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1. Einleitung

Welche Wirkstoffmetaboliten werden im menschlichen
Organismus gebildet? Welche Metaboliten gelangen in den
Kreislauf? Wie werden sie ausgeschieden? Und welche
pharmakologischen und toxikologischen Wirkungen haben
sie? Diese Fragen begleiten den ganzen Kreislauf von Wirk-
stoffsuche und -entwicklung, und die beteiligten Wissen-
schaftler suchen st-ndig nach geeigneteren Wegen, diese
Fragen mçglichst frgh angehen zu kçnnen. Der mit Abstand
h-ufigste Mechanismus der Wirkstoffausscheidung verl-uft
gber den oxidativen Metabolismus. Zu den oxidativen Stoff-
wechselwegen gehçren eine Reihe biochemischer Reaktio-
nen, in deren Verlauf ein Sauerstoffatom in C-H-Bindungen
von Xenobiotika (Substanzen, die dem Organismus fremd
sind) eingeschoben wird; dadurch werden die oft lipophilen
Verbindungen polarer und lassen sich leichter ausscheiden.
Die Oxidationsreaktionen des Stoffwechsels werden gber-
wiegend durch Cytochrom-P450-Enzyme (CYPs) katalysiert;
daneben spielen auch Alkohol- und Aldehyddehydrogenasen
eine wichtige Rolle.[1] Die Entwicklung chemischer Verfahren
(typischerweise unter 3bergangsmetallkatalyse), die das
Reaktivit-tsmuster dieser Enzyme nachahmen, erg-nzen und
erweitern, wird in der organischen Synthese schon lange
vorangetrieben, weil nichtenzymatische Verfahren in der
Handhabung und Skalierung einfacher sind. Im Laufe der
Jahre wurden mehrere Katalysatoren gefunden, die aktivierte
und nichtaktivierte C-H-Bindungen in komplexen organi-
schen Molekglen regio- und chemoselektiv oxidieren kçnnen.
Alle diese Verfahren wurden bei der Synthese und nachge-
lagerten Diversifizierung von Naturstoffen angewendet; dies
ist eine traditionelle Messlatte fgr die Bedeutung neuer
Strategien und Verfahren in der organischen Synthese.
Gerade zeichnet sich jedoch eine Herausforderung fgr die
Pharmaindustrie ab, n-mlich die schnelle Identifizierung,
Quantifizierung und pr-parative Synthese von Wirkstoffme-
taboliten. Dieses Feld der praktischen Medizinalchemie
bringt neue Standards fgr die Entwicklung moderner kataly-
tischer Systeme fgr die C-H-Bindungsfunktionalisierung mit
sich, insbesondere gezielte Oxidationen (und Halogenierun-

gen) in Gegenwart einer Vielzahl funktioneller Gruppen,
darunter basische Amine und Heterocyclen.[2]

Die menschliche Leber exprimiert etwa 60 CYP-Isofor-
men fgr eine Vielzahl von Substraten. Dieser hohe Grad
funktioneller Redundanz ist das Schlgsselelement der Stra-
tegie der Natur, um sicherzustellen, dass mçglicherweise
sch-dliche Xenobiotika nicht in den systemischen Kreislauf
gelangen. Hier deuten sich auch die Herausforderungen an,
um nach dem gleichen Verfahren biologisch aktive Verbin-
dungen zu sicheren und wirksamen In-vivo-Sonden und Me-
dikamenten zu optimieren.[3] Die Metabolisierung eines
Wirkstoffes geht aber nicht immer mit seiner Inaktivierung
einher:
1. In den 1930 er Jahren wurde erstmalig bekannt, dass der

antibakterielle Azofarbstoff Protonsil seine pharmakolo-

Kçnnen klassische und moderne C-H-Oxidationsreaktionen Bio-
transformationen bei der Synthese von Wirkstoffmetaboliten erg-n-
zen? Wir haben versucht, bei einer Durchsicht der Literatur eine
Antwort auf diese wichtige Frage fgr die Praxis der pharmazeutischen
Industrie zu finden. Solche Metaboliten werden w-hrend aller Phasen
der Wirkstoffsuche und -entwicklung bençtigt; ihre Synthese ist jedoch
noch immer ein ungelçstes Problem. Dieser Aufsatz stellt relevante
Anwendungen von chemischen C-H-Oxidationen, Elektrochemie und
Mikrofluidiktechniken auf Wirkstoff-Grundgergste vor, mit denen
Metaboliten zug-nglich gemacht werden sollen, und fasst vielver-
sprechende Reaktionen fgr diesen Zweck zusammen. Wo es mçglich
oder passend ist, wird der Vergleich zur Biotransformation gezogen.
So haben wir versucht, bestehende Lgcken zu finden, um weitere
Aktivit-ten auf diesem wichtigen Forschungsfeld anzuspornen.

Aus dem Inhalt

1. Einleitung 14431

2. Biotransformation, chemische
C-H-Oxidationsverfahren und
vergleichende Untersuchungen 14433

3. Moderne C-H-Oxidationen 14440

4. Elektrochemische Synthese und
Mikrofluidiksysteme 14446

5. Andere Anwendungen:
Strategien zur Verhinderung des
metabolischen Abbaus 14447

6. Zusammenfassung und
Ausblick 14448

[*] Dr. J. Genovino
Pfizer Inc., Worldwide Medicinal Chemistry
Cardiovascular, Metabolic, and Endocrine Diseases (CVMED)
558 Eastern Point Road, Groton CT 06340 (USA)

Prof. D. Sames[+]

Columbia University
Department of Chemistry and Neurotechnology Center
3000 Broadway MC3101, New York, NY 10027 (USA)

Dr. L. G. Hamann[+]

Novartis Institutes for Biomedical Sciences (NIBR)
Global Discovery Chemistry (GDC)
181 Massachusetts Avenue, Cambridge, MA 02139 (USA)

Dr. B. B. Tour8
Novartis Institutes for Biomedical Sciences (NIBR)
Global Discovery Chemistry (GDC)
100 Technology Square, Cambridge, MA 02139 (USA)
E-Mail: btoure@relaytx.com

[++] Coautoren mit gleichwertigen Beitr-gen.

Die ORCID-Identifizierungsnummern der Autoren dieses Artikels
sind unter http://dx.doi.org/10.1002/anie.201602644 aufgeffhrt.

Angewandte
ChemieAufs-tze

14431Angew. Chem. 2016, 128, 14430 – 14451 T 2016 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

http://dx.doi.org/10.1002/anie.201602644


gische Wirkung gber seinen Metaboliten Sulfanilamid
ausgbt. Seitdem wird die Liste st-ndig l-nger. Inzwischen
wissen wir, dass verschiedene umsatzstarke Arzneimittel
wie Fexofenadin (Antihistaminikum),[4a] Desloratadin
(Antihistaminikum),[4b] Desvenlafaxin (Antidepressi-
vum),[4c] Minoxidil (blutdrucksenkend),[4d] Clopidogrel
(gerinnungshemmend),[4e] Ezetimib (lipidsenkend),[4f]

Enalapril (blutdrucksenkend),[4g] Codein (schmerzstil-
lend),[4h] Atorvastatin (lipidsenkend)[4i] oder Nelfinavir
(antiretroviral)[4k] entweder Metaboliten von ehemaligen
Wirkstoffen sind oder ihre pharmakologische Wirkung
zum Teil oder ganz durch ihre Metaboliten erzielen.
Wahrscheinlich wird die Liste in Zukunft weiter wachsen.
In einem aktuellen 3berblick gber 125 k-ufliche Medi-
kamente wird beschrieben, dass bei der gberwiegenden
Zahl der untersuchten Substanzen signifikante Mengen
der zirkulierenden Metaboliten nachgewiesen wurden.[5]

In einigen F-llen gbersteigt die Konzentration der Meta-
boliten die der Ausgangsverbindung. Eine Datenanalyse
rund um die biologische Aktivit-t dieser Metaboliten
muss noch durchgefghrt werden.

2. Verschiedene Wirkstoffmetaboliten wurden mit Herz-
stillstand, Wechselwirkungen mit anderen Substanzen,
Genotoxizit-t und anderen idiosynkratischen Arzneimit-
tel-Nebenwirkungen in Verbindung gebracht, die letztlich
zu Todesf-llen und dem Rgckruf der Substanzen vom
Markt fghrten.[6] Als Reaktion wurden von der FDA
Richtlinien fgr „metabolites in safety testing“ (MIST)
herausgegeben, die Sicherheitsgberprgfungen auch fgr die

wichtigsten Metaboliten fordern.[7] Um diesen Richtlinien
zu entsprechen, wurden außergewçhnliche Bemghungen
wie die Markierung von Wirkstoffkandidaten mit 3H und
14C unternommen, um die Metabolite im Kreislauf und
den Exkrementen zu charakterisieren und zu quantifizie-
ren. Diese Untersuchungen werfen Licht auf die Aus-
scheidungswege und helfen, die Synthesebemghungen zu
priorisieren.

Inzwischen ist bekannt, dass der Stoffwechsel von Arz-
neimitteln Metabolite mit grundlegend ver-nderten funktio-
nellen Eigenschaften erzeugen kann, beispielsweise in Bezug
auf die biologische Aktivit-t, die Ausscheidungsgeschwin-
digkeit und die Toxizit-t. Daher sollte hier eine mçgliche
Gefahr gesehen werden, vielleicht aber auch die nicht er-
schlossene Gelegenheit, die Chancen auf die Entdeckung von
Wirkstoffen zu verbessern.[8] Dieser Aufsatz liefert keine
vollst-ndige oder historische Betrachtung, sondern er be-
leuchtet wichtige Anwendungen chemischer C-H-Oxidatio-
nen an Wirkstoffgrundgergsten und dazu aussichtsreiche
Reaktionen. Die vordringliche Absicht ist, Medizinalchemi-
ker auf die aktuellen Fortschritte bei der C-H-Oxidation
aufmerksam zu machen und gleichzeitig Hochschulforscher
darauf hinzuweisen, dass bei der Wirkstoffsuche auch noch
Herausforderungen jenseits der Kngpfung von C-C- und C-
N-Bindungen zum Aufbau von Molekglen existieren.
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1.1. Aktuelle Ans-tze zur Identifizierung und Charakterisierung
von Wirkstoffmetaboliten

In-vitro-Systeme wie Lebermikrosomen, S9-Leberfrak-
tionen, zytosolische Fraktionen, Hepatocyten und Plasma
werden routinem-ßig in Untersuchungen der metabolischen
Stabilit-t und der Identifizierung von Metaboliten (MetID)
genutzt. Außerdem ist der direkte Nachweis von Metaboliten
in komplexen biologischen Flgssigkeiten oder Geweben sehr
wgnschenswert und wird oft durchgefghrt. Solche Ans-tze
werden durch ausgefeilte bioanalytische Techniken wie die
Tandem-Flgssigkeitschromatographie/Massenspektrometrie
(LC-MS/MS)[9, 10] oder – weniger gebr-uchlich – die Kern-
resonanzspektroskopie (NMR)[11] ermçglicht. Dennoch bleibt
die MetID langsam, arbeitsintensiv und oft unvollst-ndig
(gleichzeitige Analyse vieler unbekannter Metabolite in oft
niedrigen Konzentrationen in der gleichen Probe ohne Re-
ferenzstandards, Wahl von S-ulenmaterialien, Elutionsbe-
dingungen, Interpretation von Retentionszeiten, Analyse von
Fragmentmustern, Massen-nderungen usw.). Aktuell haben
Wissenschaftler von Merck in einem bahnbrechenden Artikel
die Anwendung affinit-tsbasierter Massenspektrometrie
(AS-MS) in der MetID beschrieben, die bis dahin nur zur
Suche nach Wirkstoffkandidaten eingesetzt wurde.[12] Hier
wurde AS-MS zur Identifizierung interessierender Metabo-
liten (die an die Zielstruktur binden) genutzt; anschließend
wurden sie im Mikromaßstab isoliert, um sie NMR-spektro-
skopisch mit der 1.7-mm-MicroCryoProbe-Technik zu cha-
rakterisieren.[12]

