
Bakterien dar. Linezolid ist im Jahr 2000 als erster Vertreter dieser Gruppe in den USA

als Medikament zugelassen worden.

Linezolid O

Wahrend der Einfluss der verschiedenen Substituenten am Oxazolidinonring bereits

eingehend untersucht wurde, existieren zur Bedeutung des Funfrings selbst nur wenige




Anhang 202

Studien. Dabei spielt u.a. die anndhernd koplanare Ausrichtung des Finfrings zum
Aromaten eine entscheidende Rolle fir die biologische Aktivitat. Bisher konnten erst
zwei wirksame Flnfring-Analoga zu den Oxazolidinonen dargestellt werden. Bei beiden
war eine Doppelbindung im Funfring mit dem aromatischen System konjugiert und
sorgte fir die glnstige koplanare Ausrichtung. Im Rahmen dieser Arbeit gelang es nun,
ausgehend vom Saurechlorid 49 und dem Amin 50 in vier Schritten ein weiteres

Funfring-Analogon 48 in 53%iger Ausbeute zu synthetisieren.
o)

0 Cl Br
OGS = Oy

H,N Br z

0 l/H
49 50 © NY
48 o

Obwohl das 4°-Oxazolin 48 alle bisher in der Literatur bekannten Wirkungsvoraus-
setzungen wie Substituenten und Konjugation des Funfrings zum Aromaten erflllte,
zeigte es keine antibiotische Aktivitat. Dies bedeutet, dass die antibakterielle
Wirksamkeit der Oxazolidinon-Antibiotika und ihrer Analoga von weiteren strukturellen
Faktoren abhangt.

2.3  Neue Oralcephalosporine

Uber die Halfte aller Antibiotika sind heutzutage R-Lactame. Davon stellen die
Cephalosporine mit Uber 50% Anteil die groldte Gruppe dar. Dennoch existieren bisher
vergleichsweise wenige oral wirksame Vertreter dieser Antibiotika-Klasse. Aufgrund
ihrer schlechten Resorbierbarkeit werden sie Uberwiegend parenteral verabreicht. Es
ist bis heute nicht gelungen, die gute Wirksamkeit einiger Cepheme gegen resistente
Erreger mit einer vollstandige Resorbierbarkeit zu verbinden.

Erst kirzlich konnte bei den ebenfalls oral schlecht verfligbaren Carbapenemen durch
EinflUhrung einer neuen Seitenkette, der Methoxymethylthiogruppe, eine deutliche
Steigerung der oralen Wirksamkeit festgestellt werden. Deshalb wurde die gleiche
Seitenkette nun auch an der 3-Position von Cephalosporinen eingefuhrt. Ausgehend
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von den 3-Hydroxycephemen 66 und 67 konnten in mehreren Schritten Uber das 7-
Aminocephem 72 drei neue Cephalosporine 63, 64, und 65 synthetisiert und auf ihre

antibiotischen Eigenschaften getestet werden.

H
N S
N~

CO,CHPh,
66: R = PhOCH,CO-
67: R = PhCH,CO-

H,N S
]/:N
5 \2\8/\0/
72 CO,CHPh,
NH

o_
N/
| H
N N s
H
N ] * oy
o s~ ~o
63 Coo K’ _0—CH,COo0K" o) N o~
N o s” ~o
N s s COOH
HN— ) 65
S o N A N

Dabei erwies sich vor allem das Cephem 63 im Vergleich zum derzeitig verwendeten

Oralcephalosporin Cefaclor als vielversprechende Verbindung. Einerseits zeigte 63
gerade gegen den B-Lactamase-produzierenden Problemkeim E.coli TEM eine bessere
antibiotische Aktivitat als Cefaclor. Anderseits war es unter den physiologischen
Bedingungen im Blut (pH = 7.4; 37°C) und im Magen (pH = 2.0; 37°C) deutlich stabiler.
Erweist sich die Einflhrung der neuen Seitenkette, dhnlich wie bei den Carbapenemen,
zusatzlich als gunstig fur die orale Resorbierbarkeit, ware das Cephem 63 eine

interessante Alternative zu den herkdmmlichen Oralcephalosporinen.
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