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Die Antibiotika der Tetracyclin-Reihe spielen nach wie vor eine wichtige Rolle in der Human-
und Veterindrmedizin sowie in der Tiererniihrung. Zu den klassischen, fermentativ gewonnenen
Tetracyclinen sind partialsynthetische Produkte gekommen, die vor allem durch giinstigere
pharmakokinetische Eigenschaften und bessere Vertriiglichkeit Vorteile bieten. Nach einem
Riickblick auf #ltere Arbeiten werden Partial- und Totalsynthesen von Tetracyclinen und die
Einfliisse elektronischer, sterischer und lipophiler Faktoren sowie der Komplexbildung auf
die biologische Wirksamkeit beschrieben. Auch auf die Hemmung biochemischer Systeme,
die flir die Deutung der Wirkungsweise von Interesse sind, und auf Probleme der Resistenzent-

wicklung wird eingegangen.

1. Einleitung

Die Ara der Antibiotika begann vor rund 30 Jahren. Zwi-
schen 1940 und 1960 wurden die Prototypen der meisten
Antibiotika, die heute eine bedeutende Rolle in der Therapie
spielen, entdeckt. Kennzeichnend war die rasche Folge der
Entdeckungen und die baldige Einfiihrung in die Praxis.

Seit 1960 sind relativ wenige, in Struktur und Wirkung
vollig neuartige Antibiotika zur Anwendung gekommen, ob-
wohl die Zahl neu entdeckter mikrobieller Metaboliten nicht
abgenommen hat!!!. Ein Hauptgrund liegt darin, daB die An-
forderungen an ein neues Antibiotikum stindig gestiegen sind.
Fragen der Toxizitdt, der Pharmakokinetik, der Stabilitit,
der Reinheit und des Metabolismus spielen eine zentrale Rolle
bei der Beurteilung. Die Zeit und die Kosten fiir eine Neuent-
wicklung haben enorm zugenommen.

[*] Dr. W. Diirckheimer

Hoechst AG

623 Frankfurt a. M.-Hochst 80, Postfach
[**] Erweiterte Fassung eines Vortrages vor der Gesellschaft Deutscher Na-
turforscher und Arzte am 17. Sept. 1974 in Berlin.
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Waksman'¥ schrieb 1945, daB dem Chemiker eine bedeuten-
de Rolle bei der Weiterentwicklung der Antibiotika zukommen
werde, indem er in diesen Naturstoffen Wirkmodelle erkennt
und sie durch chemische Abwandlung oder Totalsynthesen
optimiert. Diese Theorie erwies sich in vielen Fillen als frucht-
bar. Die Fortschritte der letzten Dekade sind hauptséchlich
durch chemische Abwandlungen der klassischen Antibiotika
erzielt worden.

2. Entdeckung und Strukturaufkliirung

Das erste Tetracyclin war das von Duggar'® 1948 aus dem
Kulturfiltrat von Streptomyces aureofaciens isolierte Aureomy-
cin (1) (Tabelle 1). Terramycin (2) wurde 1950 von Finlay
et al.l*1 aus S. rimosus isoliert und als erster Vertreter dieser
Verbindungsklasse von Woodward und einem Forscherteam
der Firma Chas, Pfizer and Co.!*! strukturell aufgeklirt. Den
Prototyp, das Tetracyclin (3), stellte man zunidchst durch
katalytische Hydrierung von Aureomycin (1 ) her!® 71, konnte
es aber kurze Zeit spiter auch fermentativ gewinnen®!. Mc¢Cor-

751



mick et al."Tentdeckten 1957 6-Desmethylchlortetracyclin (4 ),
das von einer S.-aureofaciens-Mutante gebildet wird.

3
B2, N(ClHg),

(1)-(8)

Tabelle {. Therapeutisch wichtige Tetracycline (7) (8).

setzt sich aus mehreren Absorptionen zusammen!'“!. Die Flu-
oreszenz von Tetracyclinen, die durch Komplexierung mit
Kationen verstirkt wird, kann zur qualitativen und quantitati-
ven Bestimmung dieser Stoffe in Arzneimitteln und biologi-
schem Material herangezogen werden (s. Abschnitt 7.1). Eine
Zusammenfassung chemischer und physikalischcer Bestim-
mungsmethoden von Tetracyclinen geben Hughes und Wil-
S()IIKZOJ.

R! R? R? R* R® Chem. Abkiirz. Handelsname [a] Ent-
Kurzhezeichnung deckungs-
jahr
(1) H H OR CH; Cl Chlortetracyclin CTC Aureomycin 1948
(2) H OH Ol CH; H Oxytetracyclin oTC Terramycin, Terravends, 1950
Vendarcin, Macocyn
(3) H H OH CH; H Tetracyclin TC Achromycin, Hostacycelin, 1953
Supramycin, Tetralution,
Tetracitro. Tefilin
(4) H H OH H Cl Desmethylchlortetracyclin DMCT Ledermycin 1957
(5) CH,-Pyrrolidino H OH CH, H Rolitetracyclin, PMT Reverin 1956
Pyrrolidinomethyltetracyclin
(6) H OH CH,= H Methacyctin MOTC Rondomycin 1961
(7) H OH H CH; H Doxycyclin DOOTC Vibramycin 1963
Vibravends
(8) H H H H N(CH ), Minocyclin MITC Klinomycin 1967

[a] Rote Liste 1974, Ed. Cantor, Aulendor{l/Wiirtt., 11187B-11213B.

3. Grundstruktur

Wie der Name andeutet, lciten sich Tetracycline von einem
System (9) aus vier linear anellierten sechsgliedrigen Ringen,
dem 1,4.4a,5,5a,6,11,12a-Octahydronaphthacen mit charakte-
ristischer Anordnung der Doppelbindungen ab. Man unter-
scheidet die beiden chromophoren Bereiche A und BCD, die
durch das sp*-Kohlenstoffatom 12a getrennt werden. Die
Kohlenstoffatome 4,42,5,5a,6 und 12a sind bei entsprechender

Substitution asymmetrisch. Terramycin ( 2) besitzt sechs, Au-
reomycin (I ), Tetracyclin (3) und Desmethylchlortetracyclin
(4) besitzen je fiinf Asymmetriezentren, die das Molekiil op-
tisch aktiv machen. Die absolute Konfiguration wurde durch
Réntgen-Strukturanalyse!'°~'#und erginzende NMR-[1% 1]
sowie CD<Messungen'! "1 geklirt.

4. Charakteristische physikalische und chemische Eigen-
schaften

Tetracycline sind gelbe, kristalline, geruchlose, bitter-
schmeckende, lichtempfindliche Verbindungen. Im physiologi-
schen pH-Bereich sind die natiirlichen Vertreter sehr wenig
16slich (ca. 1 mg/ml). Aufgrund der sauren Gruppen und des
basischen Dimethylamino-Restes verhalten sie sich amphoter.
Die gemessenen pK,-Werte liegen z.B. fiir Tetracyclin bei
3.30, 7.68 und 9.69, der isoelektrische Punkt bei 4.81'% Die
UV-Spektren der Tetracycline sind sehr charakteristisch. Der
BCD-Chromophor absorbiert bei 225, 285, 320 und 360 nm,
der Ring-A-Chromophor bei 262 nm. Eine Bande bei 275 nm
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Tetracycline geben unter milden Bedingungen eine Reihe
von Abbau- und Umwandlungsreaktionen mit intercssanten
Unterschieden zwischen den einzelnen Vertretern (Zusammen-
fassungen siehe 2!~ 28]),

CHy 1 N(CH,
L AON

Olf OH O

To

Tetracycline mit einer Hydroxygruppe an C® spalten bei
pH=2 leicht Wasser ab und bilden unter Aromatisierung
von Ring C Anhydrotetracycline, z. B. (/0) aus Tetracyclin
(3). Im Falle des Oxytetracyclins (2) isoliert man anstelle
der Anhydroverbindung die in ciner raschen Folgereaktion
entstehenden epimeren x- und B-Apooxytetracycline (11).

N(CTH;),

Gy ot

e (11)
2)—> .
(2 l CONH,

O
OTT OU © OH

In Gegenwart von Basen isomerisieren die Tetracycline zu
iso-Tetracyclinen. Chlortetracyclin ( I ) ist besonders labil und
bildet bereits bei pH=7.5 in der Wirme iso-Chlortetracyclin
(12). Verbindungen ohne Methylgruppe an C® sind gegen
Basen stabiler. Epimerisierung an C* tritt leicht bet pH-Werten
zwischen 2 und 6 ein. Sie verlauft nach 1. Ordnung, ist reversi-

S}
(1) OH
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bel und wird durch Phosphat, Citrat!?®}, mehrwertige Katio-
nen'®?, Neutralstoffe wie z. B. Harnstoff{*") und Losungsver-
mittlert32! beeinfluBt.

Zwischen den aciden Hydroxygruppen in 3-, 10- und 12-Stel-
lung und den benachbarten Carbonylgruppen bestehen starke
intramolekulare Wechselwirkungen, die zu einer stark vermin-
derten Reaktivitit gegeniiber den fiir diese Gruppen typischen
Agentien fithren. Die 4-Dimethylamino- und 12a-Hydroxy-
gruppe konnen reduktiv entfernt werden.

