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2412. H. J. Roth und R. Brandes

Zur Konstitution des Reverins®*)

5. Mitt.: Acetolyse von Mannichbasen
Aus dem Institut fiitr Pharmazeutische Chemije der Technischen Hochschule Braunschweig

(Eingegangen am 17. Juli 1964)

Bei der Acetolyse von Tetracyclin und Reverin® mit Eisessig/NaOAc wird
das gleiche Reaktionsprodukt erhalten. Bei der Einwirkung von Triphenyl-
bor/Athanol auf Reverin® entsteht unter Abspaltung der Pyrrolidinomethyl-
gruppe ein Bor-chelat, das mit der aus Tetracyclin und Triphenylbor/Athanol
erhaltenen Verbindung identisch ist. Beide Reaktionen sind nur méglich,
wenn im Reverin® die N-Mannichbase der Konstitution IV vorliegt.

Die Absicht, durch chemische Abwandlung des Tetracyclins Substanzen mit
besserer Wasserloslichkeit bei gleicher Wirksamkeit zu erhalten, wurde 1956 durch
die Aminomethylierung verwirklicht!). Wegen seiner besonders giinstigen Eigen-
schaften wiihlte man das Pyrrolidinomethyl-tetracyclin aus einer Rejhe dhnlicher
Mannichbasen aus und brachte es unter der Bezeichnung Reverin® in den Handel.

Betrachtet man die Konstitutionsformel des Tetracyclins (I), die sowohl die
Partialstruktur eines Phenols als auch die eines Saureamids enthélt, so kommen fiir
eine Aminomethylierung (Mannichreaktion) die drei mit Pfeilen gekennzeichneten
Stellen in Frage. Theoretisch wiiren demnach fiir das Pyrrolidinomethyltetracyclin
die Konstitutionen II, IIT und IV méglich. Da bei der Aminomethylierung von
Phenolen im allgemeinen die o-Stellung zum phenolischen Hydroxyl gegeniiber der
p-Stellung fiir den Eintritt der Aminomethylgruppe begiinstigt ist und sich das
7-Chlortetracyclin (V) ebenfalls leicht aminomethylieren 1aBt, schlo man die Kon-
stitution II fiir das Reverin® aus und formulierte III'). Spiter lie man die Stel-
lung der Pyrrolidinomethylgruppe offen?). Heute neigt man im allgemeinen zur
Formulierung der Konstitution 1V, d. h., man nimmt an, daB im Reverin® eine
N-Mannichbase vorliegt®).

*) Herrn Professor Dr. E. Bamann ergebenst zum 65, Geburtstag gewidmet.

1) Dtach. Bundes-Pat. 1044 K06 (1956) u. ‘W. Siedel, A. Soder und F. Lindner, Medizin und
Chemie, Band VI, 8. 316, Verlag Chemie, Weinheim 1858.

%) 8. z. B. B. Reichert, Die Mannich-Reaktion, S, 64, Springer-Verlag 19569 u. Index Merck,
9. Auflg. Verlag Chemie, Weinheim 1961.

3) 8.z. B. H. Auterhoff und J. Knabe, Lehrbuch der Pharmazeutischen Chemie, 2. Auflg. Wiss.
Verlagsges. G. m. b. H., Stuttgart 1964.
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N-Mannichbasen sind als aminalartige Verbindungen im allgemeinen weniger
stabil als C-Mannichbasen. Werden N-Mannichbasen mit Mineralsiuren behandelt,
g0 entsteht fast immer eine nachweisbare Menge Formaldehyd?). Gleichung (1) gibt
die bei N-Mannichbasen aus einem Siureamid, Formaldehyd und einem sekundéren
Amin ablaufende Reaktion wieder:

H H@ OR ‘ A R
J s [©) /
R-C-N-CH,-N — R-C-N-CH,-N. — |R-C-N-CH,| + H-N
T \R 0o H* T i
O H R OH R
(1 I
OH® ®
R-(E-NHZ + HCHO = R-(E-I}I-CH,OH -— R-(E-N=CH2
1
0 O H OH J

Reverin® entwickelt nach dem Lésen in verdiinnter Salzsiure und Erwiirmen
Formaldehyd und diirfte demnach eine N-Mannichbase sein?).

Gottstein, Minor und Cheney®) stellten 1959 verschiedene Aminomethylierungs-
produkte des Tetracycling her und untersuchten die Konstitution des Morpholin-
derivates*). Sie kamen zu der Uberzeugung, da8 im Morpholinomethyl-tetracyclin
eine N-Mannichbase vorliegt, also die Carbonamidgruppe aminomethyliert wurde.
Als Griinde wurden angegeben: IR-spektroskopische Befunde im 3 u- und 6 p-
Gebiet, das Entstehen von Tetracyclin und N-Methylmorpholin bei der Hydro-
genolyse mit Raney Ni/H,, sowie die Regenerierung von Tetracyclin bei der
Einwirkung von Natriumhydrogensulfit.

Nach den bisher geschilderten Gesichtspunkten war anzunebmen, dal dem
Reverin® ebenfalls die Konstitution einer N-Mannichbase, nimlich IV, zukommt.
Da man sich heute jedoch nicht mehr allein auf Analogieschliisse verlassen sollte,

») Es handelt sich dabei um eine therapeutisch unwirksame Epi-Verbindung.
%) Firr eine Privatmitteilung danken wir Herrn Prof. Dr. H. Bohme, Marburg/Lahn.
%) W. J. Gotistein, W. F. Minor und L. C. Cheney, J. Amer. chem. Soc. 81, 1198 (1959).

3!
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ferner Mannichreaktionen bei relativ geringfiigiger Anderung der Versuchsbedin-
gungen oder der Reaktionspartner einen anderen Verlauf nehmen koénnen und
auberdem die Aussagemoglichkeiten der IR-Spektren im 3 u- und 6 x-Gebiet durch
die zahlreichen funktionellen Gruppen im Tetracyclin und im Reverin® beein-
triichtigt werden, versuchten wir, eindeutige chemische Beweise fiir die Konsti-
tution des Reverins® zu erbringen.

Es sollte zunichst zwischen III und IV unterschieden werden. Bei der nicht zu
erwartenden Entscheidung gegen IV wire dann noch zwischen IIT und II zu unter-

scheiden.

In IIT ist die Partialstruktur IIIa, in IV die Partialstruktur 1Va enