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A series of benzophenone derivatives has been synthesized and evaluated as inhibitors of HIV-1

reverse transcriptase (RT) and the growth of H

V.1 in MT-4 cells. Through the use of the

structure—activity relationships within this series of compounds and computational chemistry
techniques, a binding conformation is propdsed. The SAR also indicated that the major
through hydrogen bonding of the amide and- -
benzophenone carbonyls and z-orbital interactions with the benzophenone nucleus and an ~
aromatic function separated from the benzophenone by a suitable spacer grovg, The crystal e

interactions of 1h with the RT enzyme are

structure of compound Lh has been determined. An

of compounds with potent inhibitory

activity against HIV-1 RT and HIV in cellular assays at levels comparable with AZT and our
efforts to identify a metabolically stable analegue are described. *

Introduction

Since the identification of the human immunodefi-
ciency virus (HIV) as the causative agent of AIDS, ' the
gearch for safe and effeetive treatments for HIV infec-
tion has become a major focus for drug discovery groups
worldwide. Investigations into the molecular biology of
HIV? have identifled a number of viral targéts for drug
design, such as reverse transeriptase (RT), protease and
integrase enzymes, and regulatory proteins {e.g., TAT
and REV), as well as virug sttachment and fusion. HIV
RT, an essential enzyme in the lfe. cycle-of HIV,
catalyzes the transcription of HiV.-encoded single-

-

stranded RNA into double-stranded DNA. The RNA- -

dependent DNA polymerase function of HIV RT does
not have a parallel in memmalian metabolizm and thus
is a good target for a chemotherapeutic sgent. Many

nucleoside analogues after conversion to their 5¢riph- -

osphates by cellular enzymes inhibit HIV RT and in
consequence inhibit the growth of HIV in cell culture.
However, adverse toxicity has limited the progression
of many of these compounds into the clinie. Zidovudine?
{AZT, 3-azido-3'-deoxythymidine) the first anti-HIV
compound to be approved for used in the dlinic is

' beneficial in the treatment of HIV infected patients.

However, its clinical usage is compromised by serious
side effects which are attributed to inhibition of cellufar
DNA polymerases, e.g., bone marrow suppression, and
by the emergence of AZT resistant strains, Other
nucleoside analogues didancsine (DDI, 2,3'dideoxyi-
nosine) and zaleitabine (DDC, 2°,3"-dideoxycytosine) now
approved for clinical use also suffer from serfous side
effects .

The toxicity of the nuclesside analogues has stimu-
lated considerable interest into alternative approaches
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in the sesrch for effective anti-HIV agents. Of particu-
Jar prominence has been a structurally diverse group
of compounds that inhibit the RT of HIV-1 but not HIV-
2. Notable examples of such compounds include ben-.
2odiazepinones,® &i iazepinones? 2-pyridones,’
bisthetersarylipiperazines® 6-substituted pyrimidines.®
end imidazopyridesines.! These compsunds are non-
competitive inhibitors of RT, and many bind close to the
nucleotide binding site® and are potentially devoid of
the toxic side effects of the nucleoside anslogues.

inhibitor of the enzyme with an ICs of 10 sg/mL. In
this paper we report the more significant results of the
structural requirements of this serfes of compounds and
our efforts to identify s potent, selective; and metaboli.
cally stable inhibitor of HIV-1. oo

Syuthetic Chemistry

The benzophenone derivatives la~] (Table 1) were
obtained from the 2-hydroxybenzophenones 2a-§'0 us-
ing one of two methods (Schemes 1 and 2). Anilines
4a~e were obtained from nitrophenols Sa—-d (Scheme
3). Anilides 8a—~d and 10 (Table 2) were obtsined from
the coupling of acids 7' and 92 with anilines 4b~e and .
4e, respeciively (Scheme 4). Compounds Im,n (Table
3) were synthesized by acylation of 4-chlorophenol with
the required acid chlarides, followed by a Fries rear.
rangement to glve phenols 211 (Scheme 2). Alkylation
of 2k and 21 with N-phenylbromoeacetamide gave anil-
ides 1m,m (Table 3). Sodium borohydride reduction of
1 gave the benzhydrol 11 (Table 3).

Acid-catalyzed ketalization of the carbonyl of 2e
{Scheme 5) with ethylene glyeol, followed by alkylation
using bromoacetonitrile, gave cyanomethyl ether 13.
Reaction of 13 with benzylmagnesium bromide and
subsequent treatment with acid gave the keto derivative
14 {Teble 4}. Carbodiimide-mediated coupling of acid
3¢ with cyclohexylamine, 2-methylbenzylamine, or
1.2.3 4-tetrahydreisoquiniline under standard conditions

® 1995 American Chemical Society . .
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Scheme 1. {(Method AP

* {8} BrCHCONHPA, KeCO,, DMF.

gave the amides 18, 17, and 18, mwc:ivcly(‘i‘abis 43
The methods to compounds 12, 18, 21, and 23 (Table 4)
are outlined in Scheme 5.

Biological Methods

The benzophenons derivatives deseribed were initially
tested for their ability to inhibit the poly(rA)oligo-

(dThz.is-directed RT activity of HIV.1. Seclacted com- -
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pounds were then progreased to a primary assay against
HIV.1 (strain RF) in MT'4 cells and additional scrvens
designed to messure the formation of syncytia (SYN) -
and p24 antigen (p24) in 081884311: infected with
HIV-1 (strain RF).Y .

mmmm&ymmmd&mmrﬁedm
using the following procedure., C8166 cells (1 x 10°
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Novel Series of HIV-1 Reverse Transceptase .

Scheme 3
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with HIV-1 RF strain at a moi of 1 infectious doseieell,
The virus was adgorbed at room temperature for 3 h,
after which cells were washed in RPMI 1640 growth
medium to remove unabsorbed wirus. Bb was initially
added to the culture 3t 0.02 4M. The culture was
incubated until a cytapathic effect was detertable (3-4
days). Following a cycle of infection, supernatant fluids
were titrated in fresh C81686 cells 2t a doubled concen-
teation of 8b. The culture at the highest dilution of
virus showing a cyiopathic effect was harvested and
passaged further in an inervased 8b concentration as
described above. Levols of HIV-1 infection were mond.
tored regularly by analysis of p24 antigen in the culture
supernatant using a commercial ELISA kit. Approxi-
mately afler cight passages, 8b-resistant virus stock
was prepared by passaging three Lmes in 2 4M Bb.
These virus stocks were then titrated, and drug sensi-
tivity of the 8b-resistant variant was determined in a
MT-4 assay.!
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Tha compound stability studies carried out in mouse
serum and mouse 59 liver preparations were based on
methods deseribed by Gillette!? and Mazel!
Discussion

Further sercening of elosely rolated structures te the
initial lead {1a) available in the Glaxo compound Library
gave uselul mztum—-acﬁvity information..

i ~.
0 o’\,r"“."’v’\..ﬂ,
f

mme .
e (F

A -l

* Ring A

wy e o




1660 * Journal of Medicinal Chemisiry, 1995, Vol. 38, No. 10 . Wysit et al.
Table 8. Antivieal Activity
NP v
oY S wg‘
R o] o £
4 j X
- 4,
]
0. R G tormuls RT MTMY 100 sYw pa
im 169170 CagHyfCINSOy 0.6 < 10 NT NT
- §
17438 CullalING, .18 012 3100 NT NT
4048 €31, CINO, > 160 NT NT T NT
- - -

* For definitions, see Table 1.
Scheme &
o g“'\/ NP

|

. A

o o~rm S
Ov O a"(;‘
9 e ‘

s 20

* {5 PRNHCRCH,C, K05, DMF; (bt HOCH;CHyOH, TsOH-H:O, Ph; (¢) BrCHLCN, K05, DMF: (d)

ho
N Y !

g -2
%)

G O Pn

{14}

WL OO e,
N N )

X w'@g-’w " 'ﬁ..w ‘
R ;4‘
{23) . .
R w
h i
e o
o -
~7an

H:MgBr, THF, =78 °C;

i) 1 N HCL THF: (0 (E}-BrCHCH=CHPR, KsC03, DMF; (g) NaH, DMP; (b} K£CO3, DMPF:; (i) PCC, CHiCls.

- Replacement of the methoxy group of ring A of Ia
{Table 1) with flusrine (1b} resulted in lttle change in
activity, whereas removal of the aubstitution (1¢) re-
sulted in & medest incrcase in the inhibition of RT.
Introduction of s methoxy group (1d) at the 4-position
of ring B resulted in a slight less of RT inhibition;
however'introduction of a chlarine atom at the S-posi-
tion (1e) gave a 10-fold increase in activity in the RT
assay but resulted in a toxic compound in the whole cell
assay. A number of compounds with various (N.N-

037 . ‘ua . L
-y L Eet e

dialkylaminojalkoxy substituents on ring C were tested
{data uot shown), and the most active was the (WN-
dimethylamino)propoxy derivative 1f. Compound 1If
was found to be rapidly metsbolized in both mouse
serum and S8 mouse liver preparations (Table 6).
Shortening of the amide linker to give 8a (Teble 2)
resulted in a loas of activity in beth the ensyme and
whole cell assays. The Z{methylphenyl) amids 8b
(Table 2) was synthesized to increase the steric crowding
arcund the amide linker of 8a to add stability toward
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Table 4. Antiviral Artivity
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* For definitions, see Teble 1. * HOI salt. ¢ 0.25H,0.
Table 8. Metabelic Slability of Bensophenone Derivatives .

- ~halfife h ¢ A
09, MUGsE SErGIE® meouse 89 liver?
if <0.2% *2
1g . <345 =0.28
Bb 4 . 18
B & 28 >
18 12 2B
21 <025 3s
5 »§ »8

s Stability of wmpound in moeuse serum prepamtion; for
rethod, mnf!&‘%bmtydmmwmmssﬁm
preparstion; for method, see vef 14,

amidases. Compound 8b proved to be more active than
8a and was moderately stable in both metabolism tests
(Table 51 Replacement of the methyl group with ethyl
(8¢ resulted in o reduction in activity. Inclusion of two
o-methyl substituents (843 or ferther reduction in the
emide linker chain length (10) resulted in & total loss
of activity {Table 2). The removal of the ring C ami-
. noalkexy group of 1f, to provide 1g, showed that this

aubstituent was not easential for potent activity, There-
fore, further analogues related to 1g were prepared.
Replacement of the ring A with the more polar pyridy!
ring (1m) or the saturated cyclopentyl ring {1n) (Table
3) resulted in & significant loss of activity. Reduction
of the benzophenone carbonyl to allord the benzhydrol
11 (Table 3} resuited in a total loss of activity. The
hydrogen-bonding acceptor capabilities of carbonyl and
hydroxy groups are reported to be similar,!® and there

%%«dmmy of ring A relgy
Tng. w reduction of hydroginds
capabiligy, is probably the reason for the loss of activity
of 11.

We next investigated the effect of substitution of ring
B (Table 1, compounds 1g~1. Replacement of the

S-chiore substituent of ring B (1g) with fluorine (1h) -

resulted in little change in activity. Replacement of
chlorine with a polar imidazole group (11} resulted in e
significant losd of activity. The dichloro-substituted
compounds 1j-1 veaﬁgrﬁﬁmtm&&maﬁon. The
4 5-dichloro-substituted Tk retained the activity of the
monesubstituted 1g, whereas the 3,5 and §,6-dichlero
derivatives 1), were devold of activity. The activity of
1k seems to suggeat there is room to sccommodate the
two chlerines in the binding site and that the loss of
activity of 15,1 was due to effects on the sllowable
eonformations of the compounds.

The structure—activity data idsatified compound ig
(Table 1) a8 a lead compound. However, compound 1g
was rapidly metabolised in mouse serum and S9 mouse
liver preparativns (Tsble 8). For a compound tobe s
suitable candidate for progression we required it to be
metabolically stable (halfilife » 6 h) in these tests. Thus
we sought a derivative with comparable activity to 1g
but with greater motabolie stability.

Ts investigate whether the amide of 1g, a likely site
of metabolism, was required for setivity, we synthesired
the corresponding amine 12, ketone 14, and trons-vinyl
18 derivatives (Table 4). The loss of activity associated

&
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with these modifications asgainst HIV:1 RT suggeats
that the hydrogen-bonding capabilities of the amide is
& major determinant of the activity of 1g.

Although the amide of 1g appeared to be required for

potent activity, amide cleavage to release potentially
1oxic anilines was considered a possibility, and there-
fore, alternative amides were investigated. The signifi-
cant loss of activity of the N-tyclshexylamide 18 (Table
43 indicated the anilino aromatic ring of 1g was essential
for potent activity. The 2-methylbenzyl amide deriva.
tive 17 (Table 4} was synthesized to incorporate the
amide linker of 1g and a pheny! ring, both required for
potent activity, together with the o-methyl substituent
of 8b found to increase metabolic stability. Compound
17 was less active than 1g in enzyme and cellular assays
but was significantly more metabolically stable (Table
5). The bicyclic amide 18 {Table 4} aynthesized as a

constrained version of 17 proved to be a potent inhibitor *

of the enzyme and exhibited good activity in antiviral
assays but was less metabolically stable than 17 {Table
5

‘The potent activity of 18 suggests the amide hydrogen
is not invelved in hydrogen bonding to the enzyme and
the major interaction is through the amide earbonyl.
Therofore, compounds were synthesized that satisfied
the requirements for both a hydrogen bond acceptor and
aromatic residue but did not contain the potentially
metabolically unstable amide linkage. The acylindole
group of 21 (Table 4) was shown by avolecular modelling
to closely resemble the trans-N-phenylamide molety of
1g. Indeed, 21 exhibited potent inhibition of HIV-1 RT;
however, this level of activity was not translaoted into
activity in antiviral assays. In the metabolisth tests 21
(Table 5) proved to be surprisingly unstable; however,
the major site of metabolism was not dete . The
benzimidazole derivative 23 (Table 4) capable of'acting

.as a hydrogen bond atceptor throughPan imidazele ring
nitrogen exhibited moderate activity in both the enzyms
and whole cell assays. This compound proved to be
stable in both metabolism teet systems (Table 5).

The generated SAR for this series identified the major
interactions with the enzyme to be hydrogen bonding
of the amide and benzophenone carbonyls and w-orbital
interactions of the benzophenone nucleus and an aro-
matic function separated from the benzophenone by a
suitable spacer group.

X.ray Crystallography and Discussion of the
Binding Conformation

Crystals suitable for Xeray crystallography were
cbtained from the fiuore derivative 1h (Figure 1). The
full crystal coordinate data for 1h are available as
supplementary material. The conformation shown in-
cludes an internal hydrogen bond between the amide
and the benzophenone carbunyl which is unlikely to
oceur in solution or during binding to the enzyme. In
order to identify possible enzyme binding conformations
of 1g, systematic searches were performed on 1g (ICs
vs HIV-} RT = 0.01 sg/mlL} and the inactive dichloro
derivatives 1 and 11. A 15-deg step was used in
SYBYL,Y with a 4-dimensional distance map caloulated
using the following distances: amide carbonyl—ben-
zophenone carbonyl: amide carbonyl—centroid of ring
B; amide carbonyl~centroid of ring A; amide linker
exygen—benzophenone carbonyl. A proposed "active”

-

Figure 3. Proposed overlay of 1g with nevirapine.

distance map was produced by removing those confor-

mations present in the map for 1j or 11 and present in
1g. This proposed 608 conformations within § keal/mol
of the lowest van der Waals energy for 1g. The
conformations were clustered using the atemiec RMS
similarity tool within MACROMODEL.Y? A rcpresenta-
tive of each set was minimised using MM2* foresefisld
and GB/SA solvent term. Of the low-energy conforma-
tions, the ene shown in Figurs 2 wes felt to best match
the SAR. ‘This model was used for the design of further
compounds such as indole 21. A proposed overlay of
this conlormation with nevirapine is shown (Figure 3).
The comparison indicates that the benzophenones can
make similar interactions with RT as those made by
nevirapine, suggesting the twe compounds bind at the
same site, Consideration of this information tsgether
with comparisons ‘with other non-nucleoside RT inhibi.

* ¢
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Table 8. Antiviesl Activity
HIV.1 BF twildtyper  HIV-1 tibremstant)

compound 1Ca* TOX* 1Cng® TOX
&b 0028 10 G48 »10
AZT 0.0024 »1 0.0055 s}
e 0.043 » 100 0048 >100
Ho 318959 0.028 >1 4.0038 L3 ]
TIBO R-82180 0005 18 032 10
nevirapine o018 > 14 622 18
imidasopyridazine G004 4 (] *
1697868 000637 100 69023 100

* [Con verzuss HIVHE dstrain RF kinfected MT 2elia Grymbo, AZT
= 0.002-002 M * (0 versus uninfected MT L colls tugmls

tors could wd the design of compounds with potent
petivity against resistant HIV strains.

Selection of Resistant Virus

The rapid emergence of resistant strains has proved
to be a problem with non-nucleoside snti-HIV agents
progressed to clinfenl trials,'® and therefore it was
important to ascertain whether this series of compounds
selected for resistant virus, The selection of rosistant
virus was investizated using the benzophenone deriva.
tives 8b (Table 2) Lsee Biological Methods). ARer eight
passages of virus in the presence of increasing concen-
trations of Bb, a resistant strain was isslated that was
10-fold less sensitive to 8b. A number of known
inhibitors of HIV-1 were tested against this virus strain
in parallel with the wild-type strain to determine
whether cross resistance cecurred {Table 81 The nu-
cleoside analogues AZTY and ITCY and the protease
inhibitor Ro 31-8969% were not eross resistant with the
fh-resistant strain. The non-nuclesside inhibitors,
TIBO.® nevirapine S and the imidazopyridazine’ proved
16 be crogs resistant to the virus strain, also exhibiting

a 10-fold loss of potency. In contrast, thendnnuicleoside -

inhibitor 1-697,661° was not ¢cross resistant and was
equally potest sgainst both the wild-type virue and 8b-
resistant strain, However, 8b was inactive in a similar
test using the HIV strain A17 (supplied by Merck
Sharp.and Dohme Research Laboratories, West Point,
PA} that was resistant to L.697,861. The Al7 strain
includes the mutation of the tyrosine-181 residue to
eysteine, frequently associated with resistance to non.
nucleotide BT inhibitors, This data shows the mutation
in the Bb-resistant strain is not the commonly found
tyrosine-181 o cysteine change but occurs in a region
of the RT important for binding of TIBO, nevirapine,
and the imidazopyridazine but not [-697.661.