5. Wirkungsspektrum und Anwendung

Die Tetracycline ersffneten eine neue Ara der antibakteriel-
len Chemotherapie. Sie waren oral und parenteral wirksam,
relativ gut vertriiglich®* 24 und besaBen ein breiteres Wir-
kungsspektrum#als jedes andere damals bekannte Antibioti-
kum. Sie wurden deshalb neben den Penicillinen die am mei-
sten benutzten Antibiotika.

Entsprechend ihrer chemischen Verwandtschaft weisen alle
Tetracycline ein sehr dhnliches Wirkungsspektrum auf. Es
umfaBt gram-positive und gram-negative Bakterien und Kok-
ken, Spirochiten, Rickettsien, grofe Viren und Mykoplasmen,
zeigt deutliche Liicken bei Pseudomonaden, Proteus und Sal-
monellen, wird aber ansonsten in der Wirkungsbreite nur
von Chloramphenicol iibertroffen. Mykobakterien, Protozoen,
Pilze und Hefen sind resistent. Die einzelnen Tetracycline
unterscheiden sich weniger in der Wirkungsintensitiat als in
den pharmakokinetischen Eigenschaften wie Resorption, Ge-
webediffusion und Elimination. Dies gilt auch fir die partial-
synthetischen Tetracycline. Hauptindikationen sind: Infektion
durch E. c¢oli und Haemophilus influenzae, Gallenwegsinfektio-
nen, bakterielle Erkrankungen der Atmungswege einschlie3-
lich Bronchitisprophylaxe, Mischinfektionen, die vom Mund,
Rachen oder Intestinaltrakt ausgehen, Brucellose, Tulardmie,
Pest und andere Pasteurellosen, Leptospirose, Lymphogranu-
loma inguinale, Cholera, Rickettsiosen. Fiir die Behandlung
von Staphylokokken-, Streptokokken- und Pneumokokken-
Infekten gelten Tetracycline heute nicht mehr als Mittel der
ersten Wah][33],

6. Wege zur Wirkungsverbesserung

Trotz des breiten Wirkungsspektrums sind Tetracycline
keineswegs ideale Chemotherapeutika, die jede bakterielle Er-
krankung heilen. Im Laufe der Jahre beobachtete man bei
ihrer hdufigen Anwendung manche Schwichen und Nebenwis-
kungen. Da die Kliniker immer hoéhere Anforderungen an
die Wirksamkeit und Sicherheit stellten, wurden weltweit An-
strengungen zur Entwicklung neuer Tetracycline mit besseren
Eigenschaften unternommen. Dazu wurde die Struktur dieser
Molekiile mit chemischen oder enzymatischen Methoden ab-
gewandelt, um die Bedeutung der einzelnen Strukturelemente
fiir die biologische Aktivitdt zu ergriinden. Solche Studien
leisteten auch einen wichtigen Beitrag zur Aufkldrung der
Wirkungsweise. Welche Ziele hatten diese Arbeiten im einzel-
nen? ’

1. Verbesserung der Hemmwirkung (MHK-Werte), um
auch weniger empfindliche Keime zu erfassen.

2. Uberwindung der sekundéren Resistenz, die durch die
hidufige Anwendung der Tetracycline stark zugenommen hat.
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3. Ausschaltung oder zumindest Verringerung von Neben-
wirkungen.

4. Verbesserungder Resorption und Optimierung der Phar-
makokinetik.

5. Hohere Stabilitdt und Léslichkeit, um die Applikation
und Bioverfiigbarkeit (,,bioavailability”) zu verbessern.

6.1. Mikrobiologische Methoden

Durch Isolierung neuer Stimme, Mutation bekannter Strep-
tomyces-Stimme, Variation der Fermentationsmedien, Zusatz
von Vorldufern (,.precursors®) und Inhibitoren crhielt man
etwa zwanzig neue Tetracycline, von denen einige medizinisch,
andere nur fir das Studium der Biogenese oder als synthetische
Vorstufen interessant waren®>~ 391,

6-Desmethyltetracyclin (4 ), R®=H und 6-Desmethylchlor-
tetracyclin (4 ) isolierte man aus einer S.-aureofuciens-Mutan-
tel®), (4) besitzt ausgezeichnete antibakterielle Eigenschaften
und hat breite Anwendung als orales Breitbandantibiotikum
gefunden. Es ist gegen Sduren und Basen stabiler und erzeugt
ldnger anhaltende Blutspiegel als Tetracyclin, fithrt aber haufi-
ger zu Photodermatosent®® 401,

Chelocardin (13)#" *2], ein Breitbandantibiotikum aus ei-
nem Norcardia-sulphurea-Stamm, wurde bereits 1956 isoliert
und 1970 strukturell aufgeklért3). Sein antimikrobielles Spek-
trum #hnelt dem von Chloramphenicol. Chelocardin ist in

vivo gut wirksam, erzeugt aber bei Tieren Leberschiden und
wurde deshalb nicht weiterentwickelt. Auffallend sind die pri-
mire 4-Aminogruppe in B-Konfiguration (natiirliche Tetracy-
cline: a-konfigurierte Dimethylaminogruppe) und der aroma-
tische Ring C.

6.2. Partialsynthesen

Der meistbegangene Weg zu neuen Tetracyclinen war die
chemische Abwandlung der fermentativ einfach zugéinglichen
Vertreter, ndmlich Tetracyclin ¢ 3 ), Oxytetracyclin ( 2 ), 6-Des-
methyltetracyclin (4), R*=H und 6-Desmethylchlortctracy-
clin (4). Die Hydrogenolyse der benzylischen Hydroxygruppe
an C® in den beiden letztgenannten Tetracyclinen fiihrte in
die Reihe der siurestabilen 6-Desoxytetracycline!** 4%l an
denen elektrophile Substitutionen in 7- und 9-Stellung gelan-
gen!?> 23 An der exocyclischen Doppelbindung der 6-Methy-
lentetracycline vom Typ des Methacyclins (6) lieBen sich
Additionsreaktionen durchfiihren!*”. Die Tetracycloxide vom
Typ (14) waren ein giinstiges Ausgangsmaterial zur Abwand-
lung der 4-Stellung des Ringes A'*# *°1. Durch Mannich-Reak-

OH  (14), Rl = CHg, 1T
R*=CL H
CONH, X =H, ClL Br
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tion konnten zahlreiche, im physiologischen pH-Bereich leicht
wasserlosliche Derivate erhalten werden!®% 511,

Im folgenden werden partialsynthetische Produkte bespro-
chen, die aufgrund hervorragender antibiotischer Eigenschaf-
ten weltweite Anwendung gefunden haben.

Pyrrolidinomethyltetracyclin (5) (Reverin) war das erste
partialsynthetische Tetracyclin. Es entsteht durch Mannich-
Reaktion aus Tetracyclin (3). Formaldehyd und Pyrroli-
din®%732) In seinem Wirkungsspektrum stimmt es mit Tetra-
cyclin weitgehend tiberein(®3! Der grofle Vorteil gegeniiber
diesem liegt in der enorm hohen Wasserlgslichkeit im physiolo-
gischen pH-Bereich. Reverin ist eine 1deale parenterale Appli-
kationsform des Tetracyclins, besonders bei akut lebensbe-
drohlichen Infektionen, die einen raschen Wirkungseintritt
verlangen"4~ 37 Wiihrend es in fester Form véllig stabil ist,
zerfillt Reverin in wiBrigen Losungen langsam bis zu cinem
Gleichgewicht!®®) unter Riickbildung von Tetracyelin!®® 6",

Methacyclin (6) und Doxycyclin (7) sind Weiterentwick-
lungen von Terramycin (2 ). Methacyclin (6) wird aus 11a-
Chlor-5-hydroxytetracyclin unter Dehydratisierung mit Fluor-
wasserstoff und anschlicender Enthalogenicrung durch milde
Reduktionsmittel erhalten'®2. Doxycyclin (7) entsteht durch
radikalische Addition von Thiolen an die 6-Methylen-Doppel-
bindung von Methacyclin (6) und anschlieBende Entschwefe-
lung mit Raney-Nickel'*7),

Methacyclin (6) ist dem Desmethylchlortetracyclin (4)
bakteriostatisch und pharmakokinetisch weitgehend &hn-
lich!®* ¢4 Doxycyclin ( 7 ) hat ein tetracyclin-spezifisches Wir-
kungsspektrum; bei schwach tetracyclin-empfindlichen Sta-
phylokokken- und Streptokokkenstimmen und vereinzelt bei
Enterobacteriaceae ist es wirksamer als die élteren Tetracycli-
nel®% ©31 Esist lipophil und besitzt eine hohe Resorptionsquo-
te, Resorptionsgeschwindigkeit und Gewebeaffinitdt. Die Eli-
mination ist durch hohere Serumbindung verlangsamt. Die
Halbwertszeit im Blut liegt in der GroBenordnung von 15-20
Stunden!®? 6~ ¢8] Im allgemeinen geniigt fiir Erwachsene eine
einzige Dosis von 200 mg am ersten Tag und 100 mg an den
folgenden Tagen.