Mit vielstufigen chemischen Synthesen werden dann ste-
reochemische Konfiguration, Regioselektivit-t der Oxidation
usw. best-tigt. Wenn eine praktikable Synthese etabliert
werden konnte, wurden die Metaboliten in grçßerem Maß-
stab hergestellt, oft auf langen und schwierigen Routen. In-
sofern bleiben Biotransformationsans-tze das Arbeitspferd
auf diesem Gebiet (siehe Abschnitt 2.1).[13] Mit einem tiefe-
ren Verst-ndnis fgr die Faktoren, die die Chemo- und Re-
gioselektivit-t bestimmen, kçnnte man erwarten, dass eine
Serie von gbergangsmetallkatalysierten Varianten dieses

Konzepts (Chemotransformation im Gegensatz zu Biotrans-
formation;[2a, 14, 15] Schema 1)
* technologisch dem Medizinalchemiker besser zug-nglich

sein kçnnte,
* eher in einer Parallelsynthese im pr-parativen Maßstab

nutzbar gemacht werden kçnnte,
* sowohl konkordante als auch orthogonale Reaktivit-ts-

muster im Vergleich zu den fgr Biotransformationen be-
obachteten zeigt,

* und sich mçglicherweise weiterentwickeln l-sst, um eine
direkte C-H-zu-C-F-Umwandlung (als metabolostatische
Strategie) zu erreichen.

2. Biotransformation, chemische C-H-Oxidationsver-
fahren und vergleichende Untersuchungen

2.1. Biotransformation

In-vitro-Biotransformationsversuche bleiben das Ar-
beitspferd, um Wirkstoffmetabolite in pr-parativem Maßstab
herzustellen.[13, 16] Das Arsenal fgr diese Versuche reicht von
gereinigten rekombinanten humanen CYPs gber ganze
Zellen, die CYPs exprimieren, bis hin zu verschiedenen Mi-
kroorganismen. Außerdem gibt es wichtige Fortschritte bei
der Korrelierung der Reaktivit-t dieser kgnstlichen Systeme
mit humanen CYPs, sodass man die relevantesten Katalysa-
toren einsetzen kann.

Die heterologe rekombinante Expression einzelner CYP-
Isoformen in Bakterien, Hefe, Insekten- oder S-ugerzellen
macht lçsliche Enzymvarianten verfggbar. Von diesen Ex-
pressionssystemen scheint Escherichia coli (E. coli) besonders
gut fgr großvolumige Anwendungen geeignet zu sein, obwohl
die Reaktionsgeschwindigkeiten niedrig sind und die CYPs
mit einer Reduktase coexprimiert werden mgssen.[17] Zu-
s-tzlich finden pilzliche unspezifische Peroxygenasen
(UPOs)[18] und genetisch ver-nderte BM3-Varianten, welche
sezernierte Enzyme (ohne Cofaktorbedarf) sind, immer mehr
Anwendung in Biotransformationen, unter anderem, weil sie

Schema 1. Bio- und Chemotransformationen als orthogonale Ans-tze, um Wirkstoffmetaboliten im pr-parativen Maßstab herzustellen. MetID =
Metabolitidentifizierungsstudien. rhCYPs = rekombinante humane Cytochrome P450.
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den zus-tzlichen Vorteil haben, dass sie mit organischen Lç-
sungsmitteln kompatibel sein kçnnen. Gegengber dem Ein-
satz von Hepatocyten, S9-Fraktionen und Lebermikrosomen
menschlichen oder tierischen Ursprungs, die Mischungen von
CYPs enthalten, haben sie erhebliche Vorteile. Daher kann
man Probleme wie Reproduzierbarkeit, Trennung und Cha-
rakterisierung komplexer Produktgemische und das zusam-
men mit der Variabilit-t zwischen verschiedenen Arten er-
warten.

Zus-tzlich wird die Feinjustierung von Reaktivit-t und
Spezifit-t von CYPs gber „umgekehrte“ gerichtete Evolution
aktiv verfolgt. Im Unterschied zur gberwiegenden Mehrheit
der Enzyme hat sich die evolution-re Promiskuit-t der CYPs
gber viele Arten hin erhalten. Geleitet von strukturellen Er-
kenntnissen haben verschiedene Forschergruppen inzwischen
nachgewiesen, dass diese promisken Enzyme mit modernen
Verfahren des Protein-Engineering in selektive Biokatalysa-
toren entwickelt werden kçnnen, die die Metaboliten der
Wahl umsetzen.[19]

Zusammen bilden diese Systeme eine leistungsf-hige
Plattform, mit der man Zugang zu einer breiten Palette oxi-
dierter Metabolite erhalten kann, die von Benzylzentren, N-
Alkylaminen, Ethern und anderen C(sp3)- und C(sp2)-H-
Bindungen in einem Schritt abgeleitet werden kçnnen
(Schema 2); ausgew-hlte Anwendungsbeispiele sind unten

ausgefghrt. Die Beispiele sollen nur die ausgezeichnete
Regio- oder Chemoselektivit-t bei gleichzeitiger Diversit-t
der C-H-Oxidationsreaktionen, die durch diese Enzyme ka-
talysiert werden, demonstrieren. Wir zitierten aktuelle Bei-
spiele, die nicht zuvor an anderer Stelle angefghrt worden
sind, und bei denen auch aktuelle Ausbeuten angegeben sind.
Fgr eine umfassendere Darstellung dieses Gegenstandes
einschließlich wichtiger Publikationen seien die Leser auf
neuere maßgebliche 3bersichtsartikel verwiesen.[13, 16, 19]

Mit BM2-Mutanten wurden die Metaboliten und vermu-
teten Metaboliten von Naproxen (9, nichtsteroidale entzgn-
dungshemmende Substanz, NSAID), Diclofenac (10,
NSAID) und Amitriptylin (11, Antidepressivum)[20] verfgg-
bar. Aus Naproxen wurde der O-demethylierte Metabolit 12
unter diesen Bedingungen mit 57 % Ausbeute gebildet (Ta-
belle 1). Interessanterweise wurde das Methylketon 13, das
auch unter chemischen Bedingungen gebildet wird (26 %,
siehe Schema 11), in 62% Ausbeute isoliert. Die Enzyme
differenzierten auch zwischen den Phenylgruppen (Chemo-
selektivit-t) und den C(sp2)-H-Bindungen (Regioselektivit-t)
in Diclofenac, was anhand der Bildung von Milligramm-
Mengen der Phenol-Metabolite 14 und 15 (34 % und 47%
HPLC-Ausbeute) sichtbar wurde. Schließlich wurde mit
diesen Biokatalysatoren auch eine Kombination von Meta-
boliten von Amitriptylin (einfache und doppelte N-Deme-

thylierung sowie Benzylhydro-
xylierung; 16, 17, 18, 19) erhal-
ten.

In einer anderen eleganten
Untersuchung durchlief der bcr/
abl-Kinaseinhibitor Dasatinib
(20, tumorhemmend) eine Hy-
droxylierung an der bekannten
metabolischen Schwachstelle am
Arylrest bei Behandlung mit
Streptomyces sp. Dagegen oxi-
dierte Streptomyces griseus se-
lektiv das Substrat an der ben-
zylischen Methylengruppe, einer
anderen bekannten Stelle fgr
einen Stoffwechselangriff in vivo
(Tabelle 1). Damit waren ortho-
gonale Bedingungen fgr ver-
schiedene Metaboliten gefun-
den.[21]

Pharmakokinetische (PK)
Studien geben oft Aufschluss
gber die Wahl der Biotransfor-
mationsmethode. Beispielsweise
erreichte man mit oral verab-
reichtem BMS-1 (23, blutdruck-
senkend) nur einen niedrigen
systemischen Spiegel in Cyno-
molgus-Affen. Folglich unter-
suchte man Lebermikrosomen
aus dieser Art; als Hauptmeta-
bolit wurde 5-Hydroxymethylis-
oxazol 24 identifiziert, das sich
auch als wichtigster Metabolit

Schema 2. Gemeinsame Positionen ffr metabolische Angriffe in vivo – Potenzial ffr verbesserte Wirk-
stoffe oder reaktive Metaboliten.
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nach Umsetzung in humanen Lebermikrosomen entpuppte.
In der Folge ließ sich der reine Metabolit 24 in 59 % Ausbeute
isolieren.[22]

3ber die direkte Oxidation dieser Substrate mit chemi-
schen Methoden ist in der Literatur nichts zu finden, aber
zweifelsohne kçnnte sich dieses Unterfangen als extrem
schwierig herausstellen.

2.2. Biomimetische C-H-Oxidationen

Rçntgenstrukturanalysen, Computerverfahren und de-
taillierte kinetische Untersuchungen haben Licht auf den
Mechanismus geworfen, nach dem CYPs Xenobiotika oxi-
dieren.[23] Gleichzeitig wurden biomimetische Katalysatoren
entwickelt, die auf einer Nachahmung des aktiven Zentrums
(ohne die umliegende komplexe Proteinarchitektur) beruhen,
um so die selektiven Oxidationen in der Natur zu reprodu-
zieren. Die Strukturmotive sind meist reaktive Metall-Oxo-

Gruppen (typischerweise mit
Eisen-, Mangan- oder Kupferzen-
tren), die durch Liganden (Porphy-
rine, EDTA und andere) stabilisiert
sind.[24] Einige dieser Systeme
werden in der der Synthese von
Wirkstoffmetaboliten eingesetzt.

Das Udenfriend-System, das
den Monooxygenase-Enzymen
nachempfunden ist, wurde erstmals
1954 beschrieben[25] und wird seit-
dem weiter untersucht.[26] Der Ka-
talysator wird in situ erzeugt, indem
das Eisen(II)-Salz mit einem Re-
duktionsmittel (Ascorbins-ure)
und EDTA unter Sauerstoffatmo-
sph-re in w-ssrigem Medium ge-
mischt wird. Nach diesem einfach
zu handhabenden Verfahren lassen
sich aromatische und aliphatische
Ringe effizient hydroxylieren;
daher wird die Methode trotz oft
schlechter Ausbeuten fgr die Me-
tabolitsynthese eingesetzt.[27] Die
ihnlichkeit dieses biomimetischen
Modells mit oxidativen Enzymen ist
sehr groß und es wurde ein Me-
chanismus vorgeschlagen, um seine
Reaktivit-t zu beschreiben, aller-
dings muß dieses Modell noch
endggltig best-tigt werden (Abbil-
dung 1).

Eine modifizierte Kombination
von Reaktionsbedingungen mit
Mn(OAc)2 in Verbindung mit
FeSO4 wurde kgrzlich zur Bildung
von Aren-Hydroxylierungsproduk-
ten von Oxcarbazepin (26, krampf-
lçsend), Buspiron (2, angstlçsend),
Imipramin (27, antidepressiv) und

Propanolol (28, b-Blocker, Tabelle 2)[28] eingesetzt. Bemer-
kenswert ist, dass dieses System elektronenreiche und elek-
tronenarme (Hetero)Arene hydro-
xylieren kann, allerdings sind in allen
F-llen die Ausbeuten sehr schlecht.
Die gewgnschten Metaboliten
kçnnen andererseits auf diese Art
schnell, kostenggnstig und umwelt-
freundlich hergestellt werden. Wei-
tere Entwicklungen dieses Kataly-
satorsystems werden es wahrschein-
lich zu einem System der Wahl fgr
medizinalchemische Anwendungen
machen.