Conclusions

A novel series of benzophenone derivatives have been
synthesized, and a number are potent inhibitors of
HIV-1 RT and HIV-1 in cellhular assays. The benzophe-
none nucleus appears to be important for patent activity
together with an arematic function positioned by a
suitable spager group thet containg a hydrogen bond
seceptor function. In common with other non-nucleoside

" HIV-1 RT inhibitors, & member of this series of com-

pounds (8b) rapidly induced resistant virus during
passage of HIV-1 in the presence of the compound.
intorestingly, the observed mutstion was not the com-
monly observed tyrasine-181 to cysteine mutation, even
though 8b was inactive against the Al7 strain that
contains this mutation. This result together with the
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rapid onsot of resistance during clinical use of other non-
nuelooside HIV-1 RT inhibitors lod to the cessation of

work on this series of benzophenone derivatives. ~

Experimental Section

Methods and Materisls. The 'H NMR spectra for all
compounds were recorded on a Bruker AM250 instrument, and
the chemical shifts are reported ss part per million {ppm}
relative to internal tetramethylsilane (TMS). During workup,
arganic solutions wore dried over MgS0, end evaporstedon e
Bachi retatory evaporater witha bath temperature of 40 °C
or belaw. Thin-layer chromategraphy was performed on eilica
plates (Merck Art. No. 57191, and flash column chromatogra.
phy was carried out on silica  Merek Art. No. 93851, All dried
toltense were porthased oo the AlMndh Chemaal Co
sSureseals,

Mothod A: (2-Benzoylphenoxylacetic Acld (3¢). A
solution of 267 125.0 g, 126 murnod) i DMF (100 L) wes added
dropwise o 8 suspension of sodium hydride (80%
dispersion in mineral oil; 3.8 g, 126 momal) in DMF (106 mL).
Stirring was sontinued for 1 h, and ethyl bromoacetats {14.0
ml., 126 mmel) was added. The mixture was hested 2t 70°C
for 15 b and then evaporated in vacun. The residuc was
partitioned betwesn water snd EtOAc. The crganic portion
was washed with dilute squesus NaOH and water, dried, and
evaporated to give sn s (32,5 2). This was dissclved in E(OH
1200 ml) and the solution treated with a salution of NaOH
£2.0 g, 175 mmob) in water (88 mL3, The mixture was heated
under reflux for 1 h, cosled, and acidified with 1 N HCI. The
sily precipitate was extracted with CHCl; and the solution
washed with water, dried, and evaporated 1o give an oil which

ized from hexane to sfford 3¢424.0 g, 74.3%) ng white
prisms: mp 109 °C; 'H NMR (deDMS0) J 4.63 (s, 2H). 7.0~
2.8¢m, HL Anal (CuH 04 C, H.
2.{2-Benzoylphenoxy-N{4-{2{dicthylaminolethoryl
phenyliacetamide (1c). A mixture of $ci2.56 ¢, 10,0 mmol)
and thiony! chloride (20 mL) was heated at reflux for 30 min
and then evsporated. The residue was dissdived in bensene
and se-sveporated to give an oil. This was disselved in

b. Tue cooled solution was washed with dilute aquecus NsOH
and water, dried, and evaporated to give an oil. This was
purified by chrematography on silics gel using CHyCly~MeOH
1$:1) o give fe (170 g 47%) es s_coloviess cil. Anal
{CrHuNDIC, H, N. A portion of this material (400 wy, 0.89
mmol) was heated in 2-propanc] (10 mL) with fumaric scid
1110 mg, 0.95 mmalh, Upon cosling, 1 fumamte salt (450 mg,
90%) was deposited as white prisms: mp 144 °C; 'H NMR (de
DMSO3 8 1.02 (1, J = 7.5 He, 6H), 270 (q. J = 7.5 Hz, 4H),
2824, J = 7.5 He, TH), 4.04 (¢, J = 7.5 He, 2H), 4.68 (s, 2H),
657 (s, 2H), 6,50 (4. J = 9 He, 2H), 7.07 {m, 2H), 7.35-7.70
{m, TH), 7.80 (4. J = 8 Hy, 2H), 9.60 (s, 1H). .
Method 8: 242-Bensoyl-4-Guorophenoxy)}-N-phenylse.
etamide (1h), A mixture of 285 (3.08 g, 5.0 mmel), K:00s
10.69 g. 5.0 mmol}, and 2bromo-N-phenylacetamide® (1.07 g,
5.0 mmol) in DMF {10 ml) was stirred under a nitrogen
atmasphere for 4 h and then evaporsted. The residue was
partitioned between water snd EtOAc. The erganic portien
wis gucoessively washed with water, 1 N HCL, and brine, dried,
and svaporated to give an offwhite solid (152 g) which
from diisopropyl ether to give 1h{1.17 ¢ 67%) as
white rup $27-129 *C; "H NMR (deDMB501 8 463 (s,
2H), 7084t J = 7.5 Ha, 1H), 7.22(dd, J = 4, 8 He, 1K), 7.26~
7.36(m, 3H), 742 1dt, J =25, Hr, 1H), 7524, 4 = 7.5 H,
43, 78544, J = 7.5 He, 1H), 7824, J = 7.8 He, 210, .72
the 8, 1H), Anal. (CpthFNOn C, H, F, N,
N-!M‘-mthoéomﬂhyl?hemxy)pﬂwlldlmetbyl-
amlne (4c), A mixture of b2 (20.0 g, 148 mmol) and KOy
119.8 g, 143 momol} in DMEF (250 mL) was stirved for 13 min.
A sclution ¢f N43-chleropropyldimethylamine® (31.7 g, 261
menoll in DMF (80 mL) was added dropwise and the mixture
heated 5t 80 °C for 3h. The mixture was evaporated and the
residue treated with water and extracted with CH»
“ *

*

L -

benzene (20 ml) and added dropwise o a stivred solutiger ghw” -7 -
| 4% 3| and trfé 120 L, 0 mnoly<- ¢ 4
“in benzene (80 mL) mirture was heated 8t 70 *C for 16

s o s
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Clp. The organic extract was washed with | N NaOH, dried.
und ovaporated to give an o1l 127 g1 This was dizselved in
BLOH 1300 ml) and hydrogenated in the presence of 10%
palladium on charcoal (2.7 gt The reaction mixture was
filtered 0ad the filtrate evaperated to pve dcas snoil. (23,0
2 76% 1 'H NMR «CDCls signals at 4 2.0¢m, 2H), 2212, 6H),
2,348 2H1, 2.55 ¢, JHY, 4.0 . 2H). This material wos used
in the néxt step. the preparation of 8b. without further
purificatien, .
2.(2-Benzoyl-4-chlcropheny{l-N-[4.[3-1dimethyl-
aminolpropoxyl Z-methyiphenyllacetamide (8b) A mux-
ture of T (2.0 g 7.2 mmol) snd Ihydroxybenzotriazole
hydrate 10.98 g. 7.2 mmelt in DMF (50 mis was stirred for 10
min. A solutien of 4¢ {1.52 g. 7.3 mmall in DMF 50 mL)
followed by M N"dicyclohexylesrbodiimede (1.8 2, 7.3 mmol)
was added, and the mixture was stirred at 21 °Cfor 16 h and
then filtered. The fltrate was evaporawd and the residue
treated with dilute aqueous NeDH and extrocted several times
with CH;Cl;. The combined exiracts were evaporated to give
an oil which was chromategraphed on silica using CH,Cly—
MeOH (5:) to give s solid which wos crysialiieed from
2-propanc] to alford 8b (1.30 g, 39%) as white prisms: mp
144145 *C 1 NMR (doDMSO1 4 1.79 (m, 2H), 1.99 15, 3H),
23218, 6HY, 2.30 (e, 2H), 3.82 (8. ZHY, 390 ten, 2HY, £.61 (dd,
J=3,9He 1HLE69¢d, J = 3 He, 1M1, 888, J = 9 He,
1HL 74814, J = 3 Hz, THL 7.5-7.81m, 7TH1,9.27 4, 1K) Anal.
{CHluCil:0s8 H, N; C: caled, 597 found, 69.1.
2-14-Chlore-2-(pyrid-d-ylearbonyliphenoxyl-N-phe.
oylecetamide (imi, A mixcure of 2k 1280 mg, 1.2 moaly,
2-bromo-Mphenylacctamide (250 mg. 1.2 mmoll, and K;COy
1180 mg, 1.3 mmol) in DMF (% mL3 was stirved for 21 b and
then diluted with EAOAc (50 mbi. The solution was wached
with water and ssturated brine, dried, snd evaperated W give
a brown glass (428 mgh Crystallizotion from 2-propanot
afforded 1m (245 mg, 46%) os yellow prisms: mp 169-170
*C; VH NMR (de-DMS01 4 4.74 (5, ZHL 7.06 (8. J = 8 He, 1H),
12114, d = 9 Hz, 1), 2.29 . J = 9 Hz, 2H), 7.36-7.57 im,
4H). 766184,/ = 3, 9 He, 1H), 8181 J = 2, 0 Hz, 1H1, 8.77
idd, J = 2,6 Hz, 1H), 885 ¢d. J = 2 Hz, 1H1 9.88 (s, 1HL
Ansl, (CpHuCINGD €, H. CL N, .
2{4¢-Chioro-2-(hydroxyphenyltnethyliphenoxyl Nophe-
nylacetamide (115, Sodium borohydride 200 thy-5.3 mmoly

was added to a solition of g ('8 £"5.0 miel) in THF (86° =

mLiat 0 *C. The mixture was stirved {or 4.8 h, during which
time it was allewed to warm to 21 *C. Celd 2 N HCl was
added, and the solutjon was concentrated. The residual oil
was dissslved in EtOAe and the solutien washed with 2 N HCI
and brine. The dried solution was evapornted to an il which
erystollized from cyclohexane~EtQAc:S: 1 to pive 111138 g,
71%} sa white prisma: mp 147-148°C, 'H NMR (d.DMSO1 3
4701AB g, = 14, 20 He, 2H1, 6.06d Y = § Ha, 1H), 6.10(4,
JesHe 1HLE984d, J =9 He, 1HL 71010, J = 9 He, 1H),
7.15-7.5{m, 9HL 7.61 td. J = 9 He, 2H), 10.07 (s, 1KY Anal.
(Cag“ummaﬂ C.H.CLN.
{2-12-{Phenylaminoiethoxyl-Schlsrophenyliphenyl.
methanone {123, A mixture of 2¢ 1080 g, 3.4 mmely, K;COy
#3.50 g, 3.8 tumoly, and N« Z<hloroethylaniline® 10.53 g, 3.4
el in DMF 20 mbe was heated ot 100 *C under o nitrogen
pumoryiare f10 | k. sooled, 1nd evaperaied The rendue was
dissaived 1 CHC:, washed win 2 X KOy aod wuter, dmed.
and eveporated. The residue was punfied by fiash chroma.
tography on silica gel using cyclohexane~EtDAc (9:1) 1o give
an 0il 10.6 g). A portion of the oil was dissoived in E4;0 and
treated with HCV in E4,0 to afford 12-HCL aslt: mp 131132
SCOH NMRWCDOD3 3851, J = 3 He, 2HL 430, /= 8
Hz, 23, 1.25 em, 3H, 7457 85 (. 7THY 7.76 ¢, 1H), 785
1m, 2H1 Anal. (O M CHENO C H, CILN.
[4.Chiore-2-12.phenyl{1.3]dioxclan-2-yliphenoxylace:
tonitrile (18). A mixture of 2o (5.0 g, 21.5 mmel), ethylene
glyool 428 mLy, toluene-d-sullanic acid monshydrate (230 mg),
and toluene (120 mby was heated at reflux in a Dean-Stark
apparstus for 24 h. The mixture was eooled, succossively
washed with saturated aquecus NaMCO,, water, and brine.
dried, aud evaporated to give a yellow 61l (5.85 gl A portion
of this matenal (110 g) K/CO, (059 g, 4.3 mmel), and
bromoasetanitrile (0.30 mb, 2.3 mmal) in DMF (10 mbL} was

SRR
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stirred for 4.5 . The mirture was diluted with EtOAz (100
mL1 and successively washed with 2 N HCI, water, and brine,
The dried solution was evaporsted to give s dark &l (1.3 @)
wh&hmwdﬁdbynuhmmphymcﬁmmlm
eyeichexane—E1OAc 12:1; containing 0.1% NEt) W give 13
¢1.03 g. 75 as a while erysialline solid: mp 86-88 °C: 'H
NMR 1de-DMSO! 8 4,00 tm, 4H1 4.95 (8, 2H), 713, I =B
Hz, 1HL 7.25-7.75 tm. THL Anal. (Ci:H CINO3 C, H. CL.
N

1.i2.Benzoyl-4-chlorophenoxy)-3-phenylpropan-2.
one (14). A sshution of 13 1336 mg, 3.0 mmsll in anhydrous
THF (15 L) was stirred ot ~78 *C under an stmosphere of
N2 Benzylmagnesium bromide {2 M) in THF (1.8 ml, 3.0
mmsl} was added, and the sclution was stirred for & b,
Additienal 2 M benzylmagnesium bromide in THF (0.5 ml,
1.0 mmolt was added, and stirring was coptinued for 25 h.
The solution was diluted with EtOAr, washed with aquesus
NH.C) and brine, dried, snd evaporsted to give & foam (1.12
g This was purified by flash chromatography on silica gel
using syclohexane~EtQAc ¢5:1; containing 0.2% NEL) to give
an of) 1152 mgl. The bulk of this material {128 mg) wes
dissolved ia%??!@ mb, and § N BCU6 ml) was sdded. The
mixtuse was heated st 70 °C for 3 h and then stirred ot room
temperature for 16 h. The mixture was extracted with ether
and the ergonic extract washed with brine and dried, Evepo-
ralion gave s gummy solid (18 mp) which was purified by
flash chromatography on silica gel using ne~EtOAc
5:11 1o give 14 188 mg, 7.0%) as an oik 'H NMR (CDCly) 8
3.45 ts, 2H, 4.47 s, 2H), 6,70 4, J = 8 He, 1H), 7.00~7.65
1m, 8H1, 1.88 (4, J = 4 He, 1H, M3 (TOF) miz 3653 (MH")

{ealed for Cosily:ClO; 384.83). Bchl henyllphenyl
Proponory! orop phenyl.
methanone (15). A mixture of 2¢ (1.00 g, 4.30 mmel), K-
€0, 10.71g, 5.16 mmol}, and frons<cinnamyl bromide (0.85 g,
4.3 ramal) in DMF (50 mL) was heated a1 60 *C for 2 h, cooled,
snd evaporated. The residue was dissslved in CHCl, wazhed
with dilute NaOH and water, dried, and evaporated. The
residie was purified by flash chroma on silica ge!
using cyclohexane~EtOAc (85:15) o give an ofl which waa
eryatailized from dilsopropy) ether to afford 15 {0.73 g, 49%:?
as white prisms: mp £9=60 *C; 'H NMRCDClL) & 4.60¢4.J

25'5\'

16-He, 1H), . k@ i .o
;«%m:'n.%p b2 32 (S R34

2.{%-Benpoyldchlorophanoxy)1434-dihydro-1H-1s0-
quinolin-2-ylicthanone (18), Tricthylamine (0.35 mL, 2.5
mmel) and 1,2.344etrahydenisoquinoline® (0.32 ml. 2.5
mmel} ware added to stirved solution sf@e (581 mg, 20mmal),
1-hydroxybensotriazele hydrate (270 mg 2.0 mmel), and 143-
idimethylaminsipropyib3-cthylearbodiimide hydrochloride (480
mg. 2.5 mmel) in THF (28 mL). The mixture was stirred for
19 h, diluted with E1OAz, and weshed sequentially with water,
ssturated aqueous NaHCO;, water, 2N HC, water, and brine,
The dried solution was evaporated t give 18 (772 mg, 95.1%)
s @ white foam. A portion of this material was crystailized
feom ether W give white prisms: mp 101-102 *C; H NMR
deDMS0) 4 276 (m, 2H1, 3514, J = 6 He, 2H), 389, J =
§ Hz, 2H34.8214, J = 7 Hz, 2H), 495 (s, 2H), 7.0, S = ¢
Ha 1H 717 ta, 2K, 755770 4o SHYL, 781147 » THa
2H . Anal Gl NOOp C H O XN
242 hlorephenoxyhld L indol -7lietha.
none (21). A sslution of phenol 19%(1.10 g, 4.67 mumel) and
KsCOy (845 g, 4.67 mmel) in DMF (50 ml) was stirred at
roum temperature for 30 min. Indsle 20 (904 mg, 4.67 mmol)
was then added, sad the solution stirred for § b, The reaction
wis evaparated to afford an oil which was partitioned between
ErOAc (50 ml) and brine (50 ml), The o phase was
washed with brine, dried, and evaperated toa oll. Flash
chromategraphy an silica gel using CHCl-MeOH (106:1)
afforded o brown oll which wes crysialiized from -
MerCO to afford s solid (726 mg). A portion of this material
1600 mg) in CHiCly t5 ml) was treated with pyridinium
chisrachromate (363 mg, 168 mmel), and the misture was
stirved for 1 h. Diethy! ether (100 L) wes then added, and
the resulting suspension was filtered through Celite. The Slter
bed was washed with EtOA¢, and the combined filtrates were

¥
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. Novel Seriex of HIV:1 Reverse Tronscriptase Journal of Medicinal Chemiatry, 1955, Vol. 38, No. 10 1688
svaperated to afford 8 brown cil. Purification by flash chro- e Tea& L.; Cordozo, M3 Joses, Pl Adaims, J. Preliminary
mitegraphy on silica gel using eyclohexans—EtOAc(5:1) gave Nﬁg‘““ the Mutations Selected by Noa-nudeceide
21 (284 mg. 48%) ns o white crynolline solid; mp 125-126 inhibitors of H1 Reverse Tranacriptase. Bicory. Med. Cheon.