Minocyclin (&) ist das neueste Antibiotikum der Tetracy-
clingruppe. Es wird durch reduktive Methylierung der Nitro-
verbindung (§/),R® = NO, erhalten!®®! Im Wirkungsspektrum
von Minocyclin fillt die gréfere Wirksamkeit gegen eine Reihe
gram-positiver Staphylokokkenstamme auf, die gegen andere
Tetracycline schon resistent sind 7% 71, Die wichtigsten Vortei-
le sind #hnlich wie beim Doxycyclin pharmakokinetischer
Natur!”" 72 Die Halbwertszeit im Blut liegt mit Uber 20
Stunden deutlich iiber der anderer Tetracycline. Die Tagesdo-
sen flir Erwachsene betragen 200 mg.

6.3. Totalsynthesen

Bald nach der Strukturaufkldrung der ersten Tetracycline
suchte man nach Moglichkeiten zu ihrer Totalsynthese. Wegen
der komplizierten Stereochemie und Substitution bezeichnete
Woodward!73! diese Molekiile einmal als ,.eine teuflische Ver-
kettung von Atomen*. Die vielen Substituenten der Tetracycli-
ne, die sie gegenliber sauren, alkalischen und reduzierenden
Agentien sehr reaktionsfahig machen, erschwerten den stereo-
spezifischen Aufbau dieses Molekiiltyps, fiir den es keinerlei
synthetische Vorgénger gab.
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6.3.1. Tetracyclinvorstufen

Erstes Ziel der Totalsynthese war der Aufbau einfach substi-
tuierter Tetracycline, wie sie teilweise auch durch Abbaureak-
tionen natiirlich vorkommender Tetracycline erhalten wurden.

¢! m_H

c1 u
Qo SS9
| {
CONH, = X-""CONH,

O OW OH Ol O OH OH
(15) (16)

Fields, Kende, Boothe et al.l7%*~ 7" gelang 1959-1961 die
Synthese von (15) und (16).

Cl CH
AN AT~ o
N Y CONH; |
Ol OIT O 0 H,CO O OH O
OH
(17) (18)

H,CO O OH O

Etwa zur gleichen Zeit synthetisierte die Arbeitsgruppe um
Muxfeldr'22 73801 die Vorstufen (17 )-(19).

Ein grofBes Team von Chemikern um Shemyakin beschiftigte
sich rund ein Jahrzehnt mit der Totalsynthese von Tetracycli-
nen. Aus diesen Arbeiten sollen die Verbindungen (20 )—(24)
erwiihnt werden!®! =851,

~ U _om
o HOO
(20)

(21), R'=R¥=R3=R*=H

{22), Rt =R3 = R* = H, R? = CH,

(23), R} = N(CH;),, K2 = CH,, R®=OH, R' = H
(24), R? = H, R? = CM,, R® = R* = OH

Die Verbindungen (20 ), (21 ) und (22) besitzen ein unvoll-
stdndiges Keto-Enolsystem; es fehlt iiberdies die fiir die anti-
biotische Wirksamkeit wichtige 4-Dimethylaminogruppe.
(23 )14t sich in 12a-Stellung hydroxylieren. Da man Anhydro-
tetracycline durch Photooxidation an C® und anschlieBende
Reduktion des Hydroperoxids in Tetracycline iiberfiihren
kann!®® 871 sah Shemyakin in der Synthese von (23) formal
eine Totalsynthese von DL-Tetracyclin. Allerdings ist die Pho-
tooxidation nur an Chlortetracyclinen durchgefiithrt worden
und soll nach Muxfeldir'®8 auch nur in diesem Fall gelingen.

Barton und sein Arbeitskreis begannen 1957 mit den total-
synthetischen Arbeiten!®®. Die Strategic bestand darin, ein
Vierringsystem aufzubauen, in welchem die Ringe A und D
aromatisch sind und Ring A spiter partiell zu hydrieren.
Nach sehr vielen vergeblichen Versuchen fand man im relativ
leicht zugdnglichen Acetal ( 25 ) eine Vorstufe, die durch proto-
nen-katalysierte Photocyclisierung in den Tetracyclus (26)
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A PN On

X NP CONII,
OH OH OH OH

(28)

tibergeht. Der stereospezifische Verlauf der Reaktion wurde
durch Roéntgen-Strukturanalyse bewiesen.

In mehrstufiger Reaktionsfolge (Esterspaltung und Amidie-
rung (82 %), Methylierung mit CH;Li (54 %) an C®, Ozonisie-
rung und Reduktion dcs Ozonids (30 %)) erhdlt man (27),
das bis auf Ring A die Strukturelemente des Tetracyclins
enthilt (Gesamtausbeute bezogen auf 1,5-Naphthalindiol ca.
0.4%,). Durch Abspaltung der Schutzgruppen gelangt man
von (27) zum vollaromatischen 6-Methylprétetramid (28),
dem ersten isolierbaren Zwischenprodukt der Tetracyclinbio-
synthese.

6.3.2. Totalsynthese von DL-6-Desmethyl-6-desoxytetracyclin
nach Woodward/Pfizer

Woodward und einer Arbeitsgruppe der Firma Chas. Pfizer
and Co. gelang 1962 nach einem Jahrzehnt intensiver Versuche
die Totalsynthese des einfachsten, biologisch wirksamen »L-6-
Desmethyl-6-desoxytetracyclins (37)M° °!1. Einzelheiten der
Synthese wurden erst 1968 publiziert!®2!. Muxfeld: und Rogal-
skil®3! konnten die Verbindung 1965 aul einfacherem Weg
erhalten.

nimmt dabei die dquatoriale, der Wasserstoff die axiale Lage
ein. Aus (33) erhilt man durch Reduktion der Ketogruppe
im Ring B und Esterverseifung die Siure (34, die nach reduk-
tiver Enthalogenierung in ein gemischtes Anhydrid {iberfiihrt
wird, das mit Athyl-N-tert.-butyl-malonamat zu (35) reagiert.
Mit Natriumhydrid als Kondensationsmittel schliefit sich der
Ring zum Tetracyclus (36).

Dic stereospezifische Einfiihrung der Hydroxygruppe an
C 124 (siehe Pfeil) durch Autoxidation, die Umkehr der 4-Dime-
thylaminogruppe von der B- in die natiirliche «-Konfiguration
iiber Ca-Komplexe und die Abspaltung der Schutzgruppen
waren schwierige und verlustreiche Stufen, die chromatogra-
phische Trennungen und eine Craig-Verteilung erforderlich
machten.

DL-6-Desmethyl-6-desoxytetracyclin (37) konnte nur in
mg-Mengen erhalten werden. Die Gesamtausbeute der iiber
22 Stufen verlaufenden Synthesce betrug ca. 10739, d.h. aus
einem Kilogramm Ausgangsmaterial (29) erhielt man ca.
10mg Endprodukt (37). Die biologische Priifung ergab, daB
das synthetische Tetracyclin (37) nur 50 %, der Aktivitit des
aus natiirlichem Material gewonnenen, optisch aktiven 6-Des-
methyl-6-desoxytetracyclins besa3. Offenbar ist nur der Anti-
pode mit natiirlicher Konfiguration der Asymmetriezentren
wirksam.

6.3.3. Totalsynthese von DL-6-Desmethyl-6-desoxychlortetra-
cyclin nach Muxfeldt

Nach langjdhrigen, intensiven Vorarbeiten entwickelten
Muxfeldt und seine Schule eine iiberaus elegante Methode,
mit der man sowohl natiirliche Tetracycline, z. B. das kompli-
zierte Terramycin mit sechs Asymmetriezentren, als auch
neuartige Tetracycline herstellen kann.

Das Prinzip dieser Synthese soll am Beispiel von DL-6-Des-
methyl-6-desoxychlortetracyclin  (45) demonstriert wer-

cl cl GOmnBu L IN(CT),
CO,CH CO,CH 1
AN 2 3 9 Stufe = 2 3 ~. \H NS z 4 Stufen
‘ D I —“‘—>u . D | C — — B f —> COZ-nBu - - >
N ™ o ™ o e O
OCH; HyCO O H,;CO O OH OH OH
(29) (30) (31) (32) (33)
H o 1 N(CHg), 1 N(CHg), N(CH,), u g N(CTg),
™ COgH OH “ 2 T on 3 Stufen ¢ OH
\B — plc| B
CONH-tBu 3 CONH-tBu S CONH,
o H,CO O OH OU O HO
H5C0,C o
(34) (35) (36) pL-(37)

Die Woodward/Pfizer-Synthese beginnt mit dem aromati-
schen Ring D und baut die Ringe C, B und A schrittweise
durch Kondensationsreaktionen auf.

m-Methoxy-benzoesdureester (29) wird in neun Stufen
(meist Claisen-Kondensationen) in das Tetralon (30) iiber-
fihrt, das mit Oxalsdureester/Natriumhydrid zum Tricyclus
(31) kondensiert. Der stufenweise Aufbau des letzten Ringes
A war das schwierigste Problem, da simtliche Ringglieder
substituiert und C*, C** und C!% asymmetrisch sind. Man
kondensiert (31 ) mit Glyoxylsdure-n-butylester zu (32) und
addiert Dimethylamin stereospezifisch an die exocyclische
Doppelbindung zu (¢33). Die raumerfiillende Seitenkette
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den!®3 °#), das aus den relativ einfachen, getrennt dargestellten
Teilstiicken (38), (39) und (42) aufgebaut wird. (38) und
(39 ) kondensieren zur Zwischenstufe (40 ), die mit dem Gluta-
ramat (42 ) unter doppeltem Ringschlufl den Tetracyclus (41 )
ergibt. Diese elegante Kondensationsreaktion, bei der in einem
Schritt drei neue CC-Bindungen gekniipft werden (durch Pfeile
angedeutet), ist das Herzstiick der Synthese. Die Verkniipfung
verlduft stereounspezifisch, d. h. es entstehen in unterschiedli-
chen Mengen die acht moglichen Stereoisomeren, deren An-
zahl durch Epimerisierung der 4-Benzoylaminogruppe in Pyri-
din auf vier (=zwei Antipodenpaare) verringert wird!?>!. Nach
der Umlagerung besitzen die Wasserstoffatome an C* und
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C**inallen vier Isomeren trans-Konfiguration. Das gewiinsch-
te Antipodenpaar (41 ) wird durch fraktionierende Kristallisa-
tion oder Chromatographie abgetrennt. Die Einfithrung der
12a-Hydroxygruppe zu (43 ) gelingt glatt durch Autoxidation
in DMF in Gegenwart von Natriumhydrid. Nach Debenzoy-
lierung, Methylierung der Aminogruppe und Abspaltung der
Schutzgruppen mit Bromwasserstoff erhilt man (45 ) in Form
des Hydrobromids.

1
Cells
x O
W N
1,00 O o)
DL-(38) (39)
cl NHCOCEH;
PP P e
= ~E P N dl T
— OGGa Pl
™ 2

I.
Y\(t()Nl 1-tT3u
O Ol oH

DL-(41)

H;CO

NHCOC g,

o:
E/\ [ o1 1,((:2H5)3%Br$5
L—> B —>
= CONII-t13u 2 HOm0 CONIT-tBu
o)
(43) (44)

Diese Synthese kann durch Verwendung verschieden substi-
tuierter Bausteine sehr variabel gestaltet werden. Im Prinzip
lassen sich alle Stellen des Molekiils, die in der allgemeinen
Formel (46) durch Pfeile gekennzeichnet sind, abwandeln,

so daB es moglich ist, ,maBgeschneiderte” Tetracycline aufzu-
bauen. Beispiele sind Terramycin ( 2 ), das am héchsten substi-
tuierte und chemisch reaktivste Mitglied der Tetracyclinfami-
lic, das Muxfeldt et al.'® 1968 in racemischer Form syntheti-
sierten, sowie DL-Anhydroaureomycin (48)1°7. Da dieses

HsC H
¢l CHg g N(CTIg)y Cl \H
SN ] on & = ™SCHO
7y Y CONT Ny
O Ol O : 0 HsCO O
or
D1.-(48) 01.-(47)

durch Photooxidation und anschlicBende Reduktion wieder
Aureomycin ergibt!®¢87] kann die Synthese von (48) auch
als Totalsynthese von DL-Aureomycin angesehen werden.
Zur weiteren Kldrung von Struktur-Wirkungs-Beziehungen
synthetisicrie eine Arbeitsgruppe der Hoechst AGL® neue Te-
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2. 1B

tracycline der Normal-, 5a-epi- und 6-epi-Reihe. Ausgehend
von den Aldehyden (38) und (47) wurden die Di-N-desmethyl-
tetracycline (49), (50), (52) und (53) und durch Alkylierung
die Derivate (45), (51) und (54) erhalten. Wiihrend Tetracy-
clinc leicht epimerisieren, sind diese vier Nortetracycline mit
natiirlicher o-Konfiguration der 4-Aminogruppe stabil.
Durch Umsetzung des N-methylierten Bausteins (55) mit
dem Aldehyd (38) und dem Azlacton (39) gelang die Synthese

CgHs

HyCO

Y coNH-tBu

O O

(42)

cines Tetracyclins (56, das an der 2-Carboxamidgruppe me-
thylicrt ist!®®!. Tetracycline mit verengtem Ring B, z. B. (59,
erhiilt man durch Verwendung des Aldehyds (57, dem in der
Seitenkette cin Kohlenstoff fehlt!'°°!,

R N~
Cl \iH 11 YR
. o/ = AOM
! ) |
= S /LCONHZ

{ :
Oon o 1o := o
OH

nL-(49), R} = R¥ = H vL-(52), R = CH;, RE = H
pL-(50), ’Y = CH3, R? = 11 pL-(53), Rt =R? = H
bL-(45), R =11, R? = CT, DL-(54), RY = H, R? = C,l1;

pi-(51), Rl = RE = CTl,

Die synthetischen Tetracycline (45, (49) bis (54) und (56)
sind wesentlich lipophiler als natiirliche Vertreter. Sic zeigten
im Reihenverdiinnungstest mit Ausnahme von ( 54 ) das gleiche
Wirkungsspektrum wie Tetracyclin und dariiber hinaus eine
hohe Wirksamkeit gegeniiber einigen hochresistenten Bakte-
rienstimmen. Die Wirksamkeit ging bei Serumzusatz (in vitro)
zuriick und war im Tierversuch enttduschend!°!1. Die Ursache
dafiir scheint cine starke, unspezifische Bindung dieser Stoffe
an Serumproteine und Gewebebestandteile zu sein, so dal}
die Konzentration an freiem, chemotherapeutisch wirksamem
Tetracyelin fiir eine Bakteriostase im Organismus nicht aus-
reicht.

Muxfeldt ct al. gaben bei ithren Totalsynthesen die Gesamt-
ausbeuten nicht vollstindig an. In den an Hoechst!®® 109
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CeH
CHO s

+ \L?O - 1500, CONTICH, —

N CONTICT

on

O o1 O 100
(39) (55) nL-(56)
. Cit
1§ 3 N1COCgH,
(CHC CeHs . on
2 N N—
| + A+ HaCOpC~ Y > CONH-1Ru —>
= Kﬂ/ O “CONH-1Bu
H;CO O o) 1,0 O O O
(57) (39) (58) pL-(59)

untersuchten Reihen liegen sie in der Gréfenordnung von
0.05-0.10 %, und damit um etwa zwei Gréflenordnungen besser
als bei der Woodward/Pfizer-Synthese. Aus einem Kilogramm
Ausgangsmaterial crhilt man etwa | g Endprodukt. Es gelingt,
Tetracyclen in 10- bis 100-g-Mengen im Laboratorium herzu-
stellen. Besonders vorteilhaft bei der Synthese nach Muxfeldt
ist die leichte Reinigung der Zwischenstufen und die Trennung
der Isomeren, die hiufig durch fraktionierende Kristallisation
gelingt.

7. Komplexbildung

Tetracycline zeigen eine grof3e Tendenz zur Bildung rcversi-
bler Komplcxe mit Kationen und Anionen sowie nieder- und
hochmolekularen Stoffent!” 19-23.102= 1131 Djese Eigenschaft
ist fiir das Verstédndnis ihrer antibiotischen Wirksamkeit, Phar-
makokinetik und Nebenwirkungen von Bedeutung. Tabelle
2 zeigt eine Auswahl von Komplexbildnern.

Tabelle 2. Komplexbildner fiir Tetracycline.

Fel*. Fe?', Cu?". Ni?*, Co?', Zn**. Mn?", Mg?".
Ca?*, Be?*, AlY". Zr'" V9Tt

Phosphat. Citrat, Salicylat. p-Hydroxybenzoat, Saccha-
rin-Anion

Collein, Harnstoff, Thioharnstoff, Polyvinylpyrrolidon
Serumalbumin, Lipoproteine, Globuline. RNA

Metatl-Kationen:
Anionen:

Neutralstoffe:
Biopolymerc:

7.1. Metall-Kationen

Die Komplexbildung hdngt von der Natur und Ladung
des Kations und dem pH-Wert der Lésung ab. Unterhalb
von pH =3 komplexieren Tetracycline nicht. Im pH-Bereich
zwischen 3 und 7.5 bindet das Phenol-Diketon-System der
Ringe BCD cin Kation. Wird die 4-Dimethylaminogruppe
bei steigendem pH-Wert deprotoniert, so kann ein weiteres
Kation von dieser Gruppe und der dazu c¢is-stindigen 12a-Hy-
droxygruppe gemeinsam gebunden werden. 4-¢pi-Tetracycline,
deren 4- und 12a-Substituenten trans-stindig sind, bilden nur
1: 1-Komplexe, ebenso die biologisch inaktiven iso-Tetracycli-
ne wie (12). Oxytetracycline besitzen in 5-Stellung einen zu-
sitzlichen Liganden zur Komplexbindung. Mg?*-Ionen bilden
oberhalb pH = 7 ein Chelat zwischen der 5- und {2a-Hydroxy-
gruppe. Die Riickepimerisierung von 4-¢pi-Tetracyclinen nach
Noseworthy!'1 2 verlduft in alkalischer Losung iiber Ca-Kom-
plexe.