Eine der umfangreichsten Ligandenklassen, die bis heute
in biomimetischen Reaktionen untersucht worden sind, sind
die Porphyrine. Die sterischen und elektronischen Anforde-
rungen sind detailliert charakterisiert worden; Eisen und
Mangan sind die Metalle der Wahl. Angeregt durch diese

Tabelle 1: Aromatische und benzylische Hydroxylierungen, O- und N-Demethylierung durch Biotrans-
formation.

[a] Ausbeuten an isolierten Produkten, wenn nicht anders angegeben. [b] Optimale Ausbeute bei einem
Screening einer Reihe von BM3-Mutanten. [c] Nicht isoliert, HPLC-Ausbeute. [d] Streptomyces sp.
[e] Streptomyces griseus. [f ] Affenleber-Mikrosomen.

Abbildung 1. Mçgliche
aktive Katalysatorform
des Udenfriend-Sys-
tems.
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wegweisenden Entdeckungen wurde eine Screening-Platt-
form untersucht, um Wirkstoffkandidaten gber eine chemi-
sche C-H-Oxidation ausschließlich mit Metalloporphyrinen
zu oxidieren.[29] Diese Methode bringt kommerziell erh-ltli-
che Eisen-, Mangan-, Ruthenium- und Chrom-Porphyrine zur
Anwendung, deren bekannte Reaktivit-t den Auswahlpro-
zess fgr das Substrat lenkt (Schema 3). Der erste Suchlauf
wird auf einer Platte mit 96 Vertiefungen durchgefghrt und
erfordert nur sehr wenig Substrat (5–10 mmol).

Beispiele fgr die Suchbedingungen im zweiten Schritt in
der 36er-Titerplatte sind drei Metalloporphyrinkomplexe
([Fe(TNO2PP)], [Mn(TDClPP)], [Fe(TFPP)]), fgnf Oxida-
tionsmittel (H2O2, PhIO, Oxon, CumOOH, m-CPBA) und
zwei Lçsungsmittelgemische (DCE/MeCN oder MeOH/
MeCN, je 1:1). Dieses Ablaufschema -hnelt sehr dem Bio-
transformationsansatz, ist aber aufgrund praktischer Ein-
schr-nkungen nicht fgr das Durchmustern anderer Verbin-
dungen als Metalloporphyrine geeignet (z. B. unterschiedliche
Reaktionstemperaturen und -protokolle, eventuell langsames
Zudosieren erforderlich, Einsatz spezifischer Reagenzien).
Verschiedene Anwendungsbeispiele fgr diese Technologie
auf Wirkstoffgergste sind im Folgenden gezeigt.

Mit diesem Ansatz und unter optimalen Bedingungen
wurde Antalarmin (33, Antidepressivum) selektiv an der C6-
Position im 200-mg-Maßstab oxidiert, was drei Produkte lie-
ferte: Alkohol (34, 21 %), Aldehyd (35, 12 %) und Methyl-
ether (36, 9 %, Schema 4). Die Regioselektivit-t stimmt mit
Studien gberein, die zeigen, dass die Abstraktion von H2 zum
stabilsten Radikal fghrt (im Vergleich zu den Radikalen, die

bei der Abstraktion der anderen fgnf aktivierten Methyl-
Wasserstoffatome H1, H3–H7 entstehen).

Die neuen Produkte wurden in biologischen Tests be-
wertet; mit Ausnahme des Aldehyds 35 sind sie 3- bis 5-mal
wirksamer als das Ausgangsmolekgl. Außerdem kçnnten
durch die Abnahme von clogP die physikochemischen Ei-
genschaften verbessert und die Stabilit-t der neuen Analoga
im Stoffwechsel gesteigert werden.

In einer anderen erfolgreichen Anwendung dieses
Screening-Schemas wurde der Oxytocin-Antagonist 37 mit
dem Mangan[tetrakis(2,6-dichlorphenyl)porphyrin]-Kom-
plex [Mn(TDClPP)] behandelt; dabei entstand selektiv mit
6% Ausbeute das Hydroxymethylanalogon 38, das auch als
In-vivo-Metabolit bekannt ist (Schema 5).[30]

Dimethylaminoantipyrin (39, entzgndungshemmend)
tr-gt drei verschiedene Methylgruppen, von denen zwei im
In-vivo-Metabolismus angegriffen werden kçnnen. Mit der
Screening-Plattform wurden Katalysatoren und Reaktions-
bedingungen identifiziert, um diese metabolischen Schwach-
stellen selektiv anzugreifen (allylische und N,N-Dimethyl-C-
H-Bindungen) (siehe Schema 6).[31] Die Kombination von
Eisen[tetrakis(ortho-nitrophenyl)porphyrin]chlorid ([Fe-

(TNO2PP)Cl]) und Imidazol er-
brachte den Alkohol 40 in guter
Ausbeute (50%). Drei andere
Eisen-Katalysatoren griffen selektiv
die N,N-Dimethyl-C-H-Bindungen
an und erzeugten N-Formamid 41
(22%), N-Methylamin 42 (70%)

Tabelle 2: Aktuelle Anwendung eines modifizierten Udenfriend-Systems
auf Wirkstoffe.[a]

[a] Reaktionsbedingungen: FeSO4 (1 hquiv.), Mn(OAc)2 (1.5 hquiv.),
EDTA (1 hquiv.), Ascorbins-ure (7 hquiv.), O2-Acetatpuffer pH 4.5,
40–6088C, 2–48 Std. EDTA-Ethylendiamintetraacetat.

Schema 3. Suchtrichter ffr phorphyrinbasierte biomimetische Oxidationen.

Schema 4. Oxidation des Antagonisten des Corticotropin-releasing-
hormone-Rezeptors 1 (CRF-1) Antalarmin (33). Werte in Klammern
sind relative Energien [kcalmol@1] der neutralen Radikale, die durch
C-H-Abstraktion an den verschiedenen benzylischen und a-Amino-Po-
sitionen entstehen. [a] m-CPBA, Fe(TFPP) (10 Mol-%), MeOH/MeCN
(1:1), 6 h, RT. m-CPBA = meta-Chlorperoxybenzoes-ure. TFPP = Tetra-
kis(pentafluorphenyl)porphyrin.
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oder das doppelt demethylierte Amin 43 (60 %). Außerdem
ließ sich das N-Methylformamid 44 auch mit 72 % Ausbeute
mithilfe von Eisen[tetrakis(pentafluorphenyl)porphy-
rin]chlorid, [Fe(TFPP)Cl], synthetisieren. Verbindung 44
konnte durch N-Deformylierung dann weiter zu Verbindung
42 umgesetzt werden.

Der Katalysator [Fe(TNO2PP)] konnte auch den meta-
bolisch labilen N,N-Dimethylanilin-Rest von Mifepriston (45)
oxidieren (Schema 7).[29] Das N-Formamid-Derivat 46 wurde

mit 19% Ausbeute isoliert; ausgehend davon konnte durch
N-Deformylierung ein In-vivo-Metabolit von Mifepriston
erhalten werden. Eine Kombination von [Fe(TFPP)] und
Wasserstoffperoxid kann auch die Anilinalkylgruppe angrei-
fen. In diesem Fall verlief die entsprechende N-Formamid-
Bildung gleichzeitig mit einer Ringfragmentierung zu 47
(32 % Ausbeute). Beide Analoga behielten ihre Aktivit-t
gegen die Zielstruktur.

Insgesamt zeigen diese Beispiele, dass klassische biomi-
metische Katalysatoren sich zur selektiven Oxidation akti-
vierter C-H-Bindungen in komplexen Pharmaka eignen. Die

Produkte kçnnen in pr-parativem Maßstab
isoliert werden, was neue Optionen fgr eine
Struktur-Wirkungs-Analyse erçffnet.

2.3. Vergleichende Untersuchungen
2.3.1. Naturstoffe

Die Arbeitsgruppe um Baran unter-
suchte zusammen mit Wissenschaftlern von
Bristol-Myers Squibb chemische und enzy-
matische Methoden zur Oxidation von ali-
phatischen C-H-Bindungen, um die Lçs-
lichkeit mehrerer Lupan-Gergste ohne ba-
sische Amingruppen, darunter Betulin (48)
und Betulins-ure (49), zu verbessern
(Schema 8).[32] Verschiedene C-H-Oxida-

tionsprodukte konnten mit chemischen Methoden hergestellt
werden. Bemerkenswerte Beispiele sind die Oxidation einer
geschgtzten S-ure (50) mit gerichteter iridiumkatalysierter C-
H-Silylierung nach Hartwig zum Diol 51 in 22 % Ausbeute
nach Tamao-Oxidation (Schema 8a).[33] Diese Arbeit ergab
auch eine bemerkenswerte selektive Methyl(trifluorme-
thyl)dioxiran(TFDO)-vermittelte C-H-Oxidation der Me-
thylengruppe C16 von 52 zum Keton 53.[34]

Naturstoffe aus der Terpenfamilie waren eine besonders
ngtzliche Strukturklasse fgr Substrate, an denen neue C-H-
Oxidationsreaktionen entwickelt und getestet werden konn-
ten. Fortschritte konnten durch den Einsatz biophysikalischer
und rechnergestgtzter Methoden ebenso erzielt werden wie
durch empirische Regeln, um Reaktivit-tstrends bei C-H-
Bindungen in dieser Strukturklasse vorherzusagen und zu
erkl-ren. Diese Bestrebungen sollten auch die Medizinal-
chemiker ermuntern, diese einzigartigen Chemotypen als
Ausgangspunkt fgr die Suche nach neuen Wirkstoffen zu
nutzen.

Zwei Mikroorganismen, die Bakterien Streptomyces fra-
gilis und Bacillus megaterium, bildeten C2/C7- und C2/C15-
oxidierte Produkte 54 und 55 aus Betulins-ure (49), w-hrend
verschiedene andere Strukturanaloga dieser Substrate fgr
Biokatalysatoren unzug-nglich waren (Schema 8b). Obwohl
keine echten Metaboliten unter diesen Bedingungen synthe-
tisiert wurden, dient diese Arbeit als wichtiges Beispiel, bei
dem sich chemische und enzymatische Oxidationsmethoden
als orthogonal erwiesen haben.

Schema 6. Orthogonale Bedingungen zur Oxidation von Dimethylaminoantipyrin (39).
[a] Metalloporphyrin (20 mL, 5 mg mL@1) in DCE, HCO2H (1.8 mL), Oxidationsmittel
(2 hquiv.), MeOH/MeCN, RT, 3 h; prozentualer Umsatz gem-ß HPLC. [b] Mit Imidazol
(6 mL) als Ligand und MeCN/DCE anstelle von MeOH/MeCN. TNO2PP = Tetrakis(ortho-
nitrophenyl)porphyrin.

Schema 7. Eisenporphyrin/Peroxid-Oxidation von Mifepriston (45).
[a] [Fe(TNO2PP)] (10 Mol-%), CumO2H, DCE, RT, 6 h. [b] [Fe(TFPP)]
(10 Mol-%), H2O2, DCE, RT, 4 h. Pr = Progesteron-Rezeptor. Clint =
intrinsische Clearance.

Schema 5. Benzyloxidation des Oxytocin-Antagonisten 37. [a] m-CPBA,
Mn(TDClPP) (5 Mol-%), MeOH/MeCN (1:1), 15 h, RT. TDClPP =

Tetra(2,6-dichlorphenyl)porphyrin.
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2.3.2. Pharmazeutika

Die beim Menschen entstehenden Metabolite des Gal-
lens-uren-Reabsorptionshemmstoffes SAR548304 (56) sind
bekannt, und pilzliche unspezifische Peroxygenasen (UPOs)
wurden als Katalysatoren zu ihrer Synthese untersucht
(Schema 9).[18] Wie BM3-Mutanten sind auch UPOs oft in
organischen Lçsungsmitteln aktiv, was im Fall von Verbin-
dungen, die in w-ssrigen Medium schlecht lçslich sind, vor-
teilhaft sein kann. Daher werden solche Enzyme (ein-
schließlich der aromatischen Peroxygenasen APOs) in zu-
nehmendem Ausmaß fgr die Herstellung von Metaboliten
eingesetzt.[18,35] Das Produkt der doppelten N-Demethylie-
rung von SAR548304 (57) wurde mit 66 % Ausbeute in einem
einzigen Schritt erhalten (Schema 9a). Dagegen erfordert die
chemische Synthese fgnf Stufen von einem bereits komplexen
Zwischenprodukt (61) aus, sowie einige chromatographische

Reinigungsschritte, um das Produkt mit einer Gesamtaus-
beute von 27 % zu erhalten (Schema 9b).

Eine seltene Anwendung der gerichteten Evolution von
CYPs zur Synthese von Wirkstoffmetaboliten wurde von
Fasan et al. beschrieben.[36] Die Gruppe richtete die Selekti-
vit-t von P450 BM3 auf die C6a- und C7-Positionen von
(++)-Artimisinin (62) aus; dieses sind auch die bekannten
Stellen fgr den Angriff im Stoffwechsel.[37] Zu diesem Zweck
wurde eine mittelgroße BM3-Mutantenbibliothek (ca. 105

Elemente), die gegen Reste in der Nachbarschaft des kata-
lytischen H-mzentrums gerichtet waren, hergestellt und in
einer 96er-Titerplatte mit kgnstlichen Sonden kalorimetrisch
auf vielversprechende Verbindungen untersucht. Eine kleine
Auswahl wurde dann gegen Artemisinin getestet, um Modelle
zur Selektivit-tsvorhersage zu entwickeln. Aus diesem Pro-
cedere entstanden letztlich Biokatalysatoren, die selektiv C7-
(R)-, C7(S)- und C6a-Hydroxyartemisinin-Derivate (63, 64,
65) in pr-parativem Maßstab (bis 400 mg) verfggbar machen
(Schema 10). Das chemische iquivalent der C7-Oxidation
von Artemisinin wurde von White et al. beschrieben; sie
verwendeten den biomimetischen Nichth-m-Eisen(II)-Kata-
lysator Fe(S,S-CF3PDP) (Schema 13b).[38] Das Produkt der
weitergehenden Oxidation, Keton 66, wurde nach vier Re-
aktionszyklen in 52 % Ausbeute isoliert. Es wird dazu zwar
nichts weiter ausgefghrt, aber die stereoselektive Reduktion
des Ketons zum gewgnschten Metaboliten sollte in diesem
starren Gergst mçglich sein.

Schema 8. Oxidation von Betulin (48) und dem Betulins-urederivat
(49). [a] Et2SiH2, [Ir(cod)(OMe)]2 (1 Mol-%), RT, 12 h; nach Verdamp-
fen des Silans [Ir(cod)(OMe)]2 (2 Mol-%), Me4Phen (5 Mol-%), Nor-
bornen, 120 88C, 36 h. [b] H2O2, KHCO3, 50 88C, 12 h. [c] TFDO. [d] Strep-
tomyces fragilis SC16401. [e] Keine Ausbeute angegeben. [f ] Bacillus
megaterium SC16644. TFDO = Methyl(trifluormethyl)dioxiran.

Schema 9. Zugang zu den Metaboliten des Gallens-uren-Reabsorpti-
onsinhibitors SAR548304 (56). [a] MroUPO. [b] Reaktion nach 90 min
angehalten. [c] 59 und 60 kçnnen isoliert (Ausbeuten nicht angegeben)
und dann zu 57 und 58 hydrolysiert werden.
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Versuche, P450 von BM3 weiterzuentwickeln, fghrten
auch zur Synthese eines echten Metaboliten (67) von Buspi-
ron mit ausgezeichneter Stereoselektivit-t (Abbildung 2).
Bisher wurde zu dieser Transformation noch keine chemische
Entsprechung publiziert.[39]

In einer systematischen Untersuchung in unseren Labors
bei Novartis wurde unser Arsenal an Biotransformationen
(14 rekombinante humane CYPs, coexprimiert in E. coli, 5
bakteriell exprimierte CYPs und S9-Fraktionen von 10 Le-
berpr-parationen) mit einer Zusammenstellung klassischer
und moderner C-H-Oxidationskatalysatoren verglichen: Alle
wurden zur Gewinnung von Metaboliten des „Smoothened-
hedgehog“-Antagonisten 68, von Naproxen (9) und Oxcarb-
azepin (26) eingesetzt.[2a] Zus-tzlich wurde 68 mit einer Pro-
gnosesoftware, MetaSite,[40] untersucht, um mçgliche meta-
bolische Schwachstellen auf virtuellem Wege zu identifizieren
(Tabelle 3 a). Die Tests der experimentellen Biotransforma-
tion starten mit einer analytischen Durchmusterung, um
Hinweise fgr die Auswahl der geeigneten Methoden fgr den
pr-parativen Maßstab zu erhalten (Tabelle 3b). Mit diesem
Ansatz wurden fgnf mçgliche Hauptmetabolite von 68 isoliert
und vollst-ndig charakterisiert (Tabelle 3c).[41]

Fgr die Verbindungen 9 und 26, die als NSAID bzw.
krampflçsendes Medikament auf dem Markt sind, sind die
humanen Metabolite dokumentiert und charakterisiert (Ta-
belle 4). Auf Naproxen angewendet gelangte man mit dieser
Verfahrenssequenz zum O-demethylierten Metaboliten 12 in
geringer Ausbeute (Tabelle 4c). Das Produkt 77 einer
Naphthalinhydroxylierung wurde ebenfalls bei einer analyti-
schen Durchmusterung identifiziert, konnte aber wegen der

Schema 10. Biotransformation und chemische Oxidation von (++)-Arte-
misinin (62). [a] X-E12. [b] IV-H4. [c] II-H10. [d] Fe(S,S-CF3PDP) (15
Mol-%), H2O2 (3.6 hquiv.), AcOH (1.5 hquiv.), MeCN.

Abbildung 2. Selektive Oxidation von Buspiron (2). [a] BM3-Variante 9-
10A-F87A.

Tabelle 3: Biotransformation des Smoothened-hedgehog-Inhibitors 68.

Tabelle 4: Analytische Durchmusterung der Biotransformation von Ox-
carbazepin (26) und Naproxen (9).

[a] CYP102A7. [b] CYP3A4. [c] CYP2C18. [d] CYP3A5. [e] Pferdeleber-S9-
Fraktion. [f ] CYP102A7.
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unzureichenden Ausbeute nicht isoliert und charakterisiert
werden. Aus Oxcarbazepin wurden nach diesem Prozess die
Oxidationsprodukte 78, 79, 80 und 81 sowie der in vivo vor-
kommende Metabolit 82 gewonnen. Dennoch war diese In-
vitro-Biotransformationsstrategie insgesamt ziemlich ineffi-
zient, sodass nach alternativen Strategien gesucht wurde,
beispielsweise nach chemischen Methoden, mit denen diese
Metaboliten in pr-parativem Maßstab zug-nglich werden.

Es wurde eine Vielzahl moderner C(sp2/sp3)-H-Oxida-
tionsverfahren von verschiedenen Arbeitsgruppen unter-
sucht, um die 3bereinstimmung solcher chemischer Synthe-
seans-tze mit den bekannten Biotransformationswegen zu
best-tigen. Zu den getesteten Methoden gehçren Reaktionen
auf Basis von 3bergangsmetallkatalyse mit Mangan, Eisen,
Kupfer, Ruthenium, Iridium, Palladium, Silber, Rhenium,
Platin und Gold, außerdem Ans-tze mit Nichtmetallkataly-
satoren.[2a] In den meisten F-llen waren die Substrate fgr
diese Untersuchungen nicht speziell auf das bekannte Sub-
stratspektrum der Katalysatoren abgestimmt, sondern die
Bedingungen wurden eher als Repr-sentanten der letzten
Fortschritte in dem Arbeitsfeld gew-hlt. Die meisten Bedin-
gungen, die auf Verbindung 68 angewendet wurden, resul-
tierten in der Bildung des N-Oxids, dem Ausbleiben einer
Reaktion oder dem vollst-ndigen Abbau des Molekgls.[2a]

Letztendlich erwies sich ein einfaches Metallsalz (CuI) in
Verbindung mit molekularem Sauerstoff als effizient, um eine
benzylische C-H-Oxidation zu katalysieren (Tabelle 5); au-
ßerdem zeigte das System eine breite Toleranz gegengber
basischen Funktionalit-ten, wenn die benzylischen C-H-
Oxidationsprodukte 83 und 84 (mit gleichzeitiger Eliminie-
rung des labilen terti-ren Alkohols) gebildet wurden. Letz-
teres ließ sich vermeiden, indem man CuI durch FeCl3 er-
setzte; der gewgnschte Metabolit (85) konnte in 24% Aus-
beute isoliert werden.[2a]

Auch Naproxen (9) zeigte unter den gleichen chemischen
Bedingungen eine sehr eingeschr-nkte Reaktivit-t; nur das
oxidative Decarboxylierungsprodukt 13 wurde in 26 % Aus-
beute mit KMnO4 in tBuOH isoliert (Schema 11). Die Ver-
bindung kçnnte von dem hydroxylierten Zwischenprodukt 86
stammen, da der Katalysator bekannt dafgr ist, benzylische
C-H-Bindungen zu oxidieren. Der vermutete fgnfgliedrige
Mangan-Chelatkomplex (86) sollte leicht oxidativ decarb-
oxylieren und Kohlendioxid und das Keton freisetzen. Inter-
essant ist, dass Verbindung 13 auch in vitro unter Biotrans-
formationsbedingungen mit einer entsprechend konstruierten
BM3-Mutante gebildet wird (siehe Tabelle 1).

Ein drittes Substrat, Oxcarbazepin (26), erwies sich, ab-
gesehen von einer aromatischen Hydroxylierung mit geringer
Ausbeute (siehe Tabelle 2), als ziemlich reaktionstr-ge; eine
benzylische Oxidation mit Bis(acetoxy)iodbenzol in Essig-
s-ure 87 gelang mit 26% Ausbeute (Schema 12).[2a]

Die bis hierher diskutierten Ergebnisse sollen illustrieren,
dass die klassischen und bislang entwickelten C-H-Oxida-
tionsverfahren nicht fgr effiziente Umsetzungen komplexer
pharmazeutischer Verbindungen geeignet sind. Weitere
Fortschritte auf diesem Gebiet erfordern die Entwicklung
neuer katalytischer Reaktionen, die typische Strukturmerk-
male von Wirkstoffen wie basische Stickstoffzentren tolerie-
ren.

3. Moderne C-H-Oxidationen

3.1. Oxidation nichtaktivierter C(sp3)-H-Bindungen in komplexen
Pharmazeutika

Beispiele fgr diesen Anwendungstyp sind selten, weil die
Hydroxylierung nichtaktivierter C(sp3)-H-Bindungen mit
chemischen Mitteln noch immer eine schwierige Aufgabe
ist.[2, 42] Wir haben in diesem Abschnitt daher auch interes-
sante Beispiele aufgenommen, in denen es speziell um die
Metabolitsynthese von Wirkstoffen geht, die aber den Fort-
schritt auf diesem Feld anhand von Substraten veranschauli-
chen, die der strukturellen Komplexit-t von Pharmazeutika
gleichkommen. Wir erwarten, dass der Bedarf an solchen C-
(sp3)-H-Oxidationsverfahren fgr die Metabolitsynthese in
Zukunft steigen wird, denn es besteht ein Trend zur Reduk-
tion der Zahl aromatischer Ringe in Wirkstoffen. Aktuelle
Untersuchungen sind zu dem Schluss gekommen, dass „sogar
in einem definierten Lipophilie-Bereich die Zunahme der
Zahl aromatischer Ringe zu einer verringerten Wasserlçs-
lichkeit fghrt.“ [43] Ein Medikament muss sich lçsen, um als
ersten Schritt zum Wirkort den Kreislauf zu erreichen und

Tabelle 5: Oxidation von Phthalazin 68 zum gewfnschten Metaboliten
85.

[a] CuI (10 Mol-%), O2, AcOH (1 hquiv.), DMSO, 110 88C, 16 h. [b] FeCl3
anstelle von CuI.

Schema 11. Permanganatoxidation des nichtsteroidalen Entzfndungs-
hemmers Naproxen (9). [a] KMnO4 (5 hquiv.), tBuOH, 40 88C, 16 h.

Schema 12. Chemotransformation von Oxcarbazepin (26). [a] PhI-
(OAc)2 (2 hquiv.), AcOH, 100 88C, 2–16 h.
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dort im Blutstrom zu bleiben. Daher ist die Verbesserung
einer schlechten Lçslichkeit eine wesentliche Entwicklungs-
aufgabe, die w-hrend der Optimierung der Leitstruktur an-
gegangen werden muss. Es ist allgemein bekannt, dass die
Einfghrung polarer Gruppen in das Wirkstoffgergst erfor-
derlich ist, auch wenn dies nicht immer ausreicht, um die
Lçslichkeit zu verbessern. Als neue Optimierungsstrategie
hat sich die Einfghrung von Strukturelementen entwickelt,
die die Kristallpackung stçren (weniger planare Komponen-
ten) und die Energiebarriere fgr die Auflçsung senken. Au-
ßerdem hat eine aktuelle Untersuchung ergeben, dass die
molekulare Komplexit-t nicht nur die physikochemischen
Eigenschaften von Verbindungen verbessert, sondern auch
die Zahl der Bindungsstellen abseits des Wirkorts („off-tar-
gets“) und die CYP450-Hemmung verringert. Hier wurde die
Komplexit-t an zwei Parametern festgemacht, dem sp3-Anteil
(„fraction sp3“: (Fsp3) = Zahl der sp3-hybridisierten Kohlen-
stoffatome dividiert durch die Gesamtzahl der Kohlenstoff-
atome im Molekgl) und die Zahl der Stereozentren.[44] Dieser
neue Trend sollte einen starken Anstoß geben, aliphatische
Reste in Wirkstoffe einzufghren.

Die Analyse der menschlichen Ausscheidungen von ra-
dioaktiv markiertem Saxagliptin (88, Antidiabetikum) ergab,
dass 44.1% der wiedergefundenen Radioaktivit-t auf 5-Hy-
droxysaxagliptin (89) entfiel. Dieser Hauptmetabolit ist auch
biologisch aktiv.[45] Eine Strategie fgr eine sp-te C-H-Oxida-
tion zur Gewinnung dieses Metaboliten wurde vor kurzem
von Du Bois et al.[46] erschlossen. In diesem Fall wurde das
komplexe Substrat N-Boc-Saxagliptin (90) mit einem Ruthe-
niumkatalysator, der einen 1,4,7-Trimethyl-1,4,7-triazacyclo-
nonan-Liganden ((Me3tacn)RuCl3) tr-gt, in Gegenwart eines
Oxidationsmittels behandelt. Dabei fiel trotz der Gegenwart
eines Amids, eines Carbamats, eines Nitrils und eines unge-
schgtzten terti-ren Alkohols das N-Boc-5-Hydroxysaxaglip-
tin (91) in 50% Ausbeute in einer Stufe an (Schema 13a). Aus
dieser Verbindung sollte man nach Entfernen der Boc-
Gruppe den humanen Metaboliten erhalten.

Die Arbeitsgruppe von White hat auch gber die Ent-
wicklung von Fe(S,S-PDP) und seinen Einsatz bei der Oxi-
dation der terti-ren C6-H-Bindung in (++)-Artemisinin (62)
mit 54% Ausbeute berichtet.[38] Die Regeln, die die Kataly-
satorselektivit-t bestimmen, sind relativ gut verstanden. Ty-
pischerweise folgt sie der Abstufung – terti-re C-H > se-
kund-re C-H > prim-re C-H – es sei denn, die Substrate
bieten die Mçglichkeit fgr eine Carboxylat-gerichtete Oxi-
dation, die diesen Reaktivit-tstrend gberlagern kann.

Diese beiden Beispiele (siehe auch Schema 10) zeigen,
dass terti-re und zu einem gewissen Grad auch sekund-re,
sp3-C-H-Bindungen in komplexen organischen Molekglen
und Pharmazeutika mit hoher Chemoselektivit-t oxidiert
werden kçnnen, wenn eine sorgf-ltige Optimierung voraus-
gegangen ist. Die n-chste Aufgabe ist die Ausweitung des
Substratspektrums auf solche Verbindungen, die basische
Amine enthalten, denen man oft in Pharmazeutika begegnet.
Gleichzeitig schlugen vier Arbeitsgruppen eine Lçsung fgr
dieses schwierige Problem ausgehend vom gleichen allge-
meinen Prinzip vor. Die Basizit-t der Amine und Azaheter-
oarene kçnnte in situ durch Salzbildung maskiert werden
(siehe Abschnitt 3.5.1.), wodurch die Wechselwirkung mit

dem Katalysator vermieden werden kçnnte.[47] Dieser Idee
folgend ermçglichte der Einsatz von Tetrafluorbors-ure
(HBF4) zusammen mit Fe(S,S-CF3PDP) als Katalysator die
Oxidation eines Analogon (93) von Dextromethorphan (94,
hustenstillend) zum Keton 95 und Alkohol 96 im Verh-ltnis
2.5:1 (Schema 13 c).[47d] Es ist bemerkenswert, dass eine BM3-
Variante, die fgr die N-Demethylierung von 94 entwickelt
wurde, den In-vivo-Metaboliten lieferte (isoliert in 50%
Ausbeute).[48]

3.2. Oxidation benzylischer C-H-Bindungen

Die Oxidation benzylischer C-H-Bindungen ist aufgrund
ihrer aktivierten Natur vielleicht eine der am intensivsten
untersuchten C-H-Funktionalisierungen in der organischen
Chemie. Viele Reaktionsbedingungen wurden publiziert,
darunter solche mit Kaliumbromid/Oxon,[49a] hypervalenten
Iodreagenzien (IBX oder PhI(OAc)2/NaN3)

[49b,c] oder Salzen/
Oxiden von Metallen wie Mangan,[49d] Ruthenium,[46] Kup-
fer,[49e–h] Eisen,[49i] Bismut,[49j] Chrom[49k] und Selen.[49l, 50] Es
sind jedoch nur sehr wenige Anwendungen dieser Verfahren
zur Wirkstoffoxidation bekannt, vielleicht wegen ihres engen
Substratspektrums. Die Reaktionen sind beispielsweise nicht
kompatibel mit basischen Funktionalit-ten, die in Wirkstof-
fen fast immer vorkommen. Der Rutheniumkomplex [Me3-
(tacn)RuCl3], der von Du Bois et al. fgr die Hydroxylierung
terti-rer C(sp3)-H-Bindungen entwickelt wurde (siehe Ab-

Schema 13. C(sp3)-H-Hydroxylierung komplexer Molekfle; aktuelle
Beispiele. [a] [(Me3tacn)RuCl3] (2–4 Mol-%), AgClO4 (8–16 Mol-%),
CAN (6 hquiv.), tBuOH/H2O. [b] Fe(S,S-PDP) (15 Mol-%), H2O2 (3.6
hquiv.), AcOH (1.5 hquiv.), MeCN. [c] HBF4·Et2O (1.1 hquiv.), DCM;
Verdampfen, dann in MeCN: langsame Zugabe von Fe(S,S-CF3PDP),
AcOH (5 hquiv.), H2O2 (9 hquiv.). CAN = Cerammoniumnitrat.
Me3tacn = 1,4,7-Trimethyl-1,4,7-triazacyclononan.
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schnitt 3.1), oxidiert bevorzugt benzylische Methylengruppen
zu den entsprechenden Alkoholen und Arylketonen.[46b] In
Gegenwart einer katalytischen Menge von [Me3(tacn)RuCl3],
AgClO4 und einem 3berschuss an CAN (6 iquivalente) als
Oxidationsmittel wurde der entzgndungshemmende Wirk-
stoff Ibuprofen (97) erfolgreich an der Benzylposition, einer
metabolischen Schwachstelle, oxidiert. Das Keton 98 wurde
in 54% Ausbeute isoliert (Schema 14 a und b).

St-ndig werden neue Methoden fgr die Oxidation ben-
zylischer C-H-Bindungen entwickelt, und einige dieser mo-
dernen Methoden sind sehr vielversprechend. Beispiele sind
die ungerichtete iridiumkatalysierte Borierung prim-rer C-H-
Bindungen[51] und die ungerichtete KOtBu-katalysierte Sily-
lierung der benzylischen C-H-Bindung.[52} Diese Verfahren
befinden sich noch im Entwicklungsstadium und eine er-
folgreiche Anwendung auf ein wirkstoff-hnliches Molekgl
steht noch aus. Es ist aber eine realistische Annahme, dass das
Arbeitsgebiet weiterhin aussichtsreich fgr die Entwicklung
und Testung neuer Methoden bleiben wird.

3.3. Oxidation von C(sp2)-H-Bindungen

Der Einschub eines Sauerstoffatoms in eine C(sp2)-H-
Bindung ist eine gbliche Reaktion bei der Bildung von Me-
taboliten. Chemische C-H-Oxidationen, die Arene in Are-
nolderivate umwandeln kçnnen, gewinnen an Bedeutung; die
meisten Beispiele betreffen allerdings einfache Substrate, die
außerhalb des Themas dieses Aufsatzes liegen.[53] Am besten
ausgearbeitet sind momentan die indirekte C-H-Borylierung
und C-H-Silylierungen, die nach Oxidation Arenole ergeben.
Diese Methoden sind außergewçhnlich gut fgr die Anwen-
dung an Pharmazeutika geeignet, da sie eine beeindruckende
Toleranz gegengber funktionellen Gruppen haben; einige
Beispiele sind im Folgenden veranschaulicht. 2-(Piperazin-1-

yl)pyrimidin-5-ol (105) ist ein Metabolit von verschiedenen
im Markt befindlichen Antidepressiva wie Buspiron (2),
Tandospiron, Gepiron und Ipsapiron.[54] Die Verbindung wird
in vivo durch N-Dealkylierung gebildet. In einem zweiten
Reaktionsweg zu einem neuen Leitmolekgl (108, potenziell
antidiabetisch) fgr ein Analogon des Agonisten des G-Pro-
tein-gekoppelten Rezeptors 119 (GPR119) wurde die Ver-
bindung 106 in einer Eintopfsequenz aus Hartwig-C-H-
Borylierung und Oxidation umgesetzt, um das Pyrimidinol
107 in 91% Ausbeute herzustellen (Schema15).[55,56] Dieses

Zwischenprodukt sollte nach einfacher Abspaltung der Boc-
Schutzgruppe den verbreiteten Metaboliten 105 freisetzen.

Eine Alternative zu der C-H-Borylierung in einem sp-ten
Reaktionsstadium ist die neu entwickelte iridiumkatalysierte
C-H-Silylierung mit dem preisggnstigen Silan HSiMe-
(OTMS)2 (Tabelle 6).[57] Dabei erwies sich die Art des Silans
als entscheidend fgr die Reaktion. Verschiedene gbliche

Schema 14. Oxidation benzylischer Methylengruppen in Ibuprofen
(97). [a] [Me3tacn)RuCl3] (2 Mol-%), AgClO4 (8 Mol-%), CAN (6
hquiv.), tBuOH/H2O (1:1).

Schema 15. Aren-C-H-Borylierung an dem GPR119-Agonisten 108.
[a] [Ir(cod)OMe]2 (0.5 Mol-%), Me4phen (1 Mol-%), B2pin2, THF, RT;
NaBO3·4H2O, THF, H2O.

Tabelle 6: Aren-C-H-Silylierung von Wirkstoffen in einem sp-ten Syn-
thesestadium.[a]

[a] Reaktionsbedingungen: [Ir(cod)OMe]2 (1.5 Mol-%), 2,4,7-Me3Phen
(3.1 Mol-%), H-[Si] (1.5 hquiv.), Cyclohexen (1 hquiv.), THF, 80–10088C,
1–2 Tage. Reaktionsbedingungen ffr die Oxidation von Silylarenen zu
Phenolen: KHF2 (3 hquiv.), H2O2 (2.6 hquiv.), DMF, 16 h, RT
[Si] =SiMe(OTMS)2.
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Silane wie Triethylsilan treiben die Reaktion nicht voran,
wahrscheinlich wegen der geringeren Reaktivit-t des Metall-
Silylkomplexes fgr die C-H-Einschubreaktion. Die optimier-
ten Reaktionsbedingungen – [Ir(cod)OMe]2, 2,4,7-Trimethyl-
1,10-phenanthrolin und Cyclohexen in THF – waren mit einer
gberraschend breiten Auswahl an funktionellen Gruppen
vertr-glich.[58] Unter diesen Bedingungen verl-uft die direkte
Silylierung von Desloratadin (109, Antihistaminikum) an der
bekannten metabolischen Schwachstelle in ausgezeichneter
Ausbeute (79%). Interessanterweise reagierten auch ver-
schiedene andere Wirkstoffe wie Clonidin (111, blutdruck-
senkend), Aripiprazol (113, antipsychotisch), Buprobion
(115, Antidepressivum), Clopidogrel (117, gerinnungshem-
mend) und Ketotifen (119, Antihistaminikum) unter diesen
Bedingungen in hohen Ausbeuten zu den entsprechenden
Phenolprodukten, die in einigen F-llen die direkten Vorstu-
fen der Metabolite sind.

3.4. Oxidation von Amin-C-H-Bindungen

Amine werden in der Leber leicht durch CYPs zu den
entsprechenden Amiden und N-Dealkylierungsderivaten
umgesetzt.[59] Jahrzehnte intensiver Syntheseforschung haben
nur wenige Katalysatorsysteme fgr die direkte Umwandlung
von Aminen in Amide oder ihre N-Dealkylierungsprodukte
hervorgebracht.[60] Insbesondere terti-re Amine sind in
Pharmazeutika allgegenw-rtig. Man findet sie in N,N-Dime-
thylalkylamin-Gruppen, alkylierten/arylierten Piperazinen,
Piperidinen, 4-Aminopiperidinen, Morpholinen, Pyrrolidinen
und Anilinen. Diese Motive weisen wahrscheinlich gegengber
Katalysatoren unterschiedliche Reaktivit-t in Abh-ngigkeit
vom Oxidationspotenzial, sterischer Anordnung und Kon-
formation auf.

Das N,N-Dimethylalkylamin-Motiv geht bekannterma-
ßen CYP-vermittelte N-Demethylierungen ein. Die entspre-
chende chemische Reaktion im sp-ten Stadium ist ein noch
weitgehend ungelçstes Problem (siehe als Beispiel
SAR548304 in Abschnitt 2.3.2). Wir und danach andere
Gruppen[14,61] haben dazu eine zweistufige Abfolge einer N-
Formamid-Bildung und nachfolgender Hydrolyse vorge-
schlagen. Das katalytische System besteht aus einem einfa-
chen Kupfersalz (CuI) ohne Liganden (außer dem Lçsungs-
mittel DMSO) und einem praktischen Oxidationsmittel
(Luft). Es oxidiert N,N-Dimethylamino-Gruppen in kom-
plexen Pharmazeutika zu den entsprechenden N-Methyl-
formamiden. Mit w-ssriger HCl werden dann die N-Methyl-
amin-Metaboliten freigesetzt (Schema 16). Die Demethylie-
rung sekund-rer Amine wurde nicht untersucht. Der be-
schriebenen Reaktionssequenz wurden verschiedene Wirk-
stoffe unterworfen, darunter Clomipramin (121,
Antidepressivum), Venlafaxin (123, Antidepressivum), Ri-
vastigmin (125, Demenzbehandlung), Tamoxifen (127, Anti-
tumor), Diltiazem (129, blutdrucksenkend) und Chlorpheni-
ramin (131, Antihistaminikum). Die Produkte wurden in 52–
76% Ausbeute isoliert.

Die beschriebenen Bedingungen kçnnen auch auf andere
terti-re Amin-Motive in Wirkstoffen angewendet werden, so
auf N-Methylpiperidine und N-Alkylaniline. Die erfolgreiche

Oxidation des Fluorchinolon-Antibiotikums Levofloxacin
(133) und des Antihistaminikums Thenalidin (134) an der
Angriffsstelle des Metabolismus in vivo ist in Schema 17
dargestellt.[2a]

Das Piperazin-Gergst, das von Medizinalchemikern oft
als starre polare Verbindungsgruppe eingebaut wird, kann
auch an endocyclischen Positionen mit der CuI/O2-Methode
zu 2,3-Diketopiperazinen (DKPs), 1,4-Bisformamiden
(BFMs) und fgnfgliedrigen cyclischen Harnstoffderivaten
oxidiert werden (Schema 18). Aripiprazol (113, antipsych-
otisch), Trazodon (138, Antidepressivum) und das wirkstoff-
-hnliche Molekgl 139 bildeten alle 2,3-DKPs mit Ausbeuten
von 30%, 10 % bzw. 23%. Die Oxidation von Trazodon ergab
auch 16% BFM, w-hrend das cyclische Harnstoffanalogon
(141) von Aripiprazol mit 15% Ausbeute anfiel. Die Zugabe
von TEMPO zum Reaktionsgemisch mit Aripiprazol -nderte
die Produktverteilung deutlich. Insgesamt wurden 64 % DKP

Schema 16. Oxidation von N,N-Dimethylalkylaminen zu N-demethy-
lierten Metabolitvorstufen. [a] CuI (20 Mol-%), O2 (Ballon), DMSO,
120 88C, 1–3 h. [b] HCl, Dioxan, 100 88C, 1 h.

Schema 17. Oxidation der In-vivo-Angriffspunkte des Stoffwechsels von
Levofloxacin 133 und Thenalidin 134. [a] CuI (20 Mol-%), O2 oder Luft,
DMSO, 120 88C. [b] CuI (1 hquiv.). [c] Niedrige Ausbeuten infolge von
Reinigungsschritten.
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und BMF gebildet; das Harnstoffprodukt 141 entstand
nicht.[2a] Eine andere spannende Beobachtung war, dass das
Anbringen von elektronenziehenden Gruppen am Pipera-
zinring die endocyclischen C-H-Bindungen vor Oxidation
schgtzt.

Die Praktikabilit-t dieses Oxidationsprotokolls macht
eine Maßstabsvergrçßerung mçglich, wie dies an Imatinib
(145, Antitumorwirkung) demonstriert wurde (Schema 19).

In diesem Fall wurde die exocyclische N-Methylpiperazin-
Position zum entsprechenden N-Formamid-Piperazin 146
oxidiert, das eine Metabolitenvorstufe ist. Die exocyclische
benzylische C-H-Bindung wurde ebenfalls in 4% Ausbeute
oxidiert (147). Die Hauptprodukte entstanden jedoch durch
die Oxidation der endocyclischen Piperazin-C-H-Bindungen
zu 2,3-DKP 148, 1,4-BFM 149 und die Harnstoffverbindung
150 mit 13, 13 bzw. 3% Ausbeute. In allen F-llen waren die
Produkte im 50- bis 100-mg-Maßstab zug-nglich.

Der Imin-Katalysator nach Du Bois wurde eingesetzt, um
den Pyrrolidinrest, der im Hemmstoff des Melanocortin-4-
(MC4)-Rezeptors 151 eingebaut wurde, mit 9% Ausbeute in
das entsprechende Lactam umzuwandeln (Schema 20).[30] Die
direkte Oxidation von Wirkstoffen mit cyclischen Aminen
(Piperidin, Pyrrolidin) zu den entsprechenden Lactamen in
komplexen Pharmazeutika durch chemische Katalyse kommt
noch selten vor.[62] Dieses Beispiel stellt daher trotz der
niedrigen Ausbeute einen wichtigen Pr-zedenzfall dar.

3.5. Andere aussichtsreiche Verfahren und Strategien
3.5.1. Ungerichtete C-H-Oxidation

Die Shilov-PtII/PtIV-Oxidation ist eine verfahrenstech-
nisch geradlinige Oxidation einer C-H-Bindung, die bei ein-
fachen Kohlenwasserstoff-Substraten entdeckt wurde.[63] In
der Arbeitsgruppe von Sames wurde eine katalytische Vari-
ante dieser Reaktion mit K2PtCl4 als Pr-katalysator und
CuCl2 als Oxidationsmittel in w-ssrigen Medien entwickelt,
welche die Hydroxylierung der g-C-H-Bindungen in Amino-
s-uren zu den entsprechenden g-Lactonen auslçst.[47a] N-Bu-
tylamin reagierte zu einer 3:1-Mischung der d- und g-Ami-
noalkohole (153 und 154) mit insgesamt 24 % Ausbeute (Ta-
belle 7). Schließlich konnte die Reaktion sogar mit Valeri-

Schema 18. Oxidation Piperazin-haltiger Wirkstoffe zu 3,4-Diketopiper-
azinen (DKP), Bisformamiden (BFM) und Harnstoffderivaten. [a] CuI
(20 Mol-%), O2 (Ballon) oder Luft, DMSO, 120 88C. [b] Ausbeute bei
Zusatz von 1 hquiv. 2,2,6,6-Tetramethylpiperidin-1-yl)oxyl (TEMPO) als
Additiv.

Schema 19. Oxidation des Tumortherapeutikums Imatinib (145) im
Gramm-Maßstab. [a] CuI (20 Mol-%), O2, DMSO, 120 88C.

Schema 20. Oxidation des MC4-Inhibitors 151 zum Lactamderivat 152.
[a] Du-Bois-Iminkatalysator, (PhSe)2 (5 Mol-%), H2O2·Harnstoff, 100 88C
(Mikrowellen), 2 h.

Tabelle 7: Hydroxylierung basischer Amine mit K2PtCl4/CuCl2.
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ans-ure als Substrat durchgefghrt werden. Sp-ter stellte sich
auch heraus, dass H2SO4 als Additiv nicht nur die Ausbeute
der Reaktion verbessert sondern auch das Substratspektrum
erweitert. Unter diesen neuen Bedingungen ließ sich das Pi-
valoyl-geschgtzte Produkt 155 aus dem entsprechenden Amin
in 90% Ausbeute isolieren.[47b]

Wissenschaftler bei Novartis haben in Zusammenarbeit
mit der Gruppe um Du Bois auch gezeigt, dass das saure
(Me3tacn)RuCl3/CAN-Katalysatorsystem (in Lçsung bei pH
& 2) und das analoge (Mn(OTf)2/Bipyridin/AcO2H, AcOH)-
Katalysatorsystem terti-re C-H-Bindungen in einfachen
Substraten, die Azaheteroarene enthalten, oxidieren kçnnen
(z. B. 156, Schema 21 a). Das zweite System zeichnet sich

durch einen sehr niedrigen Katalysatorbedarf und extrem
kurze Reaktionszeiten (weniger als 2 Minuten) aus, und es ist
einfach anzuwenden, da sich der Katalysator in situ bildet.
Dieses System kann ebenso wie das neu entwickelte System
(Mn(OTf)2/Bipyridin/AcO2H, AcOH) auch benzylische C-H-
Bindungen oxidieren. Außerdem sind heterobenzylische C-
H-Bindungen im Allgemeinen gegen die Oxidation abge-
schirmt (z. B. 158, Schema 21b).[47c] Die Autoren fghrten den
ersten Vergleich zwischen verschiedenen bekannten Ru-, Mn-
und Fe-Katalysatoren fgr die Oxidation aliphatischer und
benzylischer C-H-Bindungen durch und verwendeten dazu
eine gewçhnliche Auswahl einfacher Substrate. Im Ergebnis
war das (Me3tacn)RuCl3/CAN-System allen anderen gberle-
gen, obwohl bereits die einfache Kombination Mn(OTf)2/
Bipyridin/AcO2H in Essigs-ure zufriedenstellende Ergebnis-
se lieferte.[47c]

Eine ungerichtete C-H-Hydroxylierungsmethode zur
Bildung von Arenolen wurde von Siegel und seinen Mitar-
beitern 2013 verçffentlicht (Tabelle 8).[64] Der Verzicht auf
Metalle wird durch die einzigartigen Eigenschaften von
Phthaloylperoxid mçglich, das bei homolytischer Spaltung
der O-O-Bindung unter Bildung einer C-O-Bindung an
Arenringe addiert und nach C-H-Abstraktion den entspre-
chenden Arenolester liefert. Das Phthalimid-geschgtzte
Analogon 161 von Dehydroabietylamin (160, Antioxidans)[65]

wurde unter diesen Bedingungen zum entsprechenden
Arenol 162 hydroxyliert (isoliert in 63% Ausbeute).

3.5.2. Gerichtete C-H-Oxidationen von C(sp3)- und C(sp2)-H-Bin-
dungen

Eine große Auswahl von Verfahren fgr die gerichtete
Oxidation von C(sp2)-H-Bindungen in Arenen ist bekannt.[66]

Aktuell sind die dirigierenden Gruppen Aldehyde,[66a] , Ke-
tone,[66b] Ester und Carbons-uren,[66b,c] Amide,[66b,d,e] Sulfon-
amide,[66b] Silylether,[66f] Pyridinringe,[66g,h] Oxime,[66i] Pyr-
azolringe,[66j] Azobenzol,[66k] , N,N-Dimethylamin,[66j] Benzyl-
alkohole,[66k] ortho-Benzoes-uren.[66l] Erfolgreiche Anwen-
dungen dieser Verfahren auf Pharmazeutika sind allerdings
selten. Wir werden hier Methoden vorstellen, von denen wir
glauben, dass sie angewendet werden kçnnen, oder die bereits
fgr Chemotransformationen eingesetzt wurden. Die Liste der
hier gezeigten Verfahren ist bei weitem nicht erschçpfend.

Im Verlauf mehrerer Jahre wurden in Sanfords Gruppe
Heteroarene als dirigierende Gruppen etabliert. Solche
Gruppen sind bei Pharmazeutika weit verbreitet. So wurde
der Pyrazolpyrimidinring im Inhibitor 163 des Corticotropin-
Releasing-Factor-1(CRF-1)-Rezeptors genutzt, um die ortho-
Hydroxylierung und -Methoxylierung (164, 165) des N-Tolyl-
Restes mit 11 bzw. 13% Ausbeute zu steuern (Tabelle 9).[30] In
biologischen Tests war das Phenolderivat 164 inaktiv, doch
das methoxylierte Analogon 165 war sechsmal wirksamer als
die Ausgangsverbindung (52 nm gegengber 300 nm). In einem
anderen Beispiel wurde der Inhibitor 166 des mikrosomalen
Triglycerid-Transportproteins aus dem Darm (gMTP) eben-
falls einer Oxidation mit Sanfords Reaktionsbedingungen
(Pd(OAc)2, AcOH/Ac2O (1:1), Oxon) unterworfen. Es bil-
deten sich die acetoxylierten und hydroxylierten Produkte
167 und 168.[30] Auff-llig ist, dass nur das terminale sekund-re
Amid an dieser Reaktion gber fgnf- und sechsgliedrige cy-
clische Palladiumzwischenprodukte beteiligt war. In Metha-
nol als Lçsungsmittel zur Fçrderung der Methoxylierung
entstand eine Mischung aus fgnf verschiedenen Oxidations-
produkten (darunter 169); der relative Umsatz war 40% (3
monomethoxylierte und 2 bismethoxylierte Produkte).
Schließlich gelang die Monohydroxylierung des Ibuprofen-
Ethylesters (170, NSAID-Derivat) in 60 % Ausbeute unter
Nutzung der analogen Esterfunktion, um Pd(OAc)2 bevor-
zugt auf die proximale C-H-Bindung zu lenken.[66b]

Schema 21. Mangankatalysierte Oxidation von C(sp3)-H-Bindungen in
Gegenwart von Azaheteroarenen. [a] [(Me3tacn)RuCl3] (2–4 Mol-%),
AgClO4 (8–16 Mol-%), CAN (6 hquiv.), tBuOH/H2O (1:1). [b] Mn-
(OTf)2 (0.1 Mol-%), Bipyridin (1 Mol-%), AcO2H (3 hquiv.), AcOH,
90 s.

Tabelle 8: Metallfreie ungerichtete C-H-Hydroxylierung des Dehydro-
abietylamin-Derivats 161.

[a] Phthaloylperoxid (1.3 hquiv.), HFIP, 40 88C, 24 h. [b] MeOH/NaHCO3

(ges-ttigt), 40 88C. HFIP =Hexafluor-2-propanol.
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4. Elektrochemische Synthese und Mikrofluidiksyste-
me

Elektrochemische (EC) und mikrofluidische Technologi-
en werden im akademischen Umfeld ebenso implementiert
wie in Labors fgr Wirkstoffentwicklungen.[15. 67] Auch wenn
Anwendungen zur aktuell insbesondere fgr Mikrofluidik
noch selten sind, kçnnten diese neuen Technologien die
Synthese von Wirkstoffmetaboliten spgrbar vereinfachen.
Wir fassen hier den Stand der Literatur kurz zusammen.

Die elektrochemische Herstellung von Wirkstoffmetabo-
liten hat viele Vorteile: 1) Die Systeme sind einfacher als In-
vitro-Biotransformationen, 2) die Oxidation verl-uft unter
milderen Reaktionsbedingungen, und 3) der Einsatz von or-
ganischen Lçsungsmitteln und sch-dlichen Chemikalien (und
die Exposition) kann vermindert werden.

Die Oxidation wird meist durch reaktive radikalische
Zwischenstufen (erzeugt durch Elektronengbertragungen in
der elektrochemischen Zelle) vermittelt;[68] dies kann Pro-
duktgemische und/oder niedrige Ums-tze verursachen.[69,70]

Es gibt allerdings verschiedene experimentelle Randbedin-
gungen, die diese Rgckschl-ge mildern kçnnen (indem sie die
Reaktivit-t der Radikale im Zaum halten). Dazu gehçren der
Elektrodentyp (kohlenstoffbasiert, Gold, Platin, Bor-dotier-
ter Diamant), die elektrochemische Zelle (Dgnnschicht-
Durchflusszelle; porçse Durchflusszelle; Batch-Zelle), Lç-
sungsmittel, gelçste Gase, Elektrolyte, pH-Wert und Wirk-
stoffkonzentration. Eine weitere neue Entwicklung ist das
Aufkommen von elektrochemischen/massenspektrometri-
schen (EC/MS) In-line-Systemen,[71, 72] mit denen die Prozesse
so verfolgt werden, dass die Identifizierung von unterschied-

lichen orthogonalen experimentellen Bedingungen zur Be-
ggnstigung chemoselektiver Oxidationen (N-Dealkylierung,
N-, S- oder P-Oxidationen oder Hydroxylierungen von C-
(sp2)- und C(sp3)-H-Bindungen) in komplexen Substraten
mçglich wurde.[68] Schließlich erweitern indirekte EC-Reak-
tionsbedingungen wie die EC-gestgtzte Fenton-Oxidation das
Substratspektrum dieser Methode. Insgesamt gesehen
kçnnen diese Trends EC zu einem leistungsf-higen Ansatz
machen, um zukgnftig Zugang zu den gewgnschten Metabo-
liten zu erhalten. Der selektive Einsatz von EC zur Oxidation
von Wirkstoffen und wirkstoff-hnlichen Molekglen wird im
Folgenden im Einzelnen beschrieben.

Verschiedene Elektrodentypen wurden mit Erfolg einge-
setzt, um die N-Dealkylierung von Lidocain (172, antiar-
rhythmisch) zu beeinflussen (Tabelle 10)[71] Der Wechsel zum
Fenton-System mit einer Platinelektrode und Hydroxyl-Ra-
dikalen (die in situ erzeugt werden) ermçglichte ebenfalls die
Isolierung eines aromatischen Hydroxylierungsprodukts
(174).[73] Auf -hnliche Weise wurde Mephenyotin (175,
krampflçsend) an der Position des In-vivo-Metabolismus
unter Fenton-Bedingungen hydroxyliert (176).[71] Das EC/
MS-System, ausgergstet mit einer Bor-dotierten Diamant-
elektrode bei einem konstanten Potential von 1500 mV,
wurde zur Oxidation von Lovastatin (177, lipidsenkend) in
einem Maßstab von weniger als 1mg verwendet, die zu 3’a-
Hydroxy-, 6’b-Hydroxy- und 3Qa-5Qb-Dihydrodiol-Lovastatin-
Analoga (178, 179, 180) fghrte. Die Ausbeuten waren mit
denen vergleichbar, die mit CYP-BM3-Mutanten erzielt
wurden;[74] drei Metabolite wurden isoliert und NMR-spek-
troskopisch charakterisiert.

Tabelle 9: Gerichtete aromatische Hydroxylierungen von Wirkstoff-
kandidaten.