{de-DMSO) 4 5.50 (s, 2HY, 7.04~7.90 tm, 13H), 1 o n’g'mm H. T Mo, Cobo: Pern, €. R Camerce,
11,35‘(5! 8. 1HL Anal. {CaHyCINOSC H.CL N, g DNA Chain ?en;m;;m m“‘“’ aod Inkibition of
{Z{1LH-Benzimidarol-2.ylmothoxy}-S-chiorophenyliphe- mtmdtﬁdcnq Virus Raverse Transeriptase by Corbocydlic
nylmethanone (23}, A solution of 2¢ 10.5 g, 2.15 mmol? in 2.3 Didehydro- 2 T -dideoryguanmine’ Triphoaphsts J, ,segg,
DMP (5 mL) was added dropwise to 8 stirred suspension of Chem, 1092, 287, 4377 (exceps the rocombinant prosain used
sodium hydride {(60% suspension in mineral oil; 95 mpg, 2.37 here containg sl the published BH10 sequence),
mmoll in DMP (10 mLi, The mixture was stirred for 10 min, 10y Evens, D C?ukml. M. E.; Ssusders, J. C.; Smith, C, E.; Nigel
and a solution of 22 (0.96 g, 2.16 mmol) in DMF {10 mL} hmmn. R.Davwn.w Sweatman, d. F. Antianapby. |
W and then evmoratad, The resus was parsiioned between oo Ty e Y B
. an CUBPorY e was i ween b . R BiArylmuhylirylncete
water and CHiCls. The organic phase was dried and evapo- 1111 Branasaetia, G.; Lariaea, A; Lo, G.
Acids se Potentia) Antiinfiammatory Agents. J. Med. Chem.
rated to give an oil. Purification by chromategraphy using 1081, 24, 935-1000,
Cﬂ:Cts*MeOH {19:1} gave an il which erystallized from an Mrnmr ma.u.awmm.w J; Penberthy,
2-propans] to afford 23 10.18 g 23%1 as pale yellow prisms: s-a.ryi -2, 3-dihydro-SH Imidesol2.1 0 fscindel-Sole. A Novel
mp 144~145 *C; *H NMR (d-DMB0) 4 5.31 (s, 2H), 7.18 tm, Anorectic Agents, J. Med. Chemn, 1978, 14, 177-182.
2H), 7.43~7.77 (e, 10H), 1240 (br 5, 1H). Ansl. (CnBw- 13 ammairmwmm% Metabolien I Vitro,
Fundamentols Dirpoeition; La

CIN;0,-0.5H:0) H. CL, N: C: calcd, 67.8; found, 685,
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12 could be obiained via [N-(ethoxycarbonyl)piperidinyl].

and [N~lethoxyearbony!) idinyll-1,4-benzodinzepin-
.onés 28 4nd 29 uced by dealkylntive ethaxy-
carbonylation of 7 (R; = CHy) and 9 (R, = CH,Ph) fol-

lowed by mild hydrolysis with use of dialkyl sulfide and
methanesulfonic acid.’ However, in ‘the present study,

‘we adop tadanmnmtewnveniantmethodinwm

demethylaﬁon was conducted with a-chloroathyl ehloro-
formate in a ene-pot operation® (method E). Compound

28 could also be obtained from 20 by method A or B.
v Smi!arly.N-aeetyl derivative 30 was synthesized from 31,

Hydrmd«ivaﬁves&wem uced b

treatment of the N-benzﬁoxycarb%md deﬁva{ivezswnh

M% hydroganpemxizde acetic anhydride followed by
n with aluminum trichloride and

aneous depratectin
'moiemdescﬁbedmmthodﬁvia&md%(mﬁwd

F, Scheme IV).

“ Pharmacology. The anadep:mnt “and anxin!yﬁc
14-bunzodiszepin-2-anes

 activities of 1-azacycloallyl-

prim: assessed by their prevéntion of tetrabsnme
@ﬁéﬁ%&eﬂ pﬁns‘i'sy and vg;mylemmﬁ;d mz;i intox-
mseleﬁedn mmmw, were followed up by obﬁarvinga en-

. 'mnmcmffminmm Also” ésamined
3 oompmmds were tha uptake inhibmon oi‘ {QHInor

(7) MH.,WH" MY»MMT-,
Punakeshl, S.; Vajims, H. Leﬁ.lm

{8 Qlafson, R A; Mares, 3 Sem:,J ?.,me.x..m%‘l‘
o. Org. Chem. 1984, 49, 2051
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epineplxnne CNE) into rat bram aynaptommes” and t!u

pomdsantagmdeBZ—mdmed
ptosismmiee,wbenaﬂmmistemdlhpriorwmz The
pouncymgewallyhigher aoppoun&s th the sec-
cndary arhine function on the piperidine or pyrrolidine ring
mmﬁonlofh&bmmpinemmm&e& cor-
N-methyl congeners (NCH,). “This rule applied
to six pairs of compounds: 7d-10d, 7e-i0e, 7g-10g, 7Th-
10h, 7i~108, and %a~123. ‘Kmver,nolmgediﬁemea
mmmmwmmwmwﬁedwuh
after administration. For example, the redpective EDy,
velugs of 7 and 1 withthepretxeatmentachedukoﬂ
B were 2.88 and .76 mg/kg, while the values with the 4-h
pretyeatment schedule were Hearly equal, 0.69 and 0.64
mg/kg, po. Umzrﬁhmmm@n.mmm%ﬁve
compound was 102, equiv‘alentacﬁvztyshown its
NCH, mmw (7a). However, 10a was sbout 4%
as potent 28 awhensdmniawmdsummm}y
result indicates that the entidepressant profile judged from
&emﬁ-ﬁldﬁeﬂmkm&mﬁefwtﬁelﬂﬂm

emethyla
wqmredf the N pounds to elicit this action.
Blocherical dat oncg’% inhibition of FHINE
Nﬁmmpoundsl()dand

auppon
'Ithmtedtheupmkoofimwiththsrewvelcm

vdmdommw:&f,&hg?&mﬁm&asmt

nmn.a..nm Wm&hﬂlﬁﬂ.&,m
(10} Mahler, H.; Okade, H. Life Sci. 1877, 40, 2101
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as their corresponding NCH; compounds 7d (53.7 uM) ond
7h {399 uM). Imipramine an TBZ-induced
ptosis with an EDg, value of 2.14 mg/kg.poand:tslcm
vahze for NE-uptake inhibition was 0.09 uM. Thus, 7a and
lﬁammmwm&epmwm&mmiymmim

The introduction of substituents to the benzodiazepine

moiety andjor thsphenyimatposiﬁemﬁgavamw

properties. In geversl, halogen

ofthebenzodimineﬁng(}nwwedadminthe
peak effect and an increase in the duration of action of the
anti-TBZ activity as substituents increased in molecular

size. Compound 10z (X = H, EDy, = 0.26 mg/kg) was the

ENSOOCD <XV | 234028248 1 »

“tion 7 {(CHy, Tis OCH,, 71 N(CHy)y, 7m; NO, 7n) and of |

TBZ activity, but its comparable

interesting clumw in both anﬁdegrzssive d 7, ,

Journal of Medicinal Chsmié&y 1985( Vo
”t{ %;

‘most active one when 1-h treamnt sed, followec
by l0e X =F, ossmsfkal.mfmacl.a.amg/’h@““
10i {X = Br, 0.76 mg/ky). However, 10f and 16§ piz ved
obmmmﬁmmat%ha&eradminmaa stion
respective EDy, values being 1.47 and 1.26 mg, i/kg
mﬁtmmaﬂmwﬁhmaorwcatadoma :
NCH; comapounds behaved in the same manner, The
N~iethcxymrhonyl)pipald1neﬂ$andﬁ-awtylpipandim )
wmmahomhmmkermpc%my

posiﬁcnfaﬂedwinmmmmmywmc ;
showed neither anti-PTZ nor anticonflict ﬁ
values in the micramolar ravige in the ['H
binding test. However, kltroductaandfél‘(l

butsisniﬁeantmmvapotendes. 100 baoame
the anticonflict test with an EDg, value of 11.81 mg/
'I‘hiscmpoundaheshowedaveryweakbub
&egendemtantagon&minthemm g: ’
b prior to PTZ (BDy, = 47.17 mg/ky, po). >
was 7e (X = F, N = CH,), which had an EDy, valus
%%mg{lginthemtastinspﬁeofthahrgamvalﬂ
of 242 M. Hmﬁmwmp&mﬂshowedmsigniﬁmﬁ
activity in the anticonflict test. :
m«dmghthemmmcﬁvny relauonship,
Wﬂmb@h@amwmentatmxﬂmthelm ¥
mmednmﬁmof&emﬁ&@cmpmpemand&e it
mmacﬁmwmthemﬁanxmy effects. - .
The effects of substituents thanhalogenatpmi

‘sabstituents at tions other tham 7 (8-F, 70;
compounds with F on the ;ii:g.cl’%)mphmyl for
on the ertho position ¢ ring -
(Y = F). The anti-TBZ activity was preserved in com-’
mmwmﬁwﬁmmtha?-mm
for Tn. 7p (8-Cl, Y = F) was completely devoid of anti.
compound, 7g (7-C1, Y
= F), was very active. Thus, a substituent at position8 -
seemed to be undesirable for the anti-TBZ activity, which. ¢
when the substituent was moved to position .
9(75:8CLY=F), Antheaemeﬁiﬁmhomkdtomarked e
decresses in anti-PTZ ot
Anﬁdemmmdamiolyﬁémermmmm'
inopposiwwaysbytheintroductaonofahalogensub .
stituent ot Y. Al the antidepressant activitics were
hﬁle%ctedby?wbsﬁmﬁon.:heatﬁniﬁeswbm .
wére remarkibly enhanced gs indicated "
by the great in X, valw(?s.b,?c,d,??,g’.?ij,, o
lﬁa.b 10,4, l@f’.s’, 10L3 etc.) 'As mentioned above, 7a
anﬂlOa(XandeH&fihadxlcwaifmlﬁesforben—
zodiazepine receptors no apparent antl-
PTZ and anticonflict effects, But Thand 10b X =H, Y
= F) showed significant affinitics for the réceptor with the *
respective K values of 0.2 and 0.15 gM; they were about -
10 times as potent as those of 7a and 10a, even though the
pmnhakmsﬁnlmﬂdenﬁorpmduﬁngaigniﬁmt gy
anti-PTZ activity. The manifestation of In vivo efficacies
by F substitution on Y were achicved first in 7d and 10
Xand¥Y=F) Compmnds?f,?i,lot,andl%having .
ClorBrat X and at Y, could an
wmmm %ﬁmzﬁmg
mg They were moie active ibiting conflict
haviors (EDg, = 8-20 mg/kg, po). Additional F substitu-
tion at the Y position vielded potencies in the PTZ test
s high as that of chlondiazepozide, as seen in 7', 7j, and
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K =60,
A K= ¥ = F Ry = H) was

Table 11 l}D&y&»&(&MMI}-&WM&M@.;

, ¥ = 2F, purity] md.‘zswaa mﬁmm ‘S{XtaY- mmw@m kY
e 2&'&%&% W&Cﬁg used; othareise né Biwasused, B X =40, ¥ = . 7
2F, Ry = H)waswedasswﬁngmﬁeﬁal.’lzamwmmwaﬁﬂsﬁ%Mmmmwwﬂmmbf”é

mmmrﬁhmﬁbkyﬁagm&nda.

& S

ution MeOR 15 ml) with fredm temperatore for £ b %S¢ was ued as’
vsaoi o W aﬂ!g mmhﬁsm&mﬂﬁmtﬁ =40, Y n% was subjected o
. athegycarbonylation, aivhaoﬁyw(wMYc%CL&wW o 3290, 1690, mom-" Bmwncwamg :
(2!{&.05«:?13) 9.1(18 d,Jaaﬁz,Nﬂ). ) ;

materid,

ol X R
Ma = H H
% O B
B G - cH,

exhibited
consistent with the structures. *Yield based on the

eorresponding 26.
WM%&M%W&WMWW% dmmwm ‘See

PP

163 Intbewnﬁacthehavmmtﬂg'wdﬁmnmeh .
Further

moré activé than CDP. increazes in anti-PTZ
potenciesw&reaehiwedbyinﬁodueing(}lat\’ as indi-
cated by com  of the anti-PTZ activities between
7e, Th, 10e, and 10h and thelr Pgubstituted
?d, 7¢, 10d, and 10g". In contrast, obvious decreases in
ve effects were noted by this modification; i.e.,
ami~TBZ eﬁecmmdinhihitcry potentials forNEuptaks
of the Cl-substituted eompounds were  about }/1 to 4/
as active as ﬁwse of the corréspio B
compounds. Fm&wedaﬁ.rtmbsmduﬂedthatth
anticonvulsant ﬁmtyeﬁ‘emmmd‘gy
mented by the substitution at Y in tha order <<F
<.Cl, while the order for the. anti-TBZ effect and the
preventive effect on NE uptake was H = F 3> CL These
mmmm&awmw
having 4 at position 12a.b)
1*-{3-Ptpwdinyl}-i4»bemdmze S-one derivatives
with Cl substituents at the X andecsmons(&ll)wera
tested. In eompaﬁson with” their cori 4-
piperidinyl derivatives (7h, 10h), antide s ve potencles
were found to be significantly r&dmd,whﬂeanﬁanﬁety
effects were well preserved. This that the

findihg sdggests
threo carbon atoms between N at position 1 and N of the
gxpandmeringv?t;ybbaﬁtablaprm&gthemﬁa
eprestant act’
Thamdwmafoﬁatpmaiadwmapmnt
reduction in the antidepréssivé propérties, while the anx-
iolytic eﬁmmmwﬁmwﬁ (35, 34b). :
mmepo&nda

lowever, evin the
m&rmwmwmm

BT NP PGSR e

. < . W L vlﬁ - 4“ '
ﬁamea in m’am-m eﬁéet
; suwment

‘ (mr

m(awmmmo, m:m-m@m-*)mmmlm,)

at position 5. (¥). %hcan
mﬁyiﬁmmamﬁm
periment on uptake inhibition

3.?.,33&.6 c.,l"n!m.L.? meksin.K..Sml&.
Med. Assor, 1983, 249
(2 mam&man ’VonVcigﬂmﬂa P.F. Jl\a‘a{.

us) ?&vwa , P, F.: Puech, A F. Arch. Ins. P?mamdm

attamed“wftf:a';
m&oposiﬁmef&ephnylﬂnz ’
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" “Fable HI. Biolegical Acticities {Antidepressive Effects)

s TBZ EDyy mgfby 95%) CL) SHINE]
no. pot sed 1cw,;m
7a 0.8 (0.14-0.84) 0.25 {0.165-0.47)

T 0.21 (0.11-0.38)
1.41 {0.85-2.44)
1.62 (0.58~4.28) Q.27 (0.15—0.45} 539
. 5934 (36.74-14886) .
0.74 (0.41-1.22) ‘9,85 (052»1 14) .
0.58 (0.33-0.95)
. 213 {1.25-3.53) 1 30 (0.6&-255)
T LI2 (0.45-1.84) . S
©26.14 {14.24~48.03) 23% at 50 mgfkg" 398
' 2,88 (1.98-5.51)
385 {2.45-5.99) 245 {1 dH.M)
. 0.8 (0.41-159)
1.24 {0.65-2.39)
0.70 (031*33%)
1274 ¢
0.84 (057143
24% 5t 50 mg
NE at 50 mg//!
84% at 5O mgfkg
266 (1.57-4.41)
53% st 50 mg/ky
. 19.26 {8.32-172.1)
o 758 (4.88-14.98)
0.26 {¢.14-0.45) 006 (0.02-0:11) 0028
R . 0.07 (0.08-0.11) -
 03210.49-068) . ... . . 0089
. 0,88 (0.16—@70) R % 0079
‘ 13.48 (a'm-w 7(0) ‘ . asm
‘048 (0.24-096) ‘a.xz{oos-gm')
. G480 | © L Toum -
- 0.67 {0.46-1.01) 0.&8(0.04«0.!2) Dt e s
076 (0.81-1.12) . 0418
| 953 (552-1508) 094 (240-33.19) 0.562
I8 O, . . . 042
537 (343-829) T 0288
21% st 100 sog/kg - L e
sga@z-e61) oo i T T
© 61% at 100 mg/ky R
58% atwmg]ka » RO ‘:: Py
§7% at 50 mgfkg . [Ty
. D40 028088 . 2&02 {9.43»305.1)
34% at 50 mg{kg 1287 (6.38-21.78) .
ogs 03811y
) 'W%at&mg{kg

q;,'

, "mmofmrdmdmnﬁency e ia
’ «fxmcnon oit.he emcydsc :mg at posnim 1 ms essentml

k4

cimica! dasagéa of m eprwnt

in the same rangé (so—loo’z“ngjmﬁh ‘per day). '1‘!15?9 also
applies 16 otir drug candidate. Furtherisore, obviously
beneficial effcts in depressive patients are usually pro-

duced follomng long-term treatments with an antide-
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eﬁeﬁs&mhaésedaﬁonﬁ?mmderelmﬁmwm e
g0 polent g5 to overwhelm the essential ‘antidepressive
effect following long-term treatments.with large doses.
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Table V. Biclogical Aﬁiviﬁ@a {Acute Tﬁxmim?

6. mouse LDy* mg/ke, po 85% CL)
¥s . 425 (385478
74 2687 (230-328)
kil 548 (510-528)
7% 489 {425-553)
10a 1239 {1113-1486)
164 939 {805-1213)
or 1358 {1293-1506)
10g” 1480 {1306-1666)
et 310 (%3«-33@)
° CDP .
°L£750 values were calenlated by the m‘lm mw o = 10,

“§5% copfidence limits were fncluded parenthescs, ®Imipramine.
’%lard.l?mpog)ide *Estimated Ll)wobxainedky the up and m
method {n =

(ﬁn mL) were added wﬁw rwa&m Themmﬂized?m&ﬁ
GPaODOHmﬁ!teredoKvaemd to free 7 or 9 as de-

scribed above. From the mother Hquer of 7 of 9-CF,CO0H, 2
or 4 were Tecovered in o manner similar to the above.

- Cyelization Using PPA. Amdmwmm';
1870.1 mol) and PPA (230 g) waid waimed ot 100 °C (bath tem.

' peratm) with stirring for 4 h. After cooling, ice (500 g} and
trated NH,OH (320 mL) wite added, and the mixture was

- oxtracted with CH,Cl, Ether ws udded to th extract and the

_ yésulting ‘erude 7 was separated and vecrystallized from

" CH lgrether 16 cbiain pure 7. Pwiﬂaationof&em&herhqugr ;
* in a simitae mmraﬁarﬁamnvmm into i’oCFgCOOH gaw(

additional pure 7.

‘Method D, Toa wﬁnmg mlutfoa of ﬁ-acyl-}\?mcyclm!

kylaniline 2 or 3 (R, = CH,, 15 tsiiol) in dichloroethans (50 ml)
was edded dropwise ethyl chloroformate (18 X 3 mmol) over s
‘ penodofwminanéthesoluﬁmmwﬂundfmlh To
complete the répétion, NaHCO, (15 mmol) was added to the
sohition the mixture wis rellized ‘s further 1 h. TLOC

{$i0,0F, CHCI,-CH,OH = 5‘1} was used to check for the ¢om- *

pletion of the reaction. After cooling, fce-H;0 was added, the
Mmﬁ@&mmmﬂ.mdtﬁaﬁ@hy&mm
with benzene, ‘The co benzene estract waa v
mmbmapmempkcfmarzlm«mmw used for
_ the next a’wp An N-gthoxycarbonyl derivative 20 or 21 was
dissolved in conéebtrited HCI-H.0 (1.1, 50 mL) and the stlution
oas refluzed for 20 b MWF,MQWWQM
fof completion of the resction. Thoe selution was concentrated
in vacun, giving arude 22 or 23, which was eryitallized to obtain
a puré sample or used directly for the next step. To a atirred

mixture of 22 or 23 (15 mmo)) in dicnane {50 mL) containing 2
dropwise & solution of bensyl -

- N N4OH (19 ml) was gdded
: &Mmﬂsxmm&)ma&mmn)mmwmm
| ‘The mizturs wai stirved 5t temperature for 1.5 h, TLC
{al,00F, Muﬂiﬁﬁ? Cﬁﬂkﬁﬁs@ﬂwan was vsed
5 cheek for complotion of the resction. H,0 wnsaddedmathe
mixturd was éxtrocted with bengene, T&emactm
mmbmeoimn(mﬂrm&wwn, giving crude 24 or
gim’nggmg%mdu%wﬂg&?dmahﬁkm&
i or W}WW asolulion
{®M§mdm®mwnwﬁngmmx8mm%
snisole {6 X € immol} and the miztute

with Be,0.
combined M&mwmanmﬁmmzﬂﬁa(mm the
mixture was vxtracted with Et,0: Crystallization of the extract
gave 10 or 11, Alternatively, compound 26 or 27 {40 mmL) was
dissofved in CFCOOH (83 L) and the solution'was refluxed
for 2. After removal of the solvent in Vaco, jce-H.O was added
aod thé mixtise was extracted with Et;0. The H,0 layer was
made alkaline with dilute NH,OH and exiracted with CH@C!%.
The extract was crystallised, giving 1007 11, .
Method E. ‘Procedure Using Ethyl C&!omromaw To &
reﬁuxing solution of l~{1*methﬁ-4apweddinyl)' or 1-(1-benzyl
l}-l.é-kenmdimpin- I, Ry=CHz 9, R, =
CR@Pb) {50 mmol) -in dichloroethane (150 mL) was added
clropwxse ethyl chloroformate (50 X 3 mimol) over a period of 5
min and the solution m reflused for 0.5 33. After cooling, the

E T

. 2C. The sclution wag

mixtuie was stirred At so6is tem=
pemmﬂar&h Too-H 0 s gidded dnd the mixtore Was washid
Mwmmhﬁﬁt&ﬂﬂnwﬁ(ﬁ. The

'asm

Sugasaws ¢ 6l.

solution will washed with dﬁnw HCI and the organic layer was
evaporated to obtain crude 28 or 23. The acidic layer was made
alaline with concentrated NHOH and eztracted with CH,Cl,.
From the extraet, 7 (R, = CH,) was recovered in a yield of less
than §%. Compound 28 or 29 was disselved in methanesulfonic
aeid {41 wl) containing wtmbydromgpkem {48 % 5 mmol) and
the mixture was warmed at 120 °C with stirring for 05 h. After
cooling, ice-H;0 wss sdded and the mixture was washed with
CHCL,. The acidic layex was made alkaline with concentrated
NH,0H and estracted with m Cr:,-sxashaamn af we exm
gave 10 or 12, B
Procedure Using thmhyl Chlorofomate. Toa
sﬁned solution of 7R, # CH,, 0,12 mol) in dichloromethane (230

L) whs added ¢ 2 o solution of a-chiliroethyl chlorofosmate
(14.7 pal, 0.13 mol) in dichloromethane (70 ml.) at -5 °C over
m?{amd the solution was reffuzéd for 1.5 h. After cooling,
(100 mL) was sdded with stumsg @t 20 °C and the
satation wis refluxed ford b with evolution of CD.. After renioval

dtﬁ“é wmmwmmmm in CHLOH (150 L), and
the & gekive charcoal and concentrated.

Puﬁﬁwﬁanenbemm byerymumﬁongnw 10-HCL.
{,3-Dibydro-5-(2-Tluorophenyl)-1-(1-methyl-4-
Mwn-www A-benzodiazepin-2-one (fn). Toa
,SvdihyM(%ﬁmmphwyi)«b(bme&vM
ﬁwﬁd&yl}»w Dane (Th; 21 g, 5.9 munol} in
H&O {10 L) was added dropwise a sohition of
mq%ﬁ?lm&wm&)mmmawdﬁ , (5 mL) at -8
to stand at -5 © fwﬁhandthen
atm%mmm{oﬂsh. “The reaction mixture was poured
mwtwma),m&ﬂmmmmwd WNHOH, and
estracted with CHLCl,. The extract wiis chromifogrophed on
Mgﬁa 500 g, cn,mzmmom memeeamoac was

d recryotallized, glving 7o (544 ing). * -’
S«Dihydu«-l-{I-{eihoxymbonyl)-a—piperidiny!}~5~
ghenyi-w at,ﬁ-’benwliémln«%—om {28) from N-{1-(Eth-
ozyearbony’i)o&pipeﬂ&nyl]-&benmlaniﬁm (20). Com-
Wmmmwdawr&mhmMAwB Crude 28 was
on 5 Lobar eoluin (BtOAc) or mmnma fmn
appropriate solvont fo obiain & Pite sample of 28.

1:-(l-mf:yi%mip&rﬂinﬂ)‘fﬁ-ﬁikyéw&phénﬁéﬂ 1 3-
zopin-2-one (30). 2-Bensayl-No( 4-p§gmdmyi)miﬁne
(X a¥eH, %demaiwdméc&(&m!.}md@m

* golution was kept ot roont temperatire for 0.5 h. Tee and K.£O
were added, @d&emhﬁ\ﬂemaﬁnﬁfo&:&bmm
on

with ether. The xtract was column

pamasayn-z W21
M&Mﬂfm@)maﬁeﬁ@% Hﬁa(&smb,ﬁé
Qﬁmmoﬁ {be solution way wirmed 5t 85 °Cfor 18 b. TLC

M

(SI0.GF, CH,Cl-Ert0Ae & 1:1) wits tsed to check for completion
of the reaction. Aketmoﬁng NaﬁSO;(&ﬁg)waﬁaddadgad
the solution was
andmwnt:ated

pe shout dne-fourth velume. Ice
[ mﬁ‘ae&,wa the mixtire was ex-
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)333?!1 4-benzpdiszepin-2-one (34b; 900
a(cﬂ,),so (Oﬁmlffs% 321!?&
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m(@ mﬂ&nmmw‘ &t roum temperature
for 0.5 b. mpmmmmmmmmmmwm
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ff,wmﬁ&aamammmaaw
* " 1 b after oral or subsutandous administea

Kop

1 &mcycbal&yld,d-bemdzazepm-s-m

'mnhmdinma. Yoo and comeentrated NH,OH were added,

and the mixbure was extracted with CH,Cl.. The extract was
*wueified on 810, (10 g, CH,Cl, and CHCl, containing 10%

- MeOH). Crystallizstion of the eluate gave 35 (400 me).

Antagonism of Tetrabenasine-Induced Prosis in Mise.
mnsmmmgmm—m&mm&mlymmd
to groups of five cach. Teat compounds were dissolved in

saline or suspended i avable gurs solution and orally
Wym&mmdatmmm)gatwymm
Admof&mg]kofmmhwaﬂnem was subeutaneously
 injeited 1, 4, o7 24 b after the test compounds. The animals were

" ‘soored for posis 1 h after TBZ administration according to the

follmngwe!m normal = 1, slightly dlosed = 2, half closed = 3,
100% closed = 4. seores were subjected to ridit
- pransformation™ end doses causing 50% prevention of the re-

spom weté caleadated by regression
m\ta@onkm of Pentyleaetatram!—lndumd Oonvuklnn in
Eight male ddy strain thice, weighing 20-24

tion of the test com-
pounds. The dose required to prevent tonie sinvulsion and death
in 50% dthsmhnabdxﬁngaﬁ-hohamﬁmwhdmwl-

s vaﬂmdhyﬁmpmbitmmm

mdﬁm@mmwwmpmeﬂmmmpm A

- Anticontlict Effect in Rats. Tamdmalyevdumm

L 'toprmam&rawwmxdcnswﬁamahm&am

scheduls. memmmmm&ammm
d&mbdumﬁonmpmﬁmﬁmhmasw

avery fifth lover pressing would be rewarded with a food pellet.
‘After this behavioral was established, conflict waa

hmmwmmmem&m the

85 positive when the number of shocks

‘WM worthes!wckmﬁnmmthan4dmhgfom

consgeutive tone Dioees for 509 suppresdion of the

iwnﬁaethehavhrmcalaﬂaﬁedbythsm&itmmd.

Acute Toxicity in Mice. Male DS stroln mice, welghing 20-26
g,wmemployedwawtheordmmvahmfa selected

{14} Bross, L D. J. Biometrics 1868, 14, 18.
(15) Blies, C. 1. Q. J. Yw&m& Pharm. 1938, 11, 182,
{18} Gellor, 1.; Seifter, J. phmmbm 1880, 1, 482,

BNEDOCID KB, 21598887 1.»

Jeurna! of Medicinal Chamistry, 1885, Vol. 28, No. & 767

compountls, The martality was determined with groups of 10 mice
on the next day after the treatment. values were
by the probit mothod or the up and down method of Brownles

et al®
Inhibition of [*HINorepincphrine into Rat Brain
based on the method

mmwmdw@mmmwmmﬁmmw
Whatman glass ffher filter (GF/C). The obtained radicactive
in seintillotion finid and

sample was dissolved in the mdisactivity
was counted with o scintillation counter. ICy; values were cal-
Mmﬁm%w&a&ndﬁa%mmﬂ%ﬁmm
uptake of PHINE by 50%

Displacing Potential to ['K]Diazepm Binding. The

m&mmmw Wistar straln rats were vsed for
the hinding Wmmmsﬂyhmﬂonﬁmmatho&
’ofM&h!wandOhﬁa. 8 test compound,
aude'aM[‘mdimyma}Z) {neubated at 0 °C for 60 min.
After termination of the the vadicactive sampls,

on Whatman gless fiiter (GC/¥F), was dissolved in sein-
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] 'untex Bildung der 2-A1koxymbony1-anﬂmmgam=
; da— c) bzw ihrer Benzologen reagieren [GL (1)).

O ONH, . ) Rt .
@C + BNCO + CpoyHppi CHNy “.‘ﬁ;’ 1)
. Qx -

: 1a-¢ 2 3a-f g

. fa X' OCyH; Jarn= s
?b;xeocag b:ins2 L4a
c. X = CHy etn=3 b
duo=4 Y
enes d
f:n =10 )
~1Hapey g
@\m- B-COH n
CO.H Sa:n= 1 . I

. b= k]
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Durch Ubertragung dieser Reaktion auf die Homologen des Diazomethans bis
zum Diazodecan gelang es uns, eine allgemeine Darstellungsmethode filr die bisher

noch nicht beschriebenen homologen «-[2-Alkoxycarbonyl-anilino}-carbonsure- -

methylamide und -anilide der aligemeinen Struktur 4 zu ermitteln. Diese Amide ent-
stehen aus Anthranilsurcestern (1a,b) mit 1—2.5 Mol-Aquivv. 2 und 23 Mol-

Aquivy, 3 in dtherischer Losung bei Raumtemperatur. Die auf die eingesetzte Menge
Ester berechneten Ausbeuten an 4 streuen um 50—70%;; die besten Ausbeuten wurden
bei Anwendung von 2 Mol 2 auf 1 Mol Ester erzielt. Unter diesen Bedingungen konnte
auch die frithere!’ Ausbeute an 4¢ verbessert werden (s. Tab. 1). f
Tabelle 1. Produkte der Reaktion von Anthranilsiureithylester und o-Amino-acetophenon “1
mit Isocyanaten 2 und Diazoalkanen 3 2—3 Mol-Aquivv.)
_ 2 3 Reakt. Ausbeute 1
1 Mol-Aguiv. {(Mol-Aguivv.) Produkt
Anthranilsiure- CgHsNCO (1.2)  CHalNp dc  nach 1 Tag: $0% f
ithylester (1a) CgHsNCO (2.0) CH:N 4c 3 Tagen: 72
CH3NCO 1.0y CH;3;CHN; 44 3 Tagen: 45
CsHsNCO (2.0) CH3;CHN; 4e 3 Tagen: 71 3
CgHsNCO (2.0) CHsCHN; 8 3 Tagen: 70 1
CHNCO 2.0) C3HsCHN; 4g 2 Tagen: 61
CsHNCO (1.0} CsH;CHN; 4h 5 Tagen: 30
CHgNCO (2.0)  CsHipsCHN; 4i 3 Tagen: 49
o-Amino- CeHsNCO (1.25)  CH:N, 43 3—4 Stdn.: 41 :
acetophenon (1¢) |
a) Frihere Vorschrift Lis. 1, o ;

Milde Verseifung mit 1» NaOH bei 60° greift nur die Estergruppe an: So wurde
a-[2-Athoxycarbonyl-anilino}-valeriansiiure-anilid (4g) in das noch nicht beschriebene
«-[2-Carboxy-anilino}-valeriansdure-anilid (4k) tibergefithrt. Energischere Verseifung
durch Kochen mit 2n NaOH liefert die z-[2-Carboxy-anilino}-carbonsiuren 5: Unter
diesen Versuchsbedingungen waren schon frilherl) die o-Methoxycarbonyl- und o-
Athoxycarbonyl-anilino-essigsdure-methylamide (4a,b) 2zu Phenylglycin-o-carbon-
sdure (5a) verseift worden; [2-Athoxycarbonyl-anilino}-essigsdure-anilid (4¢) bildet
ahnlich die bisher noch unbekannte «-Phenylalanin-o-carbonsiure (5b), deren Identi-
tit mit der aus Anthranilsiure und a-Chlorpropionsiure’? hergestellten Siure als
Beweis fiir die Konstitution von 4e angesehen werden kann.

¥ In Analogie zur Darstellung von Sa: H. E, Fierz-David und L. Blangey, Grundlegende

Operationen der Farbenchemie, 5. Aufl., S. 308, Springer-Verlag, Wien 1943 2it. in Beilsteins

garlx_db;x;?lder Organischen Chemie, 4. Avfl., Bd. 14, IL, Erg.-Werk, S. 225, Springer-Verlag,
erlin .




en 2~Aeetyl~amlincess:gsiur&amhds (43), st
S'katol-carbonsﬁure&) {6) beim Schmelzen mzt Natﬁuz‘:‘iizy

~ & tspmhmden Chinazolinen 9 cyclisieren tm. o

" “Zwecks Priffung auf etwaige Konkurrenzreaktionen unftetwchtcn Wir daher
No@enprodukte der Umsetzung von 1a mit Phenylisocyanat und szoprobm
Nebea 2.4-Dioxo-3-phenyl-1.2.3.4-tetrahydro-chinazolin (9a) kornten wir wenig N-
] FPhenyl-N ’-{z-ﬁthoxycarbonyl-phenyl]ohamstoﬂ' (8%) und das noch nicht Mﬁebeﬁb
2. &onxo—l-pwpyl-B-pheayl-I.z 3 &w&ahydroehanazohn (91)) xsoh&'en 2
gemiaB findet demmach bei Umsetzung von 12 mit 2 und 3 nebpn dem nucleophﬂen,
Kagnﬁ'von3anzgemaaex,(1)m4emnuezeopmwmﬁmxaanzgemwef (")}
unter Bildung von 8 statt, das mit Diazoalkanen unter gleichzeitiger Alkyhemng
cyclisiert. Wie aus der Konzeatrauonsabh&ng:gkext der Ausbeu!en an Haupt— und
\ ebenptodukten hervorgeht, wird (2) dnrd: hohz Konmntrauonax an 1a bwomgt,
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Beschreibung der Versuche

Die Schimelzpunkie wurden im Heizblock bestimmt und sind unkorrigiert, — Die Elementar-
analysen worden nach dem Verfahren von Walisch® durchgefithrt.

1) 12-Athoxycarbonyl-anilingi-essigsdure-anifid (4¢) (verbessertes Verfahren). — Eine
Ldsung von 2 g Anthranilsiuredithylester (1a) in 5 com absol. Ather wurde mit 3.0 g Phenyl-
isocyanat (ca. 2 Mol-Aquivv.) und dther, Diazomethan aus § g Nitrosomethylharnstoff ® (2.75
Mol-Aquivy. Diazomethan) versetzt. Es setzte sofort lebhafte Na-Entwicklung ein. Nach 3
Tagen wurde i. Vak. cingedampft und der 8lige Riickstand 3mal mit je 10 com Petrolither
verrieben. Aus dem ungeldsten Rickstand kristallisierten auf Zusatz von etwas Ather 1.3 g
4e, aus der mit den Petroldther-Ausziigen vercinigien Mutteriauge in der Kilte noch einmal
1.3 g 4¢ {Gesamtausbeute 72%); Schmp. und Mischprobe mit anthent. det? 166°.

2) a-f 2-Athoxycarbonyl-aniline }-propionsdure-methylamid (4d). — Wie bel 1) mit 0.70g
Methylisoeyanar {ca. 1 Mol-Aguiv.) und dther. Diazodthan aus § g Nitrosofithylharnstoffs!,
Gesamtausbeute nach 3 Tagen 135 g (44%) 44, die nach mehrmaligem Umkristallisieren,
erst aus Petrolither, dann aus Athanol/Wasser bei 145° schmolzen,

CyaHysN2 Oy (250.3) Ber. C62.38 H7.25 N 1.2 Gef. C61.3 H697 N1L7

3) a-f 2-Arhoxycarbonylanilino j-propions@ure-anilid (4€). — Wie bei 1) mit dther. Diazo-
dthan aus 3.5 g Nitrosofithytharnstoff. Ausbeute nach 3 Tagen 2.7 g (71 %) de, die nach Um-
kristallisieren aus Petrolither, dann aus Athanol/Wasser, bei 158° schmolzen.

CisH2NzO3 (312.4) Ber. C69.21 H6.45 N897 Gel. C686 H6.37 N8&38

a-{ 2-Carbaxy-anitino j-propionséure (5b). ~ a) Aus den Nasriumsalzen der Anthranilséure
und der a-Chlorpropionséure in wiBs. Losung entstand in 4 Tagen bei 40° und 4 Stdn. bei
100° §b vom Schmp. 212° (aus Wasser{Kohle).

CyoHNO; (209.2) Ber. C57.41 H5.30 N&6.70 Gef. C57.5 H535 N68

b) 0.5 g 4¢ wurden mit 20 com 2a NaOH 3 Stdn. unter RilekfiuB gekocht. Nach Erkalten
wurde 2mal mit Ather ausgezogen, die wiBr. Phase mit 2» HCI angesiuert und mit Ather
extrahiert. Die Atherextrakte hinterfieBen nach Eindampfen i. Vak. 0.33 g 5b (quantitativ);
Schmp. und Mischprobe 212° (aus Athanol/Wasser).

8) a-f2-Athoxycarbonyl-anilingj-buttersiiure-anilid (). — Wie bei 1) mit dther. Diazo-
propan aus 7 g Nitrosopropylharnstoff®, Gesamtausbeute nach 3 Tagen 2.75 g (70%4) 41,
das nach Umkristallisation aus Petroliither, dann aus Athanol/Wasser, bei 136° schmolz.

CioH22N205 (326.4) Ber. C69.92 H6.79 N 8.58, Gef. C65.5 H6.63 N 8.6

N-Phonyl-N'~f 2-lithoxycarbonyl-phenylj-harnstoff (8b), 2.4-Dioxo-3-phenyl-1.2.3.4-1¢tre-
hydro-chinazolin (9a8) und 2.4-Dioxo-1-propyl-3-phenyl-1.2.3.4-tetrahydro-chinazolin (9b), —
2 g unverdiinntes 1a wurden mit 1.5 g Phenyplisocyanat (1 Mol-Aquiv.) und dther. Diazo-
propan aus 7.5 g Nitrosopropylharnstoff’ versetzt. Nach 3 Tagea wurde i. Vak. eingedampft;

& W, Walisch, Chem. Ber. 94, 2314 (1961).
5 Allgemeine Arbeitsvorscheift nach F. Arndr, Org. Syntheses, Coll. Vol. 11, 165 (1943).
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der olige Riickstand lieferte beim Verreiben mit kaltem Petrollither 2 g Kristafle. Aus dem
Petrolither-Filtrat kristallisierte pach mehreren Stdn. 9b, das nach Umkristajlisieren aos
Petrolither, dann aus Athanol/Wasser, bei 182° schmolz.

Ci7HisN202 (260.3) Ber. €72.85 H5.75 N 10.00 Gef. C71.8 H 5.68 N 10.0

Die in kaitem Petrolither unloslichen Kristalle 18sten sich nur teilweise in heillem Petrol- \

ither; beim Erkalten kristallisierte eine geringe Menge 8b, Schmp. und Mischprobe mit
authent. 8b1’ 145°, — Der in heiflem Petrolither ungeldste Rilckstand zeigte nach Umkristal-
tisieren aus Athano! den Schmp. und Misch-Schmp. mit authent. 9a" 283°. — 4f konnte

unter diesen Bedinguugen nicht gefaBtl werden.
$) a-f2-Athoxycarbonyl-anilinoJ-valerianséure-anilid (4g). — Wie bei 1) mit dther. Diazobutan
aus 8 g Nitrosobutylharnstoff®, Gesamtausbeute nach 2 Tagen 2.5 g (60%) 4z, die nach Um-
kristallisation zuerst aus Petroldther, dann aus Athanol/Wasser, bei 140° schmolzen.
CopH2:N203 (340.4) Ber. C70.57 H7.11 N8.23 Gel. C70.0 H695 N3

a-{2-Carboxy-aniline]-valeriansiur c-anilid (4K). — 0.5 g 4g wurden in Athanol geldst und mit
20cem 1n NeOH 2.5 Stdn. auf 60° erwdrmt. Nach Ansiuern mit 2» I-ICl wurde mit
Ather extrahiert und i Vak. eingedampft: 0.45 g (98%) 4k vom Schmp. 234° (aus Atbanol).

C1sH2N203 (312.4) Ber. C69.21 H6.45 N8.97 Gel. C68.7 H6.46 N8.8

saurer Ldsung?; Schmp. 73 75° (aus Methanol).
CiHysN302 (173.2) Ber. C48.54 H8.93 N 2426 Gel. C43.5 HS8.76 N 24.1

. {2~ Athoxycarbonyl-anilino]-Granthséure-anilid(4h). — 1.5g 1ain 3.5 ccmabsol. Ather wurde
é}z ‘mit 1 g Phenylisocyanat (ca. 1 Mol-Aquiv.) und dther. Diazohexan aus 6 g Nitrosobexylharn-
27 stoff versetzt. Nach § Tagen wurde i. Vak. eingedampft. Aus dem 6ligen Rilckstand kristal-
" lisierte bei 4° nach 3 Wochen 1 g (30%)) 4b vom Schmp. 117° (nach Abpressen auf Ton uad
< Umkristallisieren aus Athanol/Wasser).
szstNzOs {368.5) Ber. C71.71 H7.66 N7.60 Gef. C715 H7.55 N74

7) N-Nitroso-decytharnstoff. — Wie bei 6), Schmp. 72° {(aus Methanol).
CiiHasM30, (229.3) Ber. C57.62 H10.11 N 1833 Gef. €573 H9.96 N 182

a-f 2-Athoxycarbonyl-anilino j-undecanséure-unilid (41). — 1 g 1a in 2.5 ccm Ather wurde
mit 1.5 g Phenylisocyanat (2.0 Mol-Aquivy.) und dther. Diazodecan aus 3.5 g Nitrosodecyl-
gl &amsioﬂ’ versetzt. Nach 3 Tagen wurde ein geringer flockiger Niederschlag abfiltriert uod
%1 Vak. eingodampf. Der alige Riickstand wurde in Petrolither aufgenommen, von etwas un-
gel&stem Diphenylharnstoff abfiltriert und der Petrolather i. Vak. entfernt. Nach 1—2tdgigem
Aufbewahren im Kiihischrank und Anreiben mit wenig Athanol wurden 1.25 g (48%)) 4i

yom Schmp. 52° (aus Athanol/Wasser) gewonnen.
CﬁﬁsﬁN203 {424.6) Ber. C73.55 H8.55 N6.60 Gef. C73.4 H9.53 N&.7

hyire
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& B. Taub und J. B. Hino, J. org. Chemistry 26, 5238 (1961).

D In Anologie zur Darstellung von N-Nitrose-cyclohexylbamstofl: XK. Heyns and A. Heyns,
Licbigs Ann. Chem. 634, 29 (1960}, und zwar 8. 44.

6) N-Nitroso-hexytharnstoff. - Durch Nitrosierung von Hexylharnsroff mit NaNO, in essig-
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2-Acetyl-anilino-gssigsiure-anilid (4§). — 2 g o-Aminc-acetophenon (1c)in dccm Atherwurden
mit 2.2 g Phenylisocyanat (ca. 1.25 Mol.-Apuivv.) und éther. Diazomethan (aus 4 g Nitroso-
methylharnstoff) versetzt. Unter Na-Entwicklung setzte beinahe sofort Ausscheidung von
Kristallen ein. Nach 3 ~4 Stdn. wurden 1.6 g (41%) 4j abgesaugt, die nach Auswaschen mit
wenig Ather und 2maligem Umkristallisieren aus Athanol/Kohle blaBgelbe Nadeln vom
Schimp. 161° darsteliten.

CisH16N30; (268.3) Ber. C71.63 H6.01 N 1044 Gef. C71.8 H6.12 N 104

Skatol-carbonsiure-(2) {6). — Beim Schmelzen von 4§ mit ca. der doppelten Menge Natrium-
hydroxid wurde heftiger Skatol-Geruch wahrnchmbar. Die erkaltete Schmelze wurde in
Wasser geldst, mit HC] angesuert und ausgelithert. Aus den Atherausziigen kristallisierte nach
Eindunsten 6; Schmp. und Mischprobe mit authent. 6% 165° (aus Benzol/Petrolither).

& R. Camps, Ber. disch. chem. Ges. 32, 3228 (1899).

{158/67]



e e

- 1968 G. Wintig und P. Fritze
Liebigs Ann. Chem. 712, 7983 (1568)

" Reaktionen von Cyclooctin mit Nickel-Verbindungen
von Georg Wittig® und Peter Fritze

" Aus dem Institut Hir Organische Chemie der Universitit Heidelberg
i Eingega.ngen am 14. Toli 1967

< Von Umsetzungen des Cyclooctins mit Nickel-Verbmdungen erwartete man Hmweise auf den
" Mechanismus der Cyclooctatetraen-Synthese, Wiahrend mit Nxckelcyamd pur das trimere
Cyciooctm 1 resultierte, lieferte die Reaktion mit Nickelacetylacetonat die Adduokie 2 und 3.
" Mit Nickelbromid und -jodid erhielt man aufer 1 die Cyclobutadien-Komplexe 4 und §,
deren Stabilitdt es unwahrscheinlich erscheinen lieB, daB sie Zwischenstufen der T: nmensxemng
% darstellen Wihrend mit Nickeltetracarbonyl bei Raumtemperatur eine CO-Einschicbung zu 6
erfolgte, konnte bei 0° ein Primérkomplex 8 gefaBt werden, dessen Reaktivitilt Hinweise auf
: den Mechanismus der ‘Trimerisation gab.

Der Mechapismus der Cyclooctatetraen-Synthese aus Acetylen und Nicke(II)-
:. Verbindungen, die erstmals von Reppe?? durchgefiihrt wurde, konnte bis heute noch
- nicht restlos aufgeklirt werden 2. Unklar blieb ferner, warum nichtsubstituierte
ggtyime die’ entsp:echeade Reaktion eingehen®. Da man im Cyclooctin ein be-
n&ers reakftives subsﬁtmerm Alkin% in Hénden hatte, erschien es lohnend, dxese
oblemaﬁk erneut zu untersuchen.

3 @ Eﬁ(w}g . 1

= Man setzte Cyclooctin mit den gebr3uchlichen Cyelooctatetraen-Katalysatoren
— in der Hoffnung, auch Zwischenstufen isolieren zu kénnen. Alle Reaktionen

z "gt:".;-*;: LA

Hermn Professor Dr., Dr. h. ¢. Adolf Steinhofer zu seinem 60. Geburtstag in freund-

#i schaftlicher Verbupdepheit gewidmaet.

& ’ﬂ W Reppe, 0. Schlichiing, XK. Klager und T. Toepel, Liebigs Ann. Chem. 560, 1 (1948).

%%;f’ H. C. Lorguet-Higgins und L. E. Orgdl, J. chem.Soc.[Mndon] 1956, 1969; G. N. Schrais-
- zer, P. Glockner und §. Eichler, Angsw. Chem. 76, 28 (1964).

«w; ‘A.C' Cope und R. M. Pike, J. Amer. chem. Soc. 75, 3220 (1953); vgl. J. R. Leto und
5. M. F. Leto, ebenda 83, 2944 (1961)

2 G Witiig und H.-L. Dorsch, Liebigs Ann. Chem. 711, 46 (1968).
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XP-000979965
Sci. Pharm., 39 (1871), 4, 267-282

Aus der Forschung und Entwicklung der Biochemie Kundl Ges. m. b. H.
Zur Reaktion von Peniclilinen
Tell 1: Verhalten.gegen Penicliiinase

von *
E. Brandl

Elngelangt am 27., September 1671

Des Verhalten von Pentcililnen geganﬁbsr dem: Enzym Penicillinase ist von
wesentllchar, pramcher Bedeutung. . Seit der Einflihrung des\Penicillin G in
die Therapie wuBte man, daB die an sich empfindlichen Krankhsitskeime, die

ENSOOCT: «XP_ 450654 S
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Penicillinase bilden, gegeniiber dem Antibiotikum resistent sind. Auch fir das
sdurestabile Penicillin V trafen diese. Besbachtungen zu. Jedoch erst im Laufe
der immer stirkeren Verbreitung des Peniclilins entstand daraus das Problem
der Resistenz. Die Erbifnung des technischen Zuganges zur 8-Aminopsnicillin-
slure (6-APA, siehe Teil 2), der Schilisssisubstanz der halbsynthetischen
Penicilline, bot die Mdglichkeit zur systematischen Suche nach neuen, peni-
cillinasestabilen Penicillinen.

Die Resistenz ist ein der Chemotherapie ganz aligemein inhérentes Phino-
men. Man unterscheidet drekTypen':

1. die natlrliche Spezies- oder Rassenresistenz;
2. die primére und sekundire ,erworbene’ Resistenz;
3. die infektidse, ibertragbare Resistenz. ’
Die natirliche Resistenz ist einfach die Wirkungsliicke im antibakterielien
Spektrum eines Chemotherapeutikums urrd ist genetisch fixier: entwader als

Stabilitat im Mestabolismus gegen das Agens, als Penetrationsbarriers, als
Maoglichkeit, das Chemotherapeutikum zu inaktivieren, usw.

Als primare und sekundére (erworbene) Ressstenz bezeichnet man das
Auftreten resistenter Varianten in Populationen von ‘Mikroorganismen, die
normalerweise gegeniiber dem betreffenden Wirkstoff . empﬁndiach sind.

Primér resistent sind einzelne Organismen, die ohne vorherigen Kontakt
mit dem Antibiotikum dagegen unempfindlich sind. :Die sekundére Resistenz

‘entwickelt sich wahrend des Kontaktes mit einem Antibiotikum.

In beiden Fillen handelt es sich um mutagene Veranderungen, dis nicht
als eine Abwehrreaktion gegen das Chemotherapeutikum aufzutassen sind.
Dieses spielt lediglich die Rolle des Selektionsmechanismus. Primére und
sekundare Resistenz unterscheiden sich daher nur dadurch, daB die erstere
das Endpgodukt einer Mutationsentwickliung ist, wahrend die letztere in ihrer
Entwickluhg beobachtet werden kann. Die Haufigkeit der Mutation ist sehr
gering, sie entspricht einfach der natiirlichen Mutationsrate und die liegt in der
GroBenordnung von 1 : 108 bis 1: 10" Keimen. Die Bedeutung flir die Therapie

kann allerdings enorm sein: Unter dem Selektionsdruck des Chemothera-

peutikums Uberleben nur die resistenten Keime und deren Nachkommen, so
daB schlieBlich eine resistente Population die Infektion in Gang hdit. Be-
glfistigt wird eine solche Entwicklung besonders beim Penicillin durch zu
niedrige Dosierung — denn Resistenz ist ja ein relativer, dosisabhéngiger
Begrifi — und durch zu kurze Medikation. Auf Grund von Beobachtungen bei
der sekundéren Resistenzentwickiung lassen sich verschiedene Resistenz-
entwicklungstypen ableiten, die vom Chemotherapauttkum und seinem Wir-
kungsmechanismus abhéngly sind:

a) One Step Mutations,

die nach einmaligem oder hdchstens 2- bis 4-maligem Kontakt mit dem
Antiblotikum erfolgen und hohe, von der Antibiotikumkonzentration unab-
Péng)ige Resistenzgrade aufweisen (Stroptomycintyp der  Resistenzentwick-
ung

b) Multiple Step Mutations, ,

wobel die Resistenzentwickliung langsam und stufenweise eriolgt, weil offenbar

zur Ausprigung des Resistenzmerkmales mehrere aufeinanderfolgende Muta-

tionsschritte erfordeﬂich. sind. Die Selektion hdherer Resistenzgrade ist ab-
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hiéngig von der jewsiligen Chemotherapeutikumkonzentration (Penicillintyp der
Resistenzentwicklung).

SchlieBlich noch die Ubertragbare Resistenz, die auf der Ubertragung
genetischen Materials von siner Zelle auf die andere beruht.

Drel Mechanismen werden dabel unterschisden:

Transiormation:

Obertragung von DNS von einer Zelle auf die andere, nur in vitro bekannt.
Transduktion:

Obertragung grbBerer oder kleinerer Genomteile durch Phagen. Diese
Form der Resistenzlbertragung ist nur wirksam, solange der Phage lysogen
bleibt und hat nur eine geringe Frequenz,

Konjugation:

Dabei wird durch’ den sexuellen Vorgang eines Zell-zu-Zell-Kontakies,
z. B. iiber Plasmabriicken, Genmaterial {ibertragen. Hierdurch kdnnen Mehr-
tachresistenzen induziert werden. Auch die episomale Resistenzibertragung,
die eigentliche, infektidse Resistenz, fallt darunter, bei welcher Resistenz-
faktoren von gramnegativen Bakterien innerhalb und zwischen den Spezies
Gbertragen werden kdnnen. Auf diesen Mechanismus ist die groBe Zahi
mehrfach resistenter Enterobakterien zuriickzufilhren. Neuerdings hat man bei
Stéphylokokken eine ahnliche Form der infektidsen Resistenz. beobachtet,
wobei die Information zur Penicillinasebildung mittels extrachromosaler Par-
tikel, den Plasmiden, Uberiragen wird. Ein Lichtblick bei dieser infektidsen
Resistenz ist, daB sie sich nach mehreren Generationen wieder von selbst
verlieren kann,

Bei den Resistenztypen 1 und 3 kann das Enzym Penicillinase eine Rolle:
spielen. Fir den ,modernen” Hospitalismus haben infektionen mit resistenten
Staphylokokken eine besondere Bedeutung.

Die Penicillinase ~ exakter als Penicillin-g-Lactamase E. C. 3526 be-
zeichnet — ist ein primér intrazelluldres Enzym, das von verschiedenen
Bakterien gebildet wird. Die Menge der gebildeten Penicillinase ist von Stamm
zu Stamm verschieden {bei Staphylokokken zum Beispiel 6 E~460 E Enzym
pro mg Trockengewicht). Das Enzym &ffnet hydroiytisch den g-Lactamring des
Penicilling, wobei unter Bildung einer neuer Carboxylgruppe die inaktive
Penicillosdure entsteht.

Vet Waik e
 A—HN—CH—CH C R—HN—CH——CH €
f i % “CHy Penicillinase 1 % g CHy
|
0=C — Ne-—CH-COOH —-toomm o O=COH NH ~— CH-CQOH
Penicillin {R = Seitenketis) Penicillosdure

Die verschiedenen Peniclllinasen aus B. cereus, Staph. aureus sowie E.
coli sind unter anderem in ihrer Reaktionsweise und -geschwindigkeit gegen-
uber Penicillin nicht einheitiich. Methicillin zum Beisplel schitzt Penicillin G
vor der Zerstdrung durch Penicillinase aus B. cereus, jedoch nicht vor der
durch Staphylokokken?®.

Ampicillin wird durch Staphylokokkenpenicillinase, weniger jedoch durch

- E. coli-Penicillinase inaktiviert?, Methicillin und Oxacillin sind nicht nur weit-

gehend resistent gegeniiber dem Enzym, sondern zelgen auch sine Hemm-
wirkung dagegens,

O Y
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Das Enzym _Penicillinase ist bei potentielien Penicillinasebildnern nur in
Spuren vorhanden; seine Bildung in Bakterien wird unter PenicillineinfiuB
induziert. Das Induktionsvermégen der verschiedenen Penicilline ist unter-
schiedlich, jedoch ist die Enzyminduktion nur bei potentiellen Penicillinase-
bildnern méglich, nicht aber bel den gagen Penicillin empfindlichen penicillin-
asenegativen Keimarten.

Das zweite Enzym, das zu einer Inaktivierung ‘des Penicilling fihrt, ist die
Penicillinamidase oder Penicillinacylase E. C. 3.5.1.11. Es kommt in Pilzen und
gramnegativen Bakterien vor_ Seine Rolle bei der Penicillinresistenz ist noch
nicht sicher abgekiirts. Die fechnische Bedeutung der Penicillinamidase ist
jedoch auBerst groB, denn sie flhrt, ausgehend von Penicillin G oder V, durch
Abspaitung der Seitenketten zu 6-Aminopenicillansdure, aus der durch Um-
setzung mit organischen Sauren eine groBe Anzahl neuer semisynthetischer
Penicilline hergastellt wurde.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, an einer Reihe von neuen,
biosynthetischen und hailbsynthetischen Penicillinen® die Zusammenhénge zwi-
schen der Strukiur der Seitenkette — als den fir die Eigenschaften des
jeweiligen Penicillins verantwortlichen Molekiltei! — und dem Verhaiten gegen-
iiber den Enzymen Penicillinase bzw. Penicillinamidase néher zu beleuchten.
Daruber sollen die Teile 1 bzw. 2 handeln. Im Teil 3 schlieffich wird Gber
Versuche berichtet, das gegeniiber dem Penicillinaseenzym empfindliche Peni-
cillin G durch den Zusatz von penicillinasestabilen Penicillinen oder deren
Seitenketten gegen die Inaktivierung durch das Enzym. zu stabilisieren. Weiters
sollte versucht werden, gesetzmiBige Beziehungen zwischen der biologischen
Wirksamkeit der Penicilline in Abhéngigkeit von der eingelihrten Seitenkette
zu erfassen.

Methoden

Die Ingktivierung von Penicillin durch das Enzym Penicillinase verlauft
unter bestimmten Bedingungen wie Temperatur und pH-Konstanz sowie Sub-
stratberschuB nach einer Reaktion nullter Ordnung. Unter Berlicksichtigung
dieser Gegebenheiten wurde die Methode nach zahireichen Vorversuchen,
wobei Substratkonzentration, pH und Enzymmenge variiert wurden, wie folgt
festgelegt: Auf Grund der bekannten jodometrischen Aktivitdt des zu unter-
suchenden Penicillins wurde eine Einwaage durchgefiihrt, so daB nach Auf-
I6sen in 50 ml sterilem Puffer von pH 7,0 eine Losung mit einer Konzentration
von 3000 E/m! entstand. Nach Zugabe der Penicillinase wurde der Ansatz auf
einzelne Rohrchen aufgeteilt und bei 37° C bebritet. AuBer zum Zeitpunkt des
Versuchsbeginnes erfolgte nach einer halben, einer, eineinhalb, zwei, drei, fant
und sieben Stunden die Bestimmung des Penicillingehaltes aut Ublichem,
jodometrischem Wege¢, wobei jedesmal ein Réhrchen entnommen wurde, Die
Blindwerte der Jodometrie waren besonders bei den 5- und 7-Stunden-Werten
leicht erhdht, was auf die Anwesenheil geringer Mengen anderer Jod ver-
brauchender Substanzen neben Penicillin hinweist. Die gesamte Manipulation
wurde zur Vermeidung von Penicillinzerstérung durch eingeschieppte, peni-
cillinasebildende Keime unter sterilen Kautelen durchgefithrt. Die Enzym-
konzentration wurde so gewahlt, daB ein stets als Vergleich mitlaufendes
Penicillin G nach zwei bis vier Stunden zu 50%o inaktiviert war.

* Die Synthese der ha!bsyameﬁschen Panicilline erfolgte durch die Herren A. Frank,
F. Gapp und K. Ried! in der Chemischen Abtellung der Kundler Forschung unter
der Leitung des am 3. 2, 1968 verstorbenen H. Magreiter.

LR T
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Zur Ermittlung einer Kennziffer der Penicillinasestabiiitdt wurde wie foigt
vorgegangen: Aus der Differenz des zwischen zwei aufeinanderfolgenden
Bestimmungen vorhandenen Penicillingehaltes wurde das in dem zwischen den
beiden Bestimmungen liegenden Zeitintervall zerstérte Penicillin in Einhsiten/
ml ermittelt und daraus der Quotient zwischen Penicillin G und dem 2zu
untersuchenden Penicillin errechnet.

Q= in der Zeit t zerstbries Penicillin Na-G {E/mi)
t  in der Zeit t zerstdries zu untersuchendes Penicillin (E/ml)

Das Mittel aller Q)-Werte ergibt die gesuchte Kennziffer. Bei der Titration
gefundene Werte unter 500 E wurden wegen der Ungenauigkeit der jodo-
metrischen Penicillinbestimmung in diesem Bereich nicht berlicksichtigt. Die
Kennzitfer wurde fiir Cereuspenicillinase als Qg bezeichnei, wobei der Index G

darauf hindeutet, daB Penicillin G als Vergleichsbasis zur Ermittlung der
Relation fiihrte; der Buchstabe C steht fiir Cereuspeniciliinase. Wenn Staphyl-
okokkenpenicillinase eingesetzt wurde, lautet der Kennziffernausdruck Q8. Da

definitionsgemés die Kennziffer fGr Penicillin G 1,0 gesetzt wurde, bedeuten
Werte Gber 1,0 erhéhte Stabilitét des zu untersuchenden Penicillins gegentiber

der betreffenden Penicillinase. Bel stabilen Peniciliinen (QF, sehr sehr groB)

miiBte die Penicillinasekonzentration wesentlich erhéht werden, um
eine Zerstdrungsgeschwindigkeit zu bekommen, die Differenzbetridge zwischen
den aufeinanderfolgenden Bestimmungen liefert, weilche auBerhalb der Fehler-
breite der Methode liegen. Der Vergleich mit Penicillin G wéare aber dann nicht
moglich, da dieses unter solchen Bedingungen zu rasch inaktiviert wiirde. Es
wurde daher die zur Zerstdrung durch Penicillin G geeignete Penicillinase-
dosierung in allen Féllen beibehalten und die Abnahme der verglichenen,
stabilen Peniciiline, die unter diesen Bedingungen sehr gering ist und infolge
der Fehlerbreite der jodometrischen Bestimmung nicht genau errechnet wer-
den kann, graphisch ausgewertet bzw. nach Ermitilung der Regressions-
geraden im Einheiten-Zeit-Diagramm die auf diese Weise korrigierten Werte
zur Berechnung der Kennzifter verwendet.

Cereuspenicillinase:

Als Cereuspenicillinase diente ein steriles, standardisiertes, k#ufliches
Penicillinasepréparat.
Staphylokokkenpenicillinase:

Die Staphylokokkenpenicillinase wurde in Abédnderung einer von
S. Ortel’ modifizierten Methode nach G. J. Harper® aus einem peni-
cillinasebildenden Staphylokokkenstamm isoliert.
mg-Aktivitat:

Die Bestimmung der biologischen mg-Aktivitat erfolgte nach der Loch-
plattenmethode gegen Staph. aureus SG 511 als Testorganismus und Penicillin
G als Bezugsstandard.

Chromatographie:
Die chromatographischen Analysen wiirden in Anlehnung an die Methode

‘von R. R. Goodall und A, A, Levi®’ mit wassergeséttigtem Ather als

Laufmittel absteigend durchgetiihrt, die Hemmzonen durch Aufiegen der Strei-
fen auf Staph. aureus SG 511-Platten bioautographisch entwickelt und die R,.
Werte dadurch ermittelt, daB8 die Wanderungsstrecke des betreffenden Peni-

R
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cillins durch die Wanderungsstracke des mitgelaufenen Penicillin G dividiert
wurde. e

Die R, Werte sollten vor allem als Kriterium der Einheitlichkeit und
Reinheit der eingesetzten Penicilline dienen.

Ergebnisse und Diskussion

Die Tabelle i bietet eine Obersicht {iber die untersuchten Penicilline,
wobei die Strukturformein der Seitenketten R festgehalten sind. Die Penicilline
wurden dabei nach steigendan.{ 05~Werten geordnet. Daneben finden sich die
zugehdrigen Q -Werte, die biolog;sche mg-Aktivitdt sowie die R,-Werte. Die

laufende Nummer und die Substanznummer sollen bei weiteren Tabelien und
der Diskussion die Dbersichtlichkeit erieichiern.

Bei der Nomenklatur wurde der einfacheren Obersichtlichkeit halber in
manchen Fillen nicht streng nach den Nomenklaturregéin vorgegangen.

Bei dem in dieser Tabelle angesteliten Vergisich ‘zwischen den Kenn-
ziffern QF (Cereuspenicillinasestabilitat) und den Kennzitfern QS (Staphyl-

okokkenpemc:litnasestabdatat} wird deutiich, daB zwar Kkeine gleichsmmge
Beziehung im strengen Sinne vorliegt, dennoch aber, Wenn auch mit gewissen
" Einschrinkungen, sine gleichlaufende Tendenz zu beobachten ist.

Es zeigt sich aber auch, da8 die Qg- schneller ansteigen als die Qg-
Werte; d. h. es gibt eine wesentlich groBere Zahl von Penicillinen, die
gegenuber Cereuspenicillinase resistent sind als gegeniber Penicillinase aus
Staphylokokken. Andererseits weisen die Penicilline mit erhOhter Resistenz
gegen Staphylokokkenpenicillinase immer auch eine erhdhte Stabilitat gegen-
iiber Cersuspenicillinase auf.

Die biologische Aklivitdt steht nur insofern in Zusammenhang mit dem
Verhalten gegeniiber den untersuchten Enzymen, als hohe Stabilitdit gegen
Penicillinase mit hoher Aktivitdt unvereinbar zu sein scheint. Die R, Werte
deuten darauf hin, daB die untersuchten Substanzen in reiner Form vorlagen.
wobei in manchen Féllen allerdings keine biologische Wirksamkeit zu be-
obachten war.

In der Tabelle 2 sind Penicillin V und die im Kern substituisrten Phenoxy-
essigsaurederivate nach chemischer Ahnlichkeit zusammengefaBt. Ein volilig
eindeutiger Zusammenhang-mit der Stellung des Substituenten im Aromaten ist
vor allem fir die Staphylokokkenpenicillinase-Kennziffern nicht festzustellen.
Die biologische Aktivitit gegen den verwendeten Testkeim ist bei der m-
Substitution eindeutig am hochsten. Die Art des Substituenten ist bei den
Kennziffern von untergeordneter Bedeutung.

Dies geht auch beim Vergleich der Peniclliline mit halogenierten Seiten-
ketten aus der Tabelle 3 hervor. Lediglich die mg-Aklivitdt nimmt mit stei-
gendem Atomgewicht der Halogene sindeutig zu.

Eine Reihe weiterer p-substituierter Phenoxymethylpeniciliine sind in
Tabelle 4 zusammengefait. Ein eindeutiger EinfiluB im Sinne einer Stabili-
sierung gegenlber der Cereuspenicillinase geht lediglich vom groBvolumigen
elektronegativen Phenylrest aus, wobel dis ortho-Steliung wesentiich wirk-
samer ist (fd. Nrn, 93 und 102). Die Q}-Werte werden jedoch kaum veréndert.

Durch die p-Acetamidogruppe wird die Stabilitat besonders gegeniiber Cereus-
penicillinase verringert (ifd. Nr. 2). Da8 die p-Substitution hdhere mg-Aktivitat

.



Zur Reaktion von Penicillinen 273
Tabelle 1: Obersicht

L1d. | Subst. Penicillin- Strukturformel der "‘g”‘“’g‘ Aktiv.| Rx-
Nr.] Nr. | Seitenkette (R) Seitankette Qg | Qg {E/mg| Wert
1| 508| Anilino- e 048] - | 56/1.80
2| 10027 | BAcemIne- cnycommdl_S-o-cu- 050{0.72| 625260
a-Phenvimercapto-
3| as0 $-CH = 058 — | 992|230
athyl- O ‘g's
4 | 10013 g;.l:r:mg&%?onyl- cxscnzcnzocoo-ma' 0,64|1,00] 780|270
5| 417! o-Tolyloxymathyl- Q"‘%‘ 0,65 1,04 | 2150 2,40
Chy
” 6 | 10012 | Siant oy carbonyk enyoco Y-o0-c,- '0,66]1,00| 700/ 1,00
7 {10017 | ogpanr OrPRenORY” -ty 0,68{0.58 | 2400|290
J cy ¢C1
: ] N [*4 3
& 110018/ fzv;z;ﬁ;?forbhenoxy' Q.o.cag- 0.68]0,80] 2265|320
¢ S [+3 2
9 449 ggme;goxwmmxy‘ sz- 059} 064/ 601|100
oen,
3
u-Brom- enyl-
10| 585 sthyl- B-pheny @%-fﬂ- 068 — | -] -
8y
o-Nitrophenoxy- -
1] 453 me,hy,.” Xy Q”’“”z‘ 0,69{0,45 | 1744 1,00
®0,
12 | 10010 | P-Acetylphenoxy- cH.co 0.76{0.77| 910} 030
methyl- seo-{{_Vo-cny . .
[~
Tertidrbutyimer- ]
13| 556] cantom syt oyeg5-on 0.76| — |3100| 260

ENBHOOID «XP,.,. SP25688. 1>
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Lid. |subst. | ‘Penicillin- Strukturformel der Kennzitern [AKtiv.] Rx-
Nr.| Nr. | Seitenkette (R) Seitenkette of | of, |[Ermg | Wert
i " :
14 69| p-Nitrophenyimer- w0 Yrs-city- 078] - |3350( 1,43
; captomethyl- 2 2 R
15| 672 3-Methylencyclo- R 077] — | 540}058
butyl- CilaC ~ CB,
“ Phenyimercapto- N - - -
16| 980 oty Os-cxz | 078 3185
17 | 462 | 24-Dichlorphenoxy- ard Seoucu - 0,791 0,57 ; 3455 3.30
methyl o1 :
- uo, .
m-Nitrophenoxy- Q :

18 taomz gty oucrye - | 080 0.80!3100;1.00
! i
191 V| Phenoxymethyl rowens 0820801 1530 210
: ) ! |
i 1 H
mg 574 | Benzylaminomaothyl- Q‘“a"‘”’”"i‘ 082 — - §000

:
) 0-CR,~ i 5
Phenylen-1,4-bis{2- 4 ;
21 484 e 0831084) 2791000
3 Q-LHp=" ; % é
2,3-Dimethoxy- 0CH, = i
22 stal ety 2 0,83 0,80 amE 1,00
OC’!:’ 0‘333 * ;
|
23 | 10011 | B-EloRionylRhenoxy- cugongod S-o-en- | 0871115 650{1,00
24 | 10044 | p-Nitrobenzyl- o4 Yoty 088 1.50] 1640 1,00
p-Chlorphenoxy- -
25| 225| B oplamhenoxy 1 Yeo-cn, 0.28| 1,00{ 2630 5,46
26| 227} p-Jodphenoxymethyl- s Yro-cu 0.89{ 1,00{ 3046 { 7,72
27|  468| a-Naphthoxymethyl- 86-@,- | 0,89] 0,72| 2834 ] 2.50
a-Phenoxy-B-brom- P _ ]
28| e8| ineno O 089|070 963420
20| 223/ p-Tolyloxymethy!- cn,-O-o-cz,- 0,90| 0,80 2270 4,47