Dic meisten Metallkomplexe fluoreszieren stirker als die
Tetracycline selbst. Diesen Effekt nutzt man zur analytischen
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Besﬁmmung dieser Antibiotika in Arzneimitteln und biologi-
schem Material aus!2® '3 Mit Be-Komplexen in eincm Am-
moniumpuffer (pH=7) lassen sich noch 10~ g Tetracyclin
erfassen!! 4. Caswell et al.l!15 19) zejgten, daB dic Fluores-
zenz von Ca’*- und Mg?"-Chlortetracyclin cine Funktion
der Polaritit des umgebenden Milieus ist und zum Nachweis
dieser lonen in Zellmembranen benutzt werden kann. Eine
komplexometrische Tetracyclinbestimmung mit Nickel-lonen
beschreiben Stahlavska et al.l'' 7]

Die gleichzeitige Gabe von Tetracyclinen und Nahrungs-
oder Arzneimitteln, die Metallverbindungen enthalten, kann
zu Storungen fithren®*. So wird der Serumspiegel bei gleich-
zeitiger Verabreichung von Tetracychnen und Eisen(ii)-sulfat
um 350 90Y; herabgesetzt!!'® ''°1 Milch, die reich an Ca-
und Mg-lonen ist, verringert den Serumspiegel von Tetracy-
clin, Methacyclin und Oxytetracyclin!! 2% Eine Verminderung
der Eigenbakterizidie des Serums durch Tetracycline, beson-
ders Doxycyclin, fiihrt man auf eine Komplexierung von Ma-
gnesium- und Calcium-Tonen im Blut zuriick!!2!,

Lange bekannt ist dic Einlagerung von Tetracyclinen als
Calciumphosphat-Komplexe in Gewebe, die reich an Ca? ™ -lo-
nen sind, z. B. die wachsenden Knochen und die Zahnanlage
.des ungeborenen Kindes sowie auch noch in der Phase des
schnellen Knochenwachstums und der crsten Dentition. Kno-
chen und Zihne kénnen dadurch geschiidigt werden!??1 Bei
Kindern bis zu acht Jahren und bei Schwangeren wird deshalb
die Gabe dieser Antibiotika nicht mehr empfohlen.

7.2. Anionen und Neutralstoffe

Anionen wie Phosphat, Citrat, Salicylat, p-Hydroxybenzeat
und das Saccharin-Anion sowie Naturstoffe vom Typ des
Coffeins, N-Methylpyrrolidons, Harnstoffs und Thioharnstoffs
bilden schwache Komplexe mit Tetracyclinen und erhhen
dessen Loslichkeit!!221

Polyvinylpyrrolidon!'?3 das auch als Plasmaexpander an-
gewendet wird, dient in Zubereitungen von Oxytetracyclin
(Vendarcin)'?*)  und Doxyeyclin  (Vibravenss''*%  als
Lésungsvermittler. Es erhoht dic Stabilitidt der Lésungen und
soll die Gewebevertriglichkeit der Priparate bei parenteraler
Applikation verbesscrn.

7.3. Biopolymere
Diereversible Bindung der Tetracycline an makromolekula-
re Strukturen im Blut und Gewebe ist von Bedeutung fiir

die Pharmakokinetik und die Wirksamkeit dieser Stoffe im
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Korper. Gleichgewichte dieser Art sind mit Ausnahme der
Plasmaproteinbindung, fiir die man mehrere Bestimmungsme-
thoden (Dialyse, Ultrafiltration, Ultrazentrifugation, Sepha-
dexgelfiltration, Elektrophorese) ausgearbeitet hat, schwer
quantitativ zu erfassen!!2,

Tetracycline binden sowohl an Albumin, das Hauptprotein
des Serums, als auch an Globuline und Lipoproteine!!27- 1311
Die Proteinbindung ist reversibel, pH- und temperaturabhin-
gig und emne  Funktion  der
tion!!28 1291321331 Dje Serumproteine von Mensch und Tier

Serumkonzentra-

unterscheiden sich in ihrer Affinitét fiir bestimmte Tetracycli-
net!?7],

Die Serumbindung ist hydrophober Natur, d.h. sie wird
durch unpolare lipophile Gruppen, z.B. Alkylgruppen und
Halogenatome, verstirkt und durch polare Gruppen, z. B.
Hydroxy- oder Aminogruppen, geschwicht!!28 129 1341 gGje
nimmt mit steigender Ca?*- und Mg?*
ist aber von der Natur des Tetracyclin-Dertvates abhingig.

-Konzentration zu,

Die groBite prozentuale Zunahme der Komplexierung wurde
bei Doxycyclin, die kleinste bei Oxytetracyclin gefunden; da-
zwischen liegen Methacyclin und Minocyclin!!32],

Die reversible Bindung von Tetracyclinen an Ribonuclein-
sidure folgt den beim Serumalbumin gefundenen GesetzmiBig-
keiten und ist auch hinsichtlich der Bindungsstirke vergleich-
bar!!2°1

Der Einfluf3 der Serumbindung auf die chemotherapeutische
Wirksamkeit von Antibiotika ist noch unklart!3%~ 1401 pay.-
schale Angaben iiber Blutspiegelhthe und Serumbindung be-
sagen wenig iiber die Heilwirkung eines Priparates. Nach
heutiger Lehrmeinung iibt nur das ungebundenc Antibiotikum
in der unmittelbaren Umgebung des Bakteriums im infizierten
Bereich eine antibakterielle Wirkung aus. Je hoher die Konzen-
tration an freiem Wirkstoff dort ist, desto grofer ist auch
die Bakteriostase.

8. Struktur-Wirkungs-Beziehungen

Nach der Synthese eines Tetracyclins wird seine biologische
Wirksamkeit untersucht. Alserstes priift man die antibakteriel-
le in-vitro-Wirksamkeit eines neuen Priparates mit Hilfe des
Reihenverdiinnungstests, Plattendiffusionstests, ~Strichtests
oder turbidimetrischen Tests!'*!! Die minimalen Hemmkon-
zentrationen (MHK in pg/ml), die man durch solche Teste
gewinnt, sind allein noch keine Grundlage fiir eine kritische
Bewertung!!#2! Thr Aussagewerl ist vorwiegend ausschlieBend,
d. h.es 148t sich rasch entscheiden, welche Strukturveridnderun-
gen des Molekiils zu einem teilweisen oder volligen Wirkungs-
verlust fiihren.

Findet man Verbindungen mit giinstigen MHK-Werten, dic
sich mit denjenigen einer Standardsubstanz (z. B. Tetracyclin)
vergleichen lassen oder die besser sind, dann mufl man die
Wirksamkeit dieser Verbindungen auf ein reprisentatives Kol-
lektiv klinisch relevanter Erreger unter standardisierten Bedin-
gungen (z. B. genormte Einsaat der Keime, einheitliches Ndhr-
medium) priifen. Quantitative Aktivititsangaben aus verschie-
denen Laboratorien sind wegen der starken Abhédngigkeit von
Versuchsparametern nur bedingt vergleichbar. In den folgen-
den Ausfithrungen iiber Struktur-Wirkungs-Beziehungen wer-
den deshalb die Werte nur qualitativ verglichen (ausfiihrliche
Zusammenstellung von MHK-Werten siche {26-27- 143~ 1481)
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In-vitro-Werte reichen zur Bewertung von Tetracyclinen
nicht aus, da diese in therapeutischen Konzentrationen nur
bakteriostatisch wirken und ein Heileffekt erst aus dem Zusam-
menwirken von Bakteriostase und zelluldren sowie humoralen
Abwehrmechanismen des K 6rpers resultiert. Zur Gesamtbeur-
teilung gehodren neben Angaben zur bakteriologischen Resi-
stenz pharmakologische Parameter iiber Resorption, Blut- und
Gewebespiegel, Diffusionsfdhigkeit, Serumbindung, Elimina-
tion, Metabolismus, Nebenwirkungen und Toxizitit. Die Erar-
beitung dieser Daten erfordert sehr aufwendige Tierexperimen-
te und Messungen an isolierten Organen, die verstdndlicher-
weise nur mit wenigen, hochwirksamen Vertretern ausgefiihrt
wurden. Das endgiiltige Urteil iiber den Wert eines Antibioti-
kums kann nur der Arzt nach einer langen, sorgfiltigen und
vorurteilsfreien Priifung an Patienten fillen.

8.1. Grundlegende strukturelle Voraussetzungen fiir die Wirk-
samkeit

Dasstrukturell einfachste Tetracyclin mit voller biologischer
Wirksamkeit ist das partialsynthetische 6-Desmethyl-6-des-
oxytetracyclin (37)"'*°". Die lineare Anordnung der vier Ringe
und die beiden chromophoren Keto-Enol-Systeme im Ring
A und inden Ringen BCD sind eine wesentliche Voraussetzung
fiir antibiotische Wirksamkeit. Alle partial- und totalsyntheti-
schen Derivate mit weniger als vier Ringen sind wirkungslos.
11301 ynd  1ta-Halogentetracycline
(60)13 T mit verlingertem oder verkiirztem Chromophor be-
sitzen verminderte Wirksamkeit, Pyrazoltetracyclin (61)!52!
1st unwirksam.