[a] Pd(OAc)2 Oxon, MeOH/H2O. [b] Pd(OAc)2, Oxon, AcOH/Ac2O.
[c] Pd(OAc)2 Oxon, MeOH. [d] Pd(OAc)2, K2S2O8, TFA/TFAA. TFA =Tri-
fluoressigs-ure. TFAA= Trifluoressigs-ureanhydrid.

Tabelle 10: EC/MS-System ffr die vollst-ndige Charakterisierung von
Wirkstoffmetaboliten (die Ausbeuten wurden nicht bestimmt).

[a] Glaskohlenstoff. [b] Gold. [c] Platin. [d] Bor-dotierter Diamant.
[e] Fenton-Bedingungen.
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Zus-tzlich zu den bereits erw-hnten Problemen h-ngt die
breitere Einfghrung dieser Technologie an weiteren Fort-
schritten bei der Ausgestaltung der Elektroden (der Elek-
trodenoberfl-che, die Massengbertragung und Umsetzungs-
geschwindigkeit bestimmt) und den Bemghungen, die Ad-
sorption der Verbindungen an der Elektrodenoberfl-che zu
minimieren, wenn die Reaktionen in konzentrierten Lçsun-
gen ablaufen. Diese Fortschritte werden ein Aufskalieren der
Reaktionen ermçglichen. Zu den Lçsungsans-tzen, die ge-
genw-rtig verfolgt werden, gehçren die direkte Adsorption
von CYPs auf der Elektrodenoberfl-che oder eine Fixierung
gber Linkergruppen. Auch die Immobilisierung von Metal-
loporphyrinen an der Elektrodenoberfl-che wird unter-
sucht.[75, 76] Solche Ans-tze kçnnten NADPH und CYP-Re-
duktase-Cofaktoren, die fgr eine konventionelle Biotrans-
formation nçtig sind, gberflgssig machen. Ein weiterer
Ansatz beruht auf der Mikrofluidik mit ihrem kontinuierli-
chen Fluss im Mikromaßstab.[77] Erste Ergebnisse sehen
vielversprechend aus. So konnten Tolbutamid (181, Antidia-
betikum) und Diclofenac (10, NSAID) zu vermuteten Me-
taboliten (dem Amid 182 und dem Phenol 15) in Milligramm-
Mengen oxidiert werden (Tabelle 11). Chemische Synthesen
des Phenols 15 bençtigten mehrere Stufen und lieferten
schlechtere Ausbeuten (25%, 42 %).[78]

5. Andere Anwendungen: Strategien zur Verhinde-
rung des metabolischen Abbaus

Eine verbreitete Strategie zur Reduktion der CYP-Oxi-
dation ist die Einfghrung elektronenziehender blockierender
Gruppen (Fluor, Chlor, Trifluormethyl usw.) unmittelbar an
der Angriffsstelle des Metabolismus. Ein Beispiel ist der
Versuch, die mikrosomale Stabilit-t zu erhçhen und die
mçgliche Chinonmethid-Bildung zu d-mpfen, indem man den
„Smoothened“-Antagonisten mit konventionellen Verfahren
in sein Difluorderivat 183 gberfghrte (Schema 22; der para-
Hydroxymetabolit 71 wurde bereits in Tabelle 3 in Ab-
schnitt 2.3.2 vorgestellt). Die Transformation genggte jedoch
nicht, um die beschriebene Situation zu verbessern. CYP-
vermittelte ipso-Defluorierungen laufen leicht unter Bildung
von 184 und 185 ab, wie durch LC/MS und Glutathion-Ab-
fangstudien best-tigt wurde.[79] Mit diesem Beispiel soll ver-
deutlicht werden, dass der Ersatz eines Wasserstoffatoms
durch ein Halogenatom mitnichten eine unfehlbare Strategie
ist, um die Ausscheidung zu verringern oder um die Bildung

reaktiver Zwischenprodukte zu vermeiden. W-hrend die
oben beschriebene Art von Reaktivit-t neu und noch selten
ist, kommt es sehr oft vor, dass durch die Blockade eines
mçglichen Angriffspunktes die CYPs einfach auf eine andere
Position umgelenkt werden („Hase und Igel“). Der Medizi-
nalchemiker muss also st-ndig den mçglichen Nutzen dieser
Strategie gegen die Einfachheit der Synthese abw-gen.

Andererseits findet man in der Literatur aber auch ver-
schiedene Beispiele, in denen mit Fluor erfolgreich
Schwachstellen einer Verbindung blockiert und so die meta-
bolische Stabilit-t von Wirkstoffen verbessert wurde. Zu-
sammengefasst stellen sie ein gberzeugendes Pl-doyer fgr die
Entwicklung direkter C-H-Halogenierungen[80] und Tandem-
oder sequenzieller C-H-Hydroxylierungen/Halogenierungen
sowie ihre Anwendung auf Wirkstoffgergste dar. Mit dieser
Strategie ist auch die C-H-18F-Markierung von Substanzen
mçglich, fgr die es zur Anwendung in PET-Studien einen
dringenden Bedarf gibt. Wir stellen hier interessante Strate-
gien und Reaktionen zu diesem Thema zusammen.

Die Gruppe um Fasan entwickelte eine robuste und ele-
gante zweistufige chemoenzymatische Strategie, in der die
Metabolite in einem ersten Schritt durch Biokatalysatoren
erzeugt und dann mit chemischen Verfahren in ihre Fluor-
derivate umgewandelt werden.[81] Diese Sequenz wurde auf
den Ibuprofen-Ester 186 angewendet (Schema 23). Die Bio-
katalyse-Screeningplattform enth-lt Varianten von P450BM3

von Bacillus megaterium, einer katalytisch unspezifischen
Hydroxylase langkettiger Fetts-uren. Aus dieser Plattform
wurden die Varianten var-B4 und var-G4 identifiziert, die das
Substrat an Benzyl- und Isobutyl-C-H-Bindungen oxidieren
kçnnen. Diese Enzyme wurden dann verwendet, um die hy-
droxylierten Analoga 187 und 188 in grçßeren Mengen ver-
fggbar zu machen. Diese wurden dann mit Diethylamino-
schwefeltrifluorid (DAST) zu den Fluorderivaten 189 und 190
umgesetzt. Daneben wurde auch die Variante var-B2 identi-
fiziert, die 190 zu dem Analogon 191 umsetzen kann.

Das Einfghren von 18F gber eine C-H-Funktionalisierung
am Ende der Synthese ist eine Herausforderung, aber wohl

Tabelle 11: Pr-parative mikrofluidische Elektrosynthese von Wirkstoff-
metaboliten.

[a] 8 Fmol@1, NaHCO3, MeCN/H2O (1:1). [b] 10 Fmol@1, NaHSO3,
MeCN/H2O (1:1).

Schema 22. Gescheiterter Versuch, die Bildung des para-Hydroxy-Meta-
boliten 71 durch das 2,4-Difluoranalogon 183 zu unterdrfcken.
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eine, die sich ideal fgr die Herstellung von PET-Liganden
eignet. Vor kurzem beschrieben Hooker, Groves et al. einen
Mangan(salen)-Komplex, der eine einzigartige Reaktivit-t
und Selektivit-t gegengber benzylischen C-H-Bindungen in
komplexen Pharmazeutika aufweist.[82] In der Reaktion wird
durch PhIO als Oxidationsmittel eine MnIV-Oxo-Zwischen-
stufe gebildet, die fgr die Wasserstoffabstraktion erforderlich
ist (Tabelle 12). Das entstehende Benzylkation wird dann
nach dem Vorschlag der Autoren von einem Fluoridanion
abgefangen. Mithilfe dieses katalytischen Systems wurden
Wirkstoffe mit moderaten bis guten Ausbeuten in der ben-
zylischen Position markiert. Die 18F-Variante dieser Reaktion
war zuvor von den Autoren beschrieben worden.[83] Die

Produkte dieser Reaktionen sollten stabiler gegengber einem
CYP-vermittelten Angriff sein.

Es ist ziemlich schwierig, die Umsetzung von Wirkstoff-
kandidaten durch Aldehydoxidasen (AOs) vorherzusagen.
Meist greifen AOs elektronenarme Heteroarene, Aldehyde
und Iminiumionen an. Die Arbeitsgruppe um Baran berich-
tete gemeinsam mit Wissenschaftlern von Pfizer, dass die
Reaktivit-t eines Azaheteroarens gegen Bis(((difluorme-
thyl)sulfinyl)oxy)zink (DFMS) der Zug-nglichkeit fgr AOs
vergleichsweise nahe kommt (Tabelle 13).[84] Eine Auswahl
bekannter AO-Substrate und Nicht-Substrate wurde diesem
neuen „Lackmus“-Test unterworfen, um eine empirische
Korrelation aufzubauen. Dazu gehçrten das Analogon 204
von Zoniporid (herzschgtzend) und SGX-523 (205, MET-
Rezeptor-Tyrosinkinase-Inhibitor), zwei bekannte AO-Sub-
strate. Im Allgemeinen wurde eine starke Korrelation zwi-
schen der Anf-lligkeit fgr AO-Oxidation und einer Reaktion
mit DFMS best-tigt. Außerdem erçffnen die Reaktionen
einen Zugang zu Analoga, die man fgr stabil gegen AOs h-lt.

6. Zusammenfassung und Ausblick

Es ist offensichtlich, dass das Feld der Chemotransfor-
mationen von den Methoden profitiert hat, die fgr andere
Substrate als komplexe Pharmazeutika entwickelt oder an
ihnen getestet wurden. Es gibt jedoch, wie in diesem Aufsatz
gezeigt wurde, noch große Lgcken. Damit dieses Feld die
Biotransformation erg-nzen kann, mgssen neue Methoden
entwickelt und automatisiert werden. Zusammen mit der C-
H-Halogenierungen[83–87] kçnnten diese Verfahren und Tech-
niken (z. B. pr-parative Mikrofluidik[77] und EC) eine neue
ira der Medizinalchemie einleiten, in der die Metaboliten-
profilierung nicht mehr als l-stige Pflicht empfunden wird,
sondern als Gelegenheit, Bibliotheken zu erweitern, neue
Struktur-Aktivit-ts-Beziehungen zu etablieren und letztlich
die Entdeckung wirksamerer und sicherer Medikamente zu
erleichtern.
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Schema 23. Synthese fluorierter Ibuprofen-Analoga (189, 190, 191,
192). [b] 0.1 Mol-% var-B4. [c] DAST (1.4 hquiv.), DCM, @78 88C, 12 h.
[d] d.r. 1:3.2; Hauptprodukt: 19% ee ; Nebenprodukt: 44% ee. [e] 0.05
Mol-% var-G4. [f ] 0.06 mol% var-B2. [g] 1.2 hquiv. DAST anstelle von
1.4 hquiv.; d.r. 1:3.7; Hauptprodukt: 9% ee ; Nebenprodukt: 9% ee.
DAST = Diethylaminoschwefeltrifluorid.

Tabelle 12: Einffhrung von radioaktivem Fluor in eine C-H-Bindung mit
dem Salen-Komplex 193 in einem sp-ten Syntheseschritt.

[a] Mn(salen)OTs (10 Mol-%), PhIO (1.0 hquiv.), [18F]F@ , K2CO3, Aceton,
Luft, 50 88C, 10 min.

Tabelle 13: DFMS-Test als Modell ffr die AOs-Reaktivit-t.

[a] Zn(SO2CF2H)2 (DFMS), TFA, tBuO2H, DMSO.
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