Pra
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2ur Reaktion von Panicillinen 275
Lid. {Subst, Peniciflin- Strukturforme! der DV Aktiv.| Ry-
Nr.; Nr. Seitenkette (R} Seitenketle Q¢ | Qg, [E/mg Wert
!
p-Nitrophehoxy- DR~ %
30 | 10003 | £ohvle orf S-och, 0,90| 0,80} 2290/ 1,00
E ]
p-Cyanophenoxy- -
31| 10001 | B-CHen onYro-cn, 0,90| 0,00 1420 0.60
p-Benzyloxyphenoxy- . eH -
32 | 10028 | L OE Creno_ro-on 0.82} 0.92| 1400} 2.70
Dibanzylamino- ?a§,,
33| 566 e, gzz 092 — | - |292
p-Bromphenoxy- : .
3] 228 T % ,,@.o.ca, 0.93{ 1,00 28351 2,10
' ! i
g | : |
: 1 H
3 H - — 5.10
35§ 4791 Thymoxymethyl : @o o 0,85 :
| j <1 :
! ! c{l’\r:% i
¢ ! i
: {
: p-Mathoxyphenoxy- % / _
36 { 10030 | FHENS engod Seo-cn,- 0,95] 0.92{ 1340/ 1.40
; ; €1
_ 3,5-Dichlorphenoxy- | Qo.c .
37 | 10021 | L i . Ty 0,96| 1.01; 1945| 2.50
35 { 10043 | p-Methoxybenzyl- cx,o.o,ca,- 0,90 1,14} 1790] 0.77
u-Athoxycarbonyl- -
39| 684} amino-f-3-indolyl- Q g ”.?,: 099, ~ - 1100
§ 'S
p-Fluorphenoxy- - -
a0) 307) b r{ S-o-cu, 099 1665 1,90
41| G |Benzy- {enm 1,00{ 1.00| 1670} 1,00
42 | 10005 | m-Tolyloxymethyl- e?“—““s' 1,00] 1,00 37801 2,60

LLBPSEEEA (>
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Lid. |Subst. :Peniciliin- Strukturformal der Kol |AKLIV.| Rx-
Nr.| Nr. | Seitenkette {R) Seltenkette ag los, E/mg | Wert
.
, ey i
«3 | 10023 | 2.2 Dimethylphenoxy- 0-city- 100! 04| 1270| 240
cn, ) i
{
44 { 10032 | m-Chiorpheny!- (:f 100,044 538] 1.80
e i
!
a-Phthalimido-y-. ;
45! 6731 methyl-mercapto- e e P 105 — 118 1,00
propyl- N !
fe £o :
R &
- 3,5-Dimethyiphenoxy- . ;
45 | 10026 | repi. o-ciy 108} 098} 1120| 3,00
E s B i
: ¢ ; i :
‘ t a-[3-Phenylecetyl- cHy U,y | !
47 577 | aminoezetidinon-(2)- Ocarcom-gm-gx, "g‘i’; 108; - 30{ 1.00
: yi-1}-isobutyl- CO-X == CHo
D | *
! i ] :
481 592 Acridin-9- X ! 1.09; - 301 1,01
% ] %
g E.
! | 2.23-Dimethyiphenoxy- 2 NP !
4910025 | methyl- ) ~0-CHy 1111057 | 1210} 330
; iy em,
| 1-Benzyloxycarbonyl- - -
50| 677 e onpro-co{u)- 111} 476| 1.00
M % (n
»
1-Benzyloxycarbonyl- &
4 =L -
51| 675 o oner (o Crenyo-c0 1.16 172} 251
52: 228! n-Pentyloxymethyi- Chy-CRy=CH,=CHo-CHy=O-CH~ | 1,18] — 11070 ~
53 F { Penten-{2-)yl-{1)- €ty =CH, ~CHCH-CHy = 1.19] — 11280] 1,66
p-Tertidrbutyl- i)
54 110014 | DL eymotayl- oy z;o-o-ca,- 1,20{1,00| 880 3,50
)
2.4-Dinitrophsnoxy- N
85 110004 rmethyl- °="Q-° ex, 1.20{1.20] 990! 1,00
¥o,




Zur Reaktion von Penicillinen o7
““
L1d. {Subst. Peniciliin- Strukturformel der Kennzifie?™ |Aktiv.| Ra-
Nr.| Wr. Seitenkette (R) Seitenkette Qg | Qg [E/mg | Wert
4-Thia-1-azabicyclo-
[3.2.0)-heptan-3,3-
56| 584| dimethyi-7-0x0-6- @mxzcmzcsx - s\ctcﬂ,); 121 - |1808} -
(pzenaxyacemmido% ot b
Isopropyliden- 2 . _
57| 416 oninoxymethyl- CaM-0-CR, 1.22 215020
581 273 n-Hexyloxymethyl- €H,CR,CR,CH CHCH 00 = 1,23} -~ [170C|9.80
59 { 10008 | p-Methoxyphenyl- m,«@- 126, 0,74 | 225110
60| 689 : 8:Methoxy-2-chinolyl- m 128! — { 35!100
ocHy
Phenylsulfenyl- " -
61| ssa| Phens @%‘ﬂ’z 131 30 1.00
621 228 n-Butoxymethyl- € =€+l =CHy0-C3 5= 1,35 - 1585‘2,42
H
83 254 | n-Pr omwymsthyi- cﬂ},cgz-cnz_c.caz. !,375 - 115001 1,00
64 | 10042 | m-Methoxybenzyi- Qeaa- 1,37 | 0,70 | 1640 | 1.00
ocHy
65 | 10033 | p-Cnlorpheny!- c;Q 1,38:0,57 | 300|220
i< - 1. .87 1 420;2.00
66 | 10036 | p-Methyiphenyl %,Q_ 3808
67 | 10038 | m-Nitrophenyl- 1,391041| 400064
no,
3,4-Dichlorphenoxy-
e | 10020, DD EhlorPhenoxy oxd Seo-caye 1,40/ 1,00 | 2160] 2.70
133
89| 85| Cyclopropyl- &)‘“w 141 - | 35|100
70 4 | Isobutoxymethyl- €h y+CReCHy-0-CR,~ 143| -~ {1700]3.20
o8,
3
71 | 10008 | m-Methoxypheny!- Q 145/060| 250130
octy

ENELOID ¥P, | §TResA_1 e
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Lid.|subst.] . Peniciltin- Strukturformel der Kennziflo |axtiv.| Rx-
Nr.| Nr. | . Seilenkette (R) Seitenkette og QOS, E/mg | Wert
72 | 10035 | m-Methylphenyi- Q 1.49{062! 370|210
Ry )
73 | 10006 34D metnylphencxy- Q"-“"‘zﬁ 1.50| 0,80 | 3700 | 3,89
™\ ;ﬁ; 0,
B-[1-p-Nitrophenyl-1- -
hydroxy-2-dichlor- P 2 - 'y
74 5186 aceiamidO*pfOpyl'(s)" ozﬂ@?ﬂ-Cﬂ-‘eﬁzO—g-maoﬁ!zu 1.50 40 0.50
oxycarbonyl]-dthyi- on o :
S | |
75! 569 u-Piperidinobenzyl- Oeen 1151} — | 70i072
H N, ;
3 . QO b
$ E " : N
761 es4) DenEyMercanto b Oorpsens 155] — 12400280
| a T
77 {10010 %g;g;?iorphenoxv' N QW’T 1.56] 0,64 11290 |3.30
(o ; “ P
2 | °°\ : !
-Phthalimido- i NeCHe ; ~
781 e7a; SO0 S G 158 - | 0i2s7
; . cgg\ca:, :
i o
79| 454!p -Phenoxybenzyl- ) O%‘ 1 1,58] — = 341 24,30
S N
80 | 10039 | p-Nitrophenyl- s ) 1,61/ 097 | 1260 | 1,40
P cﬁ)
2.6-Dimethyiphenoxy-
81 | 10022 | {0 U nemYIPRENOXY o-city 1.62| 0,47 | 1270 | 2.50
\63,
82 | 10031 3.4-Dichiorphenyl- 1641076 570 2,20
¢ [+
83| 436| «-Phenoxyathyl- Q":r;:‘ 166) — | 1026250
. 3.
84 | 10024 | 240 ethyiphenoxy- “z‘Q:;;”" 170§ 0.73 | 2005 | 230

=7
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Zur Reaktion von Penicillinen 279
Lfd. |Subst. Peniciliin- Strukturforme! der Kennzilfern | iy, | Rx-
Nr.{ Nr. Seitenkette (R) -Seltenketts a8 | QS [e‘mg | Wert
D-{-}-Formamino- CHe
85| 70| pothEs O 178! -~ | 20100
2.6-Dimeth o
Dimethoxy- -
86} 482 phenoxymethyl- ~CHy 185 - ~ 11,88
By
2,46-T: o
4,6-Trichlor~
87 | 486} roroxy- caQo- 185] - 10! -
€1 3
!
633 :
88 499 Thymoxy- o- 187} — | — (852
! o :
i c?x:\caa i
89 s 4831 o-Methoxyphenoxy- Q“ 190; -~ 45%3.40
O9 ; o, |
H |
§ 3-Dimethylamino- Q :
%0 i 675 ronyi. ] 194}~ | 01246
i VAR
: { CHy CHy 5 !
., i i i
: ' ai” s l
2,6-Diisopropyl- -y i
91! 5% phenoxyme'thgl— o-cng; 1,99, 0,49 | 1300 3495
en) |
?
92! 591 Menthyloxymethyl- "] oucity 2,04{250; 730 ;2.94
{
; cu
c{ts\cas
p-Phenylphenoxy-
83 | 10015 | oy O Yromcng 2,151 1,08 [ 2120 ; 3.00
2-Methoxy-3-0xo-4~
841 5§80 | methylpentadien- ClignC = € = C =CB- 217 - 011,00
(1.4)-y11- Gny & com,
2-Benzoyi-4-chlor-
95 | 10028 | o o ety e 2.25{ 072 225]260
-3
96| 576 e-Anilino-isobutyl- NH-CHo 234) -~ 15{ 100
4X
3 3
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Ltd.|Subst| . Penicllin- Strukturiorme! der Kennaifery [Aktiv.| Rx-
Nr.| Nr. Ssitenkette (R) . Seltenkatte Qg | of [E/mg | wen
o7 ss7| B0 Fhenotniazin- bse'ﬁz'ﬂz‘: 288| ~ |1260]2.95
a-{4-Cyclohaxyl- Gl
98| 535! phenoxy)-isobutyl- O.O./cls 296/ 410) 1151435
.
Ry CHy
99 | 10040 | 2.4-Dichlorphenyl- ,@ 324/1,50| 234/ 1,00
-} [-33
! a-Phenyimer- TWR '
Cﬁ, Cﬂ,
101] 77| 2 ey ety Q"“:-g’:g;m, a30|128| - 490
102 | 10016 | >-ChenYIPhenoxy- oucay- 4.76{036| 858360
a-{p-Tertidrbutyl- ¢ ?’3 "\
103} 534/ onencxv)-isobutyl- "3'&;@4'5:' 52816.20| 145|380
4
ity ~emy
RL™
104 543 Do (Phanoxy)-iso- Cro-ee- 528|567 | 270|286
105 | 10007 | o-Methoxyphenyl- < 550{090| 74|130
oty
. e Yar)
a-(2-Mathyl-4-tertiéir- ) o '
1068 | 536/ butyl-phanoxy)-iso- Ciy-C ~CR~ 5681520 190(635
butyl- cHy
cn, k
. g co, My
107 | eg1 | S-Phihaimidoriso- O:“’J*-::;’ 57918141000 ~
108 | 10034 | o-Mathyiphenyl- o 580/093| 383]1.90
cs,
109 { 10031 | o-Chiorphenyi- Q— 634{150] 450] 1,10
c1 )

s T W
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Lid. |Subst. Penicillin- {  Strukturformel der Kennzifern | aktiv.| Rix-
Nr. | Nr. Seitenkette (R} Seltenkette Q¢ | Qg |E/mg [Wert
: t
110 ] 458 a-Phenoxylsopropyl- O«f- 663|250 380|3.80
By
‘3;{% |
111]  531] a-o-Tolyloxy-isobutyl- Qm 683|260 260]3.04
Ry
3~(p-Methoxy-
112! 5731 phenyl)-propen-(1)- ctty-0Yncouchucr- 7711385] o} -
on-{3)-yi-({1} '
Vd
xac g‘:%,caa
113 | , 527 | a-Thymoxy-isobutyl- Qo.éu. 7801890 801339
Ko}
ALY
Cﬂs W,
5-Methyl-3-phenyi-4- —_—e -
M4 690 soxazotyl- (Oxacillin) § T8 873 = 228
; ~o” 3
‘{’ /cs:
D.L-a~(4-Methyl-5-
115 542 tertiarbutylphenoxy)- ety oede 878{524] 100]|4.60
isobutyl- ‘
CX,-?—CKJ
cd,
a.q -Diphenyi-fi- - -
116| 655 brométhyl- BreCH,<C 9,04 370{1,00
?gﬁ“s
a-{o-Methoxy- .
M7 830 ) sabutyl- Q"‘& 9,38[250| 96]265
ocHy
N
a~(2,4-Dichior- el _
18| 539 phenoxy)-isobutyl- “Q“’ o 10221358 | 420
[ 3 .
119 | 10037 | o-Nitrophenyi- q 1060|9,63| 140|045
it
[ }e s

BNSODCD <X S7085h 1 >
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uid.|subst| ; ! Penicitiin- Strukturformel der Kennziffsm | Aktiv.) Re-
Nr.| Nr. | ! Seltenkette (R) Seltenkette af | af; le/mg | wert
T, CH
: \%.’g 3
D,L-a-(2-Phenyl- . O-EBe
120|541 e sobutyl- . 11,80 {3.24| 120350
2,6-Dimethoxyphenyk vk
.8-Dimethoxyphenyi-
121} 4871 tethicitlin) C.z 2080 = | 200!1.00
ocHy
2-p-Nitrobenzoyl-pro- Gl 0=
12| 553| pan-(2)-yloxy-{1)- o oo e © |= | 10000
) i :
" Lilen, ‘
u-{2,6-Diisopropyl- -ime ° -
123, 580 phenoxy)-isobutyl- Q"" o bl B 701528
$R-chy
Cﬂs
Uy
) b
124] 51| &8 Naphthoxy)-iso- QP o |525| 405|475
s g;;g;:ﬁaptathoxyﬁso' 8. o~ gue o |370| 390|430
SR
] c{x;ca;
[
a-Tertidrbutylmer- 520 e
1261 583 captoisobutyl- =g ) s ~ 388! 90{430
A ~
Cil: Cﬂa
gaawz
1271 596| S-Allyl-flucrenyl-(9)- o8, = 1295| 90j414
ety By
a-{3-Methyl-6-tartidr- i
128 | 533 butyl-phenoxy)-iso- 9= CHe o | oo 901540
CHy-H-Cy
Ry




Zur Reaktion von Penicillinen 283
Tabelle 2: Ortho-, msts-, parasubstitularte Phenoxymethyipeniciiline
Lid. | Subst. Penicillin- Strukturformel der e |AKtiv Rx-
Nr.| Nr. | Seitenkette (R) Seitenkette af | 0, [e/mg| Wert
19 V! Phanoxymethy!- Q-o-cn,- 0.,8210,80]1530,2,10
§| 417| o-Tolyloxymethyl- (o 0651042150 | 2.40
By
42| 10005} m-Tolyloxymethyl- - e 10| 1,00 | 3780 | 2.60
iy

29 2231 p-Tolyloxymethyi- ety DeCH e 09010,801227014,47

4 o-Nitrophenoxy- .
1| as8) o chng 069 0,45 | 1744 ] 1,00

¥y
meNitrophenoxy- ? &
18| 1000z tuOPRONOXY: oecitye 0,60 {080 {3100 | 1.00
Nitrophe -
30| 10003 B0 ToPReNOXY ogn Yro-cnye 0,90{0,80 | 2290 | 1.00
Tabelle 3: p-Malogenierte Phenoxymethyipenicilline

Ltd. | Subst. Penicillin- Strukturformel der KeAnaiters |Aktiv) A
Nr.| Nr. Seltenkette (R) Seitenkette Qg | Qg [E/mg| Wert
26| 227 | p-Jodphenoxymethyl- s _Yro-cry- 0,89 1,00 | 3045, 7.72
34| 228| PETIPhenOXy- ved Yro-on- 0,93|1.00| 2835 | 210
25| 228 B opArPRenoxy- esd V-oeeny- 0,88 { 1,00 | 2630 | 5,46
w0| ao7| RaberPhenoxy- - ouemye 00| — |1e85|1.90
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Tabelle 4: Verschisdene p-substitulerie Phenoxymethyipeniciiine
Ltd.[Subst! ' : Penicillin- Strukturforme! der Kennzifle?s | Aktiv] Rx-
Nr.| Nr. | ' Seltenkette (R) Seltenkette of | af, [e/mg| wen

‘ p-Cyanophenoxy-
311000 | agthyt- el oo 0.90 0,90 | 1420 | 0,60
iphenoxy- | A
12 1°°1°'§th" oxys N L eageod Yeoeemys 076|077 | 910|030
onvi i
23 | 10011 ,zgt%g:ony phenoxy cg,w,co{}m,- 08711,15! 650|1.00
i p-Methoxycarbonyl- ' I
8] 10012 ] B enyoc Y-o-cn 0,66]1.00| 700!1,00
p-Propyloxycarbony!- ot
41100131 phenoxymethyl- O B e | 06¢ 1.00) 7901270
: :

p-Tertidrbutyl- - .,

54 10014 | B el o, L <ty . | 120/1.00] 8601390
3 Yo

p-Phenylphenoxy- .