12a-Desoxytetracyclin

O O HO O O
(37) 760), Rt = CH,, H; R? = C1, H;
X = Halogen

H,C V(€
AL OH
o
S CONTIY,
HO N—\ 1 O On o 0i0
H On OTt
(61) (62)
Cly N(CH,),

@ \ Sl
« A
= ZSCONH,

Of Ot OH OH

OH O OH Of

(63) (64)

Die Aufspaltung eines Ringes zum iso-Tetracyclin (62 )11 #4],
die Aromatisierung zusitzlicher Ringe, z. B. zum 5a.6-Anhy-
drotetracyclin ( 10)!'33], 4a,12a-Anhydrotetracyclin (63 )14
und  4-Dimethylamino-6-methyl-1,3,10,11,12-pentahydroxy-
naphthacen-2-carbonsiiureamid (64)''%% fithren zu einem
starken Wirkungsabfall in vitro und zum vélligen Wirkungs-
verlust in vivo.
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8.2. Abwandlungen in 1,3-Stellung

Das Keto-Enol-System zwischen den Kohlenstoffatomen
1 und 3 [Formel {3) und (3')] ist stark delokalisiert und
extrem reaktionstrige. Eine Alkylierung zu (66) gelingt mit
Tridthyloxoniumtetrafluoroborat unter Basenkatalysel'’°!

N(CHgy N(CTy),
A, 0T A0
(3) Y J == : (3
SN CONTH, DN CONT,
"o o HO O
N{C )y N(CHy);
o N
(65) 2 B (66)
DFTCONT, NP CONH,
HO NIT-CH,~CO,H 11O OC,Cs

Durch diese Verdtherung geht die Wirkung verloren. Der
Austausch der 1-Athoxygruppe gegen den Glycinrest fiihrt
zu Verbindung (65 ), die miRBige Bakteriostase zeigt. Gegen-
iber Rickettsien vom Typ Aegyptianella pullorum ist sie aber
ebenso wirksam wie Chlortetracyclin (1 j{'371,

8.3. Abwandlungen in 2-Stellung

Der Ersatz der 2-Carboxamidgruppe durch eine Aldehyd-
(1581 Aldimin-T'3°" oder Acetylgruppe!!®® fiithrt zu Liicken
im Wirkungsspektrum. Tetracyclinnitrile!*®'! sind wirkungs-
los. Der Austausch eines Amidwasserstoffs gegen cine Methyl-
gruppe beeinflufit die in-vitro-Wirkung nicht!**!; gréBerc Re-
ste, z. B. tert.-Butyl'*”! ynd Cycloheptyl!! ©, wirken sich nach-
teilig aus.

1 MCHg)y
EAOIT
o,
: CONH,
HO o

1
| ] AR 50 | y
dcovi—cipN. ) == dlconn, + HOCH,-N
“R2 “R2

/’JLCONTIT{@ i /ZILCONH2 + @)

(67)

RL

Die Aminoalkylierung der Amidgruppe nach Mannich5% 311
fiihrt zu Praparaten wie (5), die im physiologischen Bercich
gut wasserldslich sind, langsam hydrolysieren und praktisch
die gleichen Wirkungsspektren wie die zugrundeliegenden Te-
tracycline besitzen. N-Cycloheptatrienyltetracycline (67 )!'¢
verhalten sich dhnlich wie Tetracyclin-Mannichbasen.

8.4. Abwandlungen in 4-Stellung

Die a-Konfiguration der 4-Dimethylaminogruppe ist we-
sentlich fiir hohe antibiotische Wirksamkeit, 4-epi-Tetracycline
hemmen in vitro schwach, in vivo nicht mehr!!#4. Ersetzt
man die a-Dimethylaminogruppe durch eine primidre Amino-
gruppe, so idndert sich die in-vitro-Wirksamkeit nicht!®% °%1;
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y(cns)z N(CHj), H,C, /O OH
O W%
- ; CONTT, Lo
HO A (68)

(3) d-epi-(3)

eine Methylamino-!'°% und Diithylaminogruppe!”® fiihren
zum Wirkungsabfall. Entfernung der Aminofunktion! ¢ oder
Aufhebung ihres basischen Charakters durch Quaternie-
rung!'®*, Acylierung!**?!, Umwandlung in ein Oxim, Hydra-
zon!**! oder Tetracycloxid (68)!4%) vermindert die Aktivitit
oder hebt sie auf.

8.5. Abwandlungen in 5- und 5a-Stellung

Die 5- und 5a-Stellung scheinen fiir die Tetracyclinaktivitét
nicht sehr kritisch zu sein. Eine 5-Hydroxygruppe wie im
Terramycin beeinfluBt die Stdrke der bakteriostatischen Wir-
kung nicht!?%1, sondern nur Stabilitdt, Resorption und Pharma-
kokinetik. Die Acylierung der 5-Hydroxygruppe bringt keine

R N(CHj), N{C'H,),
002 on s i e OM
§ § | (69)
CONTI, B CONH,
HO i O
OH

Vorteile. Von 5,5a-Didehydrotetracyclinen ( 69 ) wurden wirk-
same und unwirksame Vertreter beschricben. Nach Martell
et al.l!o%1 soll 5,5a-Didehydrotetracyclin inaktiv, 5.5a-Didehy-
dro-6-epi-aureomycin in vitro und in vivo hochwirksam sein.
Alle totalsynthetischen Sa-epi-Tetracycline!®®! zeigten in vitro
hohe Aktivitit, enttiuschten aber im Tierversuch!'°'l

8.6. Abwandlungen in 6-Stellung

Den groten Erfolg bei der Entwicklung neuer hochwirksa-
mer Tetracycline brachte die Verinderung der 6-Stellung!!#*!
Weder die 6-Methyl- noch die Hydroxygruppe sind fiir anti-
bakterielle Wirksamkeit wesentlich. Die Elimination der 6-Hy-
droxygruppe fihrte zu lipophileren, sdurestabilen Tetracycli-
nen wie Doxycyclin (7) und Methacyclin (6), die beide aus
Terramycin hergestellt werden. 6-epi-Doxycyclin mit B-stidndi-
ger Methylgruppe an C® ist weniger wirksam!!¢°l, Unter den

MG, P N(CHy), 11,C, J1
Ao EA_OTI %

CONTI, (7)

OH (3)
O
CTl, oM Ci,—S-R an—é—R,
PN X PN PN
6) (8)

6-Desmethyltetracyclinen ist 6-Desmethylchlortetracyclin (4)
das wirksamste Antibiotikum, dessen Hydrierung zum etwas
weniger wirksamen 6-Desoxy-6-desmethyltetracyclin (37 )%,
dem Ausgangsmaterial von Minocyclin (&), fiihrt. GroBere
lipophile Reste (Phenyl, Benzyl) in 6-Stellung, die man durch
radikalische Addition von Thiolen an die 6-Methylengruppe
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erhilt!®2! vermindern die bakteriostatische Wirksamkeit, die
bei Oxidation des Thiodthers zum Sulfoxid wieder an-
steigt! 44,

8.7. Abwandlungen in 7- und 9-Stellung

Durch elektrophile Substitution der siurestabilen 6-Desoxy-
tetracycline in 7- und/oder 9-Stellung lassen sich zahlreichc
mono- und disubstituierte Derivate gewinnen!(2% '+4,

Auffallend ist, dad sowohl Substituenten, die starke Elektro-
nendonoren sind, als auch solche mit starker Acceptorwirkung
die Wirksamkeit der Tetracycline steigern. Substitution in
7-Stellung ist giinstiger als in 9-Stellung. Eine Nitro- oder
Dimethylaminogruppe in 7-Stellung verbcessert die Wirkung
am stirksten. So trigt Minocyclin in 7-Stellung eine Dimethyl-
aminogruppe und ist gegen tetracyclin-empfindliche Stimme
zwei- bis achtmal wirksamer als Tetracyclin!25 '+4]

CONI,

on o o o

R = H, CHy X! X2 =1, CL Br, 1,
NO,, NHCOCH;, OW, NIy, N(CHg),, H

Cammarataund Yau'!'® ™ versuchten die Hemmwirkung eini-
ger 7-und 9-substituierter Tetracycline mit physikochemischen
Parametern zu korrelieren. Fiir 7-substituierte 6-Desoxytetra-
cycline leiteten sie folgende Gleichung ab:

logK = 0,646 + 187

K ist die Hemmkonstante fiir E.-coli-Keime, die man durch
kinetische Messung des Wachstums in Gegenwart von
20 pg/ml des jeweiligen Tetracyclinderivates ermittelt. ¢ bedeu-
tet die Hammett-Konstante des Substituenten in 7-Stellung.
An dieser Beziehung ist ungewohnlich, dafl ¢ im Quadrat
auftritt, d. h. Substituenten mit negativen wie positiven o-Wer-
ten steigern die Wirksamkeit. - Eine dhnliche Gleichung gilt
fir 9-substituierte 6-Desoxytetracycline.

Weitere Regressionsverfahren zur Ermittlung quantitativer

Struktur-Wirkungs-Beziehungen in der Tetracyclinreihe siehe
[148. 168— 170}

8.8. Abwandlungen in 11a- und 12a-Stellung

Es wurde bereits darauf hingewicsen, daB eine Verinderung
des 11,12-p-Diketonsystems (BCD-Chromophor) zu einer Wir-
kungsverschlechterung fiihrt. Dies gilt auch fiir die in-vitro-Ak-
tivitdt 11a-halogenierter Tetracycline. Einige dieser Verbin-
dungen, die chemisch oder biologisch leicht zu den Ausgangstc-
tracyclinen reduziert werden, zeigen durch diese Reaktivierung
eine gewisse Wirksamkeit in vitro und in vivo!'#4),

Die 12a-Hydroxygruppe ld83t sich mit Sdureanhydriden ver-
estern. Nur der Formylester!'>*), der in Wasser rasch hydroly-
siert, besitzt noch eine dem Tetracyclin vergleichbare Aktivitit,
alle hoheren Ester!! 7! sind schwiicher wirksam.

8.9. Ergebnisse der Struktur-Wirknngs-Untersuchungen

FaBt man die Ergebnisse der Struktur-Wirkungs-Untersu-
chungen zusammen, so ergibt sich folgendes Bild:
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Das Grundgeriist des Tetracyclinmolekiils mit den chromo-
phoren Keto/Enol-Systemen in den Ringen A sowie BCD
und mit der basischen Funktion im Ring A ist eine wesentliche
Voraussetzung fiir die antibiotische Wirksamkeit. Die Konfi-
guration an den Asymmetriezentren C* C* und C'?* ist
essentiell, withrend sie an C® C® und C° variiert werden
kann. Der Amidwasserstoff 1483t sich durch eine Methylgruppe
substituieren. GroBere Reste wirken sich negativ aus, mit Aus-
nahme solcher, die in Wasser spontan abspalten. Die Dimethyl-
aminogruppe kann ohne Verlust der in-vitro-Wirksamkeit
durch einc primére Aminogruppe crsetzt werden; alle anderen
Veridnderungen fiihren zu einer Verschlechterung der bakterio-
statischen Wirkung. Der hydrophobe Teil des Molekiils von
C? bis C? ist in vielfiltiger Weise abwandelbar. Besonders
Modifikationen an C® und C” ergeben Produkte mit groferer
chemischer Stabilitiit, gesteigerter antibiotischer Wirksamkeit
und giinstigerer Pharmakokinetik.

9. Die Resistenz von Bakterien gegeniiber Tetracyclinen

Mit der hidufigen Verwendung von Tetracyclinen erhdhte
sich auch die Zahl resistenter Bakterienstimme!' 7271701 Ays-
mal und Verbreitung der Resistenz sind regional verschieden
und auch nicht fiir jeden Erregertyp gleich, doch zeigen sdmt-
liche Untersuchungen, dafl das Ansteigen der Resistenz mit
der zunchmenden Verwendung von Tetracyé]inen parailel
geht. Die Situation ist besonders ungiinstig, weil zwischen
den einzelnen Tetracyclinen eine weitgehende Kreuzresistenz
besteht.

9.1. Typen der Resistenz

Der Begriff Resistenz steht in enger Relation zu den thera-
peutischen und pharmakologischen Eigenschaften eines Anti-
biotikums. Die medizinische Interpretation dieses Begriffes
orientiert sich an der Vertriglichkeit und therapeutisch erreich-
baren Konzentration der Tetracycline im Serum und Gewebe.
Mikroorganismen, die bei ciner Konzentration von 3 pg/ml
nicht gehemmt werden, gelten als tetracyclinresistent.

Man unterscheidet drei Typen der Resistenz!' 77~ 1790;

1. Die primirc oder natiirliche Resistenz, die gleichbedeu-
tend mit der natiirlichen Unempfindlichkeit eines Stammes
gegeniiber einem Wirkstoff ist und sich als Liicke im Wirkungs-
spektrum darstellt.

2. Dieerworbenc chromosomale Resistenz, die in einer Bak-
terienpopulation durch spontane Genmutation im Bakte-
ricnchromosom verursacht wird. Diese Resistenz ist nur gegen
das selektierende Antibiotikum gerichtet.

3, Dic iibertragbare Resistenz, dic durch chromosomale
oder extrachromosomale DNA-Elemente (R-Faktoren, Plas-
mide, Episomen) von Keim zu Keim iibertragen wird. In
der Regel tragt ein solches DNA-Element mehrere Resistenzge-
ne, so daB die Trigerbakterien gegen chemisch unterschied-
liche, nicht kreuzresistente Antibiotika gleichzeitig resistent
werden. Die hochste beobachtete Mehrfachresistenz richtete
sich gegen sechs Antibiotika, niimlich Tetracyclin, Streptomy-
cin, Chloramphenicol, Kanamycin, Neomycin und Ampicillin
und dazu noch gegen Sulfonamide! 7°).

Im letzten Jahrzehnt setzte sich die Erkenntnis durch, dal3
die ubertragbare Resistenz bei bakteriellen Erregern aus
menschlichem und tierischem Material vorherrschend und
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gefdhrlich ist. Sie hat wesentlich zur Entwicklung tetracyclinre-
sistenter Stimme, vor allem bet Staphylokokken, Streptokok-
ken und den Keimen aus der Familie der Enterobakterien,
beigetragen!! 73 1801831 Alle Bemiihungen, ein Tetracyclin
zu entwickeln, das der zunehmenden Resistenz auf breiter
Front begegnet, sind erfolglos geblieben. Auch Minocyclin,
das bei einer Reihe von Keimen giinstigere Hemmwerte besitzt
und die Resistenz von Staphylokokken zum Teil durch-
bricht!6?: 1841851 it keine echte Alternative.

9.2, Tetracycline in der Tierernghrung

Tetracycline, besonders Chlor«und Oxytetracyclin, werden
aufler zur Therapieauch zur Wachstumsférderung angewendet
und in sogenannten nutritiven Dosen an gesunde Tiere verfiit-
tert. Dadurch kommt eine Vielzahl von Bakterien des tieri-
schen Intestinaltraktes stdndig mit dicsen Antibiotika in Be-
rithrung, und die Darmflora verschiebt sich zugunsten resisten-
ter Keime!*8% 1871 In welchem Ausmal dadurch die Bildung
und Ausbreitung resistenter Keime beim Menschen gefordert
wird, ist nicht exakt bekannt. Die bis 1971 erlaubte breite
Verwendung von Tetracyclinen wurde durch neuere gesetz-
liche Bestimmungen der EWG! 881 gtark eingeschrinkt.

9.3. Ursachen der Tetracyclinresistenz

Mehrere Arbeitskretse konnten zeigen, daBl die Resistenz
gegeniiber Tetracyclinen auf einer verminderten Permeabilitit
der Bakterienzellwand beruht (Zusammenfassungen siche
[189— 192])'

Bakterienzellen besitzen im Gegensatz zu Sdugerzellen die
Fihigkeit, Tetracycline entgegen einem Konzentrationsgra-
dienten anzureichern. Der Unterschied zwischen der intrazel-
luldren und extrazelluldren Konzentration bei E.-coli-Keimen
kann bei bakteriostatischer Konzentration des Antibiotikums
auf das 20- bis 30fache, bei bakterizider Konzentration bis
auf das S0fache steigen. Diese Anreicherung, ein wesentlicher
Faktor fiir die selektive chemotherapeutische Wirksamkeit
der Tetracycline, ist energieabhédngig und wird durch Entkopp-
ler der oxidativen Phosphorylierung gechemmt!!%® 1931 Zwei-
wertige lonen, besonders Magnesium-Ionen, scheinen eben-
falls dabet eine Rolle zu spielen, da die Fiahigkeit der Membra-
nen, Tetracycline zu absorbieren, durch Vorbehandlung mit
dem Komplexbildner EDTA verlorengeht. Die molekularen
Komponenten, welche den selektiven Transport bewirken, sind
fest mit der Zellmembran verbunden. Ein osmotischer Schock
bei E.-coli-Keimen beeinfluf3t die Aufnahme nicht.

Reynard et al.l'®#testeten eine groBe Zahl von E.-coli-Stim-
men aus Kliniken und fanden, daB resistente Stimme weniger
Tetracyclin aufnehmen als empfindliche. Sompolinsky!* 3! fand
den gleichen Effekt bei Staphylokokken. Kuck und Forbes!'8%
bestétigten diese Befunde fiir Tetracyclin, fanden aber keinen
Unterschied fiir das lipophilere Minocyclin.

Ribosomen von empfindlichen und resistenten E.-coli-Kei-
men zeigen im zellfreien System die gleiche Empfindlichkeit
gegeniiber Tetracyclinen!!®!!. Craven!'®® isolierte einen hoch-
resistenten E.-coli-Stamm, dessen proteinsynthetisierendes Sy-
stem gegen Tetracyclin resistent war. Eine enzymatische Inak-
tivierung von Tetracyclinen in der resistenten Bakterienzelle
ist nicht bekannt.
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10. Wirkungsweise von Tetracyclinen

Tetracycline hemmen zahlreiche lebenswichtige enzymati-
sche Reaktionen in Bakterien- und Saugerzellen, z. B. die oxi-
dative  Phosphorylierung und den  Elektronentrans-
port!'®!-1°71 Dije Hemmkonzentrationen liegen hiiufig we-
sentlich hoher als sie zu einer Bakteriostase notwendig sind.
Solche Reaktionen scheiden zur Erkldrung der antibiotischen
Wirksamkeit von Tetracyclinen aus, knnen aber zur Deutung
von toxischen Nebenreaktionen, die durch Anreicherung in
bestimmten Organen oder Uberdosierung verursacht werden,
von Bedeutung sein.