93 10015 | FrOAe O Yyromcm, 2,15{1,08 |2120 13,00
o-Phenyiphsnoxy-

02 10016 | 7 EheM 80_%, 476|086 | 8581360

Acetamino-

210027 g;wnoxymethylc CH,CONR ~Chy- 0501072 625}260
p-Benzyloxyphanoxy- -

32| 10028 | ProE Orenod Jro-em | 092|092 1400 | 270
p-Methoxyphanoxy- -

38 | 10030 | F-MPHN cityod )-o-cu, 0.95]0.92 | 1340 | 1,40

zur Folge hat als diefenige in ortho-Stellung, zeigt der Vergieich zwischen den
Substanzen der laufenden Nummern 93 und 102.
Verschiedene disubstitulerte Phenoxymethylpenicilline sind in Tabelle 5
zusammengestelit. Der vorher erhobene Befund, da8 die Phenylsubstitution in

o-Position den Q2

am stérksten anhebt, wird durch die hohen Kennzitfern von

1,56 beim 2,8~Dichloi9henoxymethylpenicmln (ifd. Nr. 77) und von 1,62 beim
2,8-Dimethylphenoxymethylpenicillin (itd. Nr. 81) bestéitigt. Auch die 2.4 und 3.4
Substitution fGhrt zu einem gleichsinnigen Effekt (ifd. Nrn. 84, 55 und 68).
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Zur Reaktion von Penlciilinen 285
Tabollo 5: Disubstitulerte Phenoxymethylpsniciliine
Lfd.|Subst. Penicillin- Strukturforme! der "‘g“”"‘g’ Aktiv Rx-
Nr.| Nr. Seltenkette (R) Saitenkette Qg | Qg rEImg Wert
2.3-Dichlorphenoxy- .
7 110017 methyl- OuCily 0,68 | 0,58 12400 { 2,90
¢L €1
1
8| 10013| 2.5 Dichlorphenoxy- Q‘W‘a’ 0,68 0,80 | 2265 {3.20
yi- e1
{53
2.6-Dichiorphenoxy- QM” .
77110019 | einyl- e 1,58 10,64 [ 1290 {330
68 10020, S D chiorPhenoxy- o1l oo 140 (1,00 | 2160 | 2,70
’ €1
\ 13 t
3.5-Dichiorphenoxy- 0.CH,
491 10025 | 2.3-Dimethyiphenoxy- 0-CH,- 1,11]0,57 {12101{3,30
q | methyl- ) '
i chy Oty
2 4-Dimethylphenoxy- .
84! 10024| 20000 cn,Qo-cna 1701073 {2005 12.30
eny ;
!
2,5-Dimethylph ™ |
43| 10023 | gy 1O PREnSY” Q;““z 1,00{0,84 1270 | 2.40
3
CHy
81| 10022 ﬁg;ﬁ;’:f““"""em"y' CE*"“«' 1.62{0,47 [1270 250
hy,
)
3,5-Dimethylphenoxy- OulH,»
4810026 oo . 2 1,08 |0.96 | 1120 {3,00
T Q
2-Bonzoyl-4-chior- 0
95/ 10028 | O methyl- . f omctye 225|072 225|260
2,4-Dinitrophenoxy- ° 'Qm .
551 10004 | fot L 1,20{1.20! 901,00
2
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286 E. Brandi

Die Substitution in Position 2,3 (ifd. Nrm. 7, 48) sowie 2,5 (Ifd. Nra. 8, 43}
und 3,5 (lid. ¥rm. 37, 46) ergibt keine Stablilisierung gegeniber Cereus-
penicillinase.

Das Verhalten gegen Staphylokokkenpenicillinase zeigt in diesen Kenn-
zifferbereichen keine Relation zu demjenigen gegeniiber Cereuspenicillinase.

Tabelle 6: Ortho-, meta-, para-substitulerte Phenyipeniciiline

Lfd. | Subst. Penlcillin- \ Strukturiormel der Kennziftern | AKtIv| Rx-
Nr.| N Seitenkette (R) Seltenkette Qg | Qg [E/mg| Wert

105 | 10007 | o-Methoxyphenyl- 5501080 74(1.30

71| 10008 ; m-Methoxyphenyls -—— 145/ 0,60] 250 11,30

P o

= ..\‘": ':!‘.:

59 { 10009 | p-Methoxyphenyl- X8 1,26|074| 225/1,10
109 10031 | 0-Chlorphenyl- Q 6341501 450!1,10
( N {3} *
¢ |
44 | 10082 | m-Chiorphenyl- Q’ ’ 1.00|0,44| 538 |1.80
[+3 3
65 | 10033 | p-Chlorphenyl- ad ) 138|057 800220

108 | 10034 | o-Methylphenyl- 5800931 363|190

72 | 10035 | m-Methylphenyl- 1,491062]| 370{2,10

0 ca’
66 { 10036 | p-Methyiphany}- a{ > | 138]087| 420|200
119 | 10087 | o-Nitropheny}- g 10,60 |0,83| 140|045
N0g
67| 10038 | m-Nitrophenyl- = * Q 1,39 |0.61| 400 0,6

80| 10039 | p-Nitrophenyl- o) 1,610,97 | 1260 | 1,40
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Zur Reaktion von Peniciilinen 287
Auffallend ist die Erniedrigung der Q?,-Werta bei den 23 und 26 disub-‘

stitulerten Phenoxymethylpeniciilinen (ifd. Nrn. 7, 49 und 77, 81).

Eine sehr klare Aussage und damit eine Bestétigung verschiedener, schon
beim Phenoxymethylpenicillin angedeuteter Befunde, erlauben die Ergebnisse
der o-, m- und p-Substitution fiir Phenylpenicilline der Tabelle 6: Substituenten
in der o-Stellung machen das Molekil! weitgehend unempfindlich gegen den
Angriff der Cereuspeniciliinase (lifd. Nrn. 105, 109, 108, 119). m- und p-
Substitution tun dies in wesentlich geringerem AusmaBe und unterscheiden
sich untereinander praktisch nicht.

Derselbe Trend gilt — wenn auch wesentlich abgeschwécht — auch fir
das Verhalten gegeniiber Staphylokokkenpenicillinase. Lediglich das o-Nitro-
dhenylpenicillin (Itd. Nr. 119) zeigt eine unerwartet hohe Stabilitit gegen dieses
Enzym. Die Art des Substituenten spieit auch hier wieder nur eine unter-
geordnete Rolle. '

ath

Tabelle 7: Disubstitulerte Phenyipenicilline

Lfd. | Subst. | Peniciltin- Strukturforme! der Kennziffern |aktiv.) R
Nr.i ‘Nr. | Seitenkette (R) Seitenkette QF | Qg |E/mg | Wert
| * |
09 | 10040 2.4-Dichlorphenyl- (@ 3241150 | 234 (1,00
3 c t
§:
i
82| 10041 | 3.4-Dichlorpheriyl- ,Q | 164|076 | 570 |2.20
[~
%

Tabelle B: Verschiedens substitulerte Benzylponiciiline

Lid. | Subst, Penicillin- Strukturformel der "‘gﬁ"”g’ Aktiv.] Re

Nr.l Nr. Seitenkette (R) Seitenkette Qz | Qg [E/mg |Wert

41 G | Benzyl- Oes,- 1,00 | 1,00 {1670 | 1,00

84 | 10042 | m-Methoxybenzyl- 9«, 1,37 | 0,70 | 1640 |1.00
3

38| 10043 | p-Methoxybenzyl- ca,oocl,- 0,09 1,14 | 1780 {077

24 | 10044 | p-Nitrobenzyl- RN 028/ 1,50 1640 1,00

NG <RP | GTOMEA, 1 »
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penicillinase -erzielt werden als durch Einfihrung eines Substituenten in p- -

E. Brandi

'Disubstitution mit Chior (Tabelle 7) ergibt fir die 2.4 Position einen
wesentlich stiirkeren Anstieg der. Kennziffern auch bei der Staphylokokken-
penicillinase als fir die 3,4 Position,
was die Benzylpenicilline angeht, kann, wie aus Tabelle 8 ersichtlich, fur
die Methoxygruppe bei m-Substitution stirkere Stabilisierung gegen Cereus-

Position. Dabei bewegen sich alierdings die Qg -Werte gegenldufig. Auffallend
ist der fiir das p-Nitrobenzylpenicillin relativ hohe QS -Wert von 1,50 gegeniiber
einem solchen fur Q2 von 0,88."

Tabelle 9: Mercaptopeniciiline

Lid. | Subst. Penicillin- \Strukturformel der "’g””"’g‘ Aktiv.| Ax-
Nr.[ Nr. Seitenkette (R) ‘X Seltankette )| o8 | af; [eimg|wert
3| aso|Ghvenyimercaptor |t eens 0591 - | 992|230

athyl- ' *
Cfy
Tertiarbutylmer: g | |
I et ,,vC-S-ﬁK - -
13 55‘6 Cagtomethﬁ“ C!’l' \ 2 0.76 31& 2;50
Phenylmercapto- - - -
16| 960| Prens” Os-eny 08| — |318s
p-Nitrophenylmer- - -
141 889 captomethyl- ”zQ“’“z 0.76 3350 {1.43
a-Phthalimido-y- .
451 673 ] methyl-mercapto- g~ SCHt,-CH,y-FHo h.% - | 118{1,00
(<] <o
Phenylsulfenyl- . el .

61| 59| pra O§ A 131] - | 20|10
76| 654 porEymercapt- O onyesecny 155| — |2400 2580

a-Phenylmercapto-

100| 537 fsobutyr Oopee 358| — | 405|4.60

‘5‘3\“:
a-Tertlarbutyimer- L2 e
128| 583 captoiscbutyl- - el o |308] 90430
y A
cay Ry
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In Tabelle 9 sind die Mercaptapenicilline elnander gegeniibergestelit.

Verglichen mit dem Benzylpenicillin bringt die Einflihrung eines Schwefel-
atoms ebenso wie diejenige des  Sauerstoffatoms eine leichte Reduzierung der
Stabilitdit gegeniiber .Cereuspeniclilinase;-auch ‘das. p-Nitrophenylmercapto-
methylpenicillin (Ifd. Nr. 14) ‘deutet in- diese Richtung. Hingegen erfahrt die

Tabslle 10: Aminopeniciltine

L{d.{ Subst. Penicillin- © Strukturformel der | Xe2"EN fAKtiv, Rx-
Nr.| Nr. | Seitenkette (R) Seitenkette og | af, |E/mg | wert
20| 574|Benzylaminometnyl- |~ {rememren-  loga| — | —j000
| S ™ .
33| 566 |Dibsnzylaminomethyl- N, 092 - - 292
o 8]
“1] “so8|antine- | O 046| ~ | 56{1.80 -

96| 576! a-Anilino-iscbutyi- 234 ~ 151,00 ~

gs| 570 O-(-}-Formamino-

benzyl- 78] = | 20{1,00

1071 691 | @-Phthalimido-iso- | 57018,14]{1000| —

propyl-
78 6’74 a-Phthalimido-iso- 158 - | 90j257
! a-Phthalimido-y~ - -

48] - ora| mettrmorcapto- . 1| < | 118100

S 3
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biologische Aktivitht gegen: den verwendsten Testkeim efne Erh8hung. Eine
Stabilisierung’ @genuber dem - Angriff:durch -dle’ Cereuspenicillinase ' wird
erreicht durch did Eintilhrung: zusdtzlicher: Methylgruppen, wie dies in:den
Substanzen mit!dén faufenden’ Nummem 76, 100;:128. erfolgt Ist; gleictizeitig
wird dadurch.dle biologische :Aktivitit verringert. DaB die Stellung der:Methyl-

gruppen dabei’ ausscmaggebend ist,. zeigt - des Tertiirbutylmercaptomethyl- -
-penicillin (laufehde Nummer 13} mit-seinern sehr riledrigen Q2-Wert von 0,76.

Der EinfiuB, den ¢le Einfihrung- e!nerhmmogmppe in die Panlclmn—Seltenkatte
auf das betrachtete Verhaltern; nqch, ‘sich zieht geht aus. Tabet!e 10 hervor.

Danach fahrt auch die Aminogmppe zu- einer -niedrigeren Kennziffer,
ahnlich wie Sauerstoff und die Mercaptogmppe Das Anllindpenicillin (ifd. Nr.
1) ist mit einem Q2-Wert von 0,46"dds instabiiste Penicilin degenGber Cereus-
penicillinase. Die Eﬁnﬁ'}hmng von staballsierenden MeWuépen ist hier weni-
ger wirksam, wie olgende Vergleiche zelgen:. Banzyfammomethy!penlclmn Qg

0,862 — Benzylmercaptomethylpenicillin .Q2 1 55— mﬁni{anﬁsobutybpeniciiltn
Qg 234 ~ a-Phenylmercaptoisobﬁtylpemcamn 0‘3 356, :

Von den weiteren untersuchten Aminopenicimnen ist vor allem das Phthali-
mido-isopropyl-peniciliin zu erwidhnen, dessen Q°~Werf im;.s 14 deutlich aber

dem Q@-Wert von 5,79 liegt.

Auffal!end ist bei diesen Penicillinen die niedrige biologlsche Aktivitat.

Bei einer Oberschau der Tabelle 1 sieht man, daB die Zunahme der
Peniclllinase-Stabilitdt im aligemelnen bei Strukturen *auﬂﬁtt. die groﬁvo!umige
Substituenten in Nahe der Seitenkettenamidbindung tragen Damit im Einklang
steht der berelts oben mehridch-erhobene Befund, wonach ortho-Substitution
mehr zur Stabilisierung beitragt als.meta- oder para-Substitution. Diese Be-
obachtung wird gefestigt -durch.die. Tatsache, daB Phenylpenicilline stabiler
gegen Cereuspenicillinase sind als die analogen Phenoxymsthylpenicilline, wie

- der Vergleich der Tabellen 2.und’ 6. zeigt. Im 2,6-Dimethoxyphenyipenicillin (ifd.

Nr. 121), bei. dem beide, o-Stellen:besstzt sind, wird nicht nur die Stabilitat

_ gegen Cerauspenicillinase, sondem “auch diejenige‘ gegen Staphylokokken-
) pemci!!inase sehr stark erhéht.

- Bei Phenoxypenicillinen- schainen ‘volumindse Gruppen in- o-Position noch
keine “ausreichende Resistenz zu ‘bedingen. Hierzu ist noch eine zusatzliche
Substitution des a-C-Atoms der. Seitenkette- effordenlic;h Dies geht aus dem
Vergleich der- Subsianzen Ifd. Nr.81-.und, 123 Klar ‘hervor; Jetztere ist -auch
gegen Staphylokokkenpeniciltinase stabil: ‘Noch. deutlicher .ist- dieser -stabili-
sierende Effekt zu-erksnnen, wenn man das a-Napbthéxyviteﬁtylpanicimn {lau-
fendeiNummer 27) mlt saimm uqupylhomologen {laufende Nummer 125)
vergleicht. '

Auch die. alleinige Elnfﬂhrung elnar volumb:&éen Gruppe: ln coPosition der
Seltenketta erhdht. die- Kennziffern. der. Pen!cmfnasestabmtat sehr stat‘k wie
dasotwa be!derSubatanz ﬂ‘dx’N ﬁMderFall tst. AR

“Dlese. Beobschtlmgen' dqckqhy,‘ chmit: dén. Fés’&teliungen !a d?er t:!t&

- mzum .12 da:bel periciliinase Trenspen!cmi’hm ‘sterlsche Gronde dafor

" verantworllich; sind,’ éaafder; Angritfiduréh: das: Enzym: igehemmt wird, Auch die,
| aefunda {iber. Pepfe:mna it poppoaﬁmr@géﬁ” m%r*; gl :
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Zur Reaktion von Peniclilinen patil

122) sowle in abgeschwichiem MaBe auch das Alkylpenicillin der laufenden
Nummer 94, stimmen damit {bersin, Bei dem geradkettigen Penicillin F
(laufend Nummer 53) und dem o-Phenoxy-p-bromithylenpenicillin (laufende
Nummer 28) verliert sich dieser Effekt. Offenbar ist die ungehinderte Aus-
bildung des Enzym-Substrat-Komplexes, wenn eine niedervolumige Seitenkette
vorliegt, auch trotz teilwsisen Verlustes der frelen Drehbarkeit mdglich.

Fur die ganze Gruppe der gegen Penicillinase hochstabilen Penicilline ist
eine reduzierte mikrobielle Aktivitdt charakteristisch.

Zusammenfagssung

Bei einer Vielzahl von biosynthetischen und halbsynthetischen Penicillinen
wurde die Stabilitdt gegeniber Cereuspenicillinase und Staphylokokkenpeni-
cillinase, die antibakterielle Wirkung gegen Penicillinase neyative Staphylo-
kokken sowie der R, Wert bestimmt.

Auf mégliche Zusammenhinge zwischen der Struktur der Seitenkette und
dem gepriften Verhalten wurde hingewiesen.

Verhalten gegen Penicillinase:

Stabilitdt gegen Cereuspenicillinase tritt sehr viel haufiger aut als gegen-
iber Staphylokokkenpenicillinase.

Penicilline mit Resistenz gegen Staphylokokkenpenicillinase waren immer
auch stabil gegen Cereuspenicillinase. GroBvolumige Substituenten in der
Seitenkette sind Stabilisatoren; dabei jst die Entfernung von der Amidbingung
bedeutsam.

Hinderung der freien Drehbarkeit durch eine Doppeibindung wirkt in
ahniicher Weise stabilisierend.

Einfiihrung von Sauerstoff, einer Mercapto- oder einer Aminogruppe in die
Seitenkette erhdht die Reaktionsgeschwindigkeit des Penicillins mit Penicillin-
ase.

Antimikrobielle Aktivitit gegen sensible Staphylokokken:

Halogene sowie Methyl- und Nitrogruppen flihren besonders in meta- und
para-Stellung 2u Aklivitdissteigerung.

Die Einflhrung einer Mercaptogruppe erhSht gleichfalls die biologische
Wirkung.

Aminogruppen verringern die Aklivitit ebenso wie groBvolumige Sub-
stituenten im Kern und am «-C-Atom der Seitenkette.

Hohe Stabilitdt gegen Penicillinase und hohe antimikrobielle Aktivitat
scheinen inkompatibel zu sein.
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Act. 467 SOLICIPRORROGA  Folios: 2 CALLE 72 No. 5-83 5°. PISO

Sefior www.lloredacamacho.com
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SUPERINTENDENTE DE INDUSTRIA 'Y COMERCIO
DIVISION DE NUEVAS CREACIONES
E. S. D.

Re: P1.-GLAXO GROUP LIMITED.-Solicitud de Patente de Invencién

para “DERIVADOS DE ARIL CETONA COMO INHIBIDORES DE

LA TRANSCRIPTASA REVERSA”.-Clase A.61.-Expediente numero
00-065.946.-

1. Me refiero al auto dictado por ese Despacho y notificado por fijacion en
lista de 8 de Marzo de 2007.

2. Atentamente ruego a usted concederme un plazo de treinta (30) dias

para dar respuesta al auto antes mencionado, cuyo término vence el proximo

6 de Junio de 2007.

3. Anexo acompafio recibo nimero 07-39.884, que acredita el pago de los

derechos que dicho plazo causa.

4, Ruego a usted tomar atenta nota de lo anterior y proceder de

conformidad.

Sefior Superintendente,

(/km\«w \Y
GUSTAVO TAMAYO ARAN

T.P. 37.172