10.1. Hemmung der Proteinbiosynthese

Die empfindlichste biochemische Reaktion, die durch Tetra-
cycline gehemmt wird, ist die Proteinbiosynthese!!*® 1°°1, Der
genaue molekulare Ablauf der Hemmreaktion ist unbekannt,
aber man weil}, welche Phasen der Proteinbiosynthese beein-
fluBt werden.

Der ProzeB der Proteinbiosynthese spielt sich an den Ribo-
somen im Cytoplasma der Zelle ab und ihnelt einem
FlieBbandverfahren!'®® 291 |n vielen aufeinander folgenden
Reaktionsschritten wird die Basenreihenfolge einer m-RNA
indie Aminosdurenreihenfolge eines Proteins iibersetzt. Diesen
Vorgang nennt man Translation und unterteilt ihn in den
Kettenstart (Initiation), die Kettenverlingerung (Elongation)
und den KettenschluB3 (Termination).

Bei der Kettenverldngerung wird jeweils cinc Aminosiure,
die an eine spezifische t-RNA gebunden ist, in eine Amidbin-
dung in der wachsenden Polypeptidkette iiberfiihrt. Als erster
Schritt dieser zweiten Phase muB} die zu inkorporierende Ami-
nosiure als Aminoacyl-t-RNA an das Ribosom gebunden wer-
den. An dieser Stelle interferieren die Tetracycline, indem
sie die Bindung dieser Aminoacyl-t-RNA an die spezifische
Acceptorstelle des Ribosoms hemmen!!®! 19°1 Andere Schritte
werden ebenfalls durch Tetracycline beeinflufit!' 2,

10.2. Hemmung der zellfreien Proteinbiosynthese

Wenn die biologische Wirkung der Tetracycline auf einer
Hemmung der Proteinbiosynthese beruht, dann sollte diese
Hemmung auch in einem System zu beobachten scin, in wel-
chem Nirenberg und Matthaei'?°!) die zellfreie Proteinbiosyn-
these nachwiesen.

Man benétigt dazu intakte gereinigte Ribosomen und.cinen
durch hochtouriges Zentrifugieren gewonnenen Uberstand ei-
nes Zellextraktes, der alle t-RNA-Arten und die zugehérigen
Enzyme enthilt. Als Matrize benutzt man synthetische Poly-
nucleotide; gemessen wird die Hemmung des Einbaus markier-
ter Aminosduren. Enthilt ein solches System Polyuridylsiure
als Matrize, dann wird von Tetracyclinen die durch dieses
Polynucleotid codierte Bildung von Polyphenylalanin ge-
hemmt. Diese Inhibierung }Bt sich giut mit der Aktivitit
von Tetracyclinen korrelieren!!91: 1990, 202]

Summ!'293-2041 yerglich die Hemmung, dic mehrere Tetra-
cyclin-Derivate auf die zellfreie Proteinbiosynthese am E.-coli-
System ausiiben, mit der Hemmung in intakten Zellen im
Reihenverdiinnungstest. Demnach sind antibiotisch hochwirk-
same Tetracycline (Beispiele { bis 7 in Tabelle 3) starke Inhibi-
toren der Proteinbiosynthese. Durch Anderung der Lipophilie
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kann der bakteriostatische Grundcharakter der Tetracycline
nicht umgestimmt werden.

Biologisch inaktive Tetracycline, z. B. Tetracyclinnitril, sind
schlechte Inhibitoren der Proteinbiosynthese. Es gibt aber
auch Ausnahmen: Tetracyclinmethojodid, das im Reihenver-
diinnungstest praktisch unwirksam ist, hemmt im zellfreien
System nur viermal schwicher als Tetracyclin (3). Wahr-
scheinlich verhindert der salzartige Charakter des Molekiils
die Permeation und den Transport zum Wirkort. Anhydrote-
tracyclin { 10 ) und 12a-Desoxytetracyclin hemmen im zellfrei-
en System schlechter als man nach dem Reihenverdiin-
nungstest erwarten sollte, was darauf hindeutet, dal3 diese
Molekiile weitere Stellen in Bakterien angreifen oder durch
metabolische Schritte in der Zelle aktiviert werden.

Hemmuversuche im zellfreien System sind fiir die Erforschung
von Struktur-Wirkungs-Beziehungen sehr wertvoll, weil sie
uns einen Parameter fiir die Wirksamkeit am biologisch akti-
ven Zentrum liefern und stérende Einfllisse durch Permeation
und/oder Metabolismus ausgeschaltet sind.

Tetracycline hemmen auch die Proteinbiosynthese in Sdu-
gerzellen, aber erst in héheren Konzentrationen.

Tabelle 3. Vergleich der Hemmung der zellfreien Poly-U-abhiingigen Polyphe-
nylalanin-Synthese im Enzymsystem aus E. coli und aus Rattenleber durch
Tetracycline (TC) [203, 204]. Dls, ist die Konzentration des Antibiotikums,
die zu einer S0proz. Hemmung der Polyphenylalanin-Synthese fiihrt.

Zellfreies Enzymsystem aus

Préparat E. coli Leber
(siche Tabelle 1) DIs, Dlsy Dlsl,_(l__c’b_c_rv)
[nmol/t] [umol/1] Dls, (coli)

! Minocyclin (8) 6.22 620 100

2 Pyrrolidinomethyl-TC (5) 6.84 233 34.0

3 Chlor-TC (1) 7.55 103 13.6

4 Desmethylchlor-TC (4) 9.68 399 411

5 Doxycyclin (7) 9.76 287 29.4

6 Tetracyclin (3) 9.77 168 17.2

7 Oxy-TC (2) 12.1 437 36.1

8 TC-Methojodid 39.2 345 8.8

9 4-Desdimethylamino-TC 410 968 24

10 Anhydro-TC (10) 493 590 1.2

11 12a-Desoxy-TC 126 470 37

12 TC-Nitrit 887 1785 2.0

Tabelle 3 zeigt die durch Tetracycline verursachte unter-
schiedliche Hemmung der Proteinbiosynthese in zellfreien Sy-
stemen aus E. coli und aus Rattenleber. Man erkennt, dal3
die Proteinbiosynthese im E.-coli-System durch die wirksamen,
gut vertrdaglichen Tetracyéline wesentlich stdrker gehemmt
wird als im Leber-System. Anhydrotetracyclin (10), ein Ab-
bauprodukt des Tetracyclins, hemmt in beiden Systemen fast
gleich und ist deshalb auch toxischer. Der Quotient aus den
Hemmwerten in beiden Systemen ist ein MabB fiir die Selektivi-
tit der Tetracycline. Man wiinscht, daB bei bakteriostatischer
Konzentration des Antibiotikums die Proteinbiosynthese der
Wirtszelle nicht oder nur wenig beeinflu3t wird. Das Verhaltnis
beider Werte ist zwar kein quantitatives MaB fir die Toxizitit
oder den chemotherapeutischen Index des Wirkstoffs, weil
diese Werte entscheidend auch von der Pharmakokinetik und
dem Metabolismus abhédngen, aber ein guter Anhaltspunkt.

11. Zusammenfassung und Schiuf}
Nur wenige Molekiile sind in ihren chemischen, physikali-
schen und biologischen Eigenschaften so griindlich untersucht

worden wie die Tetracycline. Diese Anstrengungen waren nicht
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vergeblich. Es wurden Tetracycline mit hoherer Laslichkeit
und Stabilitdt, rascher und vollstiindiger Resorption, starkerer
Wirksamkeit und giinstigerer Pharmakokinetik entwickelt.
Die Beschéftigung mit dieser Stoffklasse regte zu vielen prakti-
schen und theoretischen Arbeiten an, die von allgemeiner
Bedeutung fiir die Weiterentwicklung der Naturwissenschaften
und Medizin sind.

Nicht alle gesteckten Ziele wurden erreicht. Durch chemi-
sche Verdnderungen lieB sich der bakteriostatische Grundcha-
rakter des Tetracyclins nicht verdndern. Das Wirkungsspek-
trum konnte nicht entscheidend erweitert werden. Die wach-
sende Zahl tetracyclinresistenter Stammc, dic durch die haufi-
ge, oft unkritische Anwendung dieser Antibiotika gefordert
wurde, bereitet heute Sorgen und fiihrt zu zuriickhaltenderer
Anwendung. Trotz wesentlicher Fortschritte in der Chemothe-
rapie der Infektionskrankheiten bleibt die Aufgabe bestehen,
stindig nach neuen Wirkstoffen zu suchen und sie nach stren-
gen MaBstdben auszuwihlen und zu bewerten, bevor sie zur
Anwendung kommen.
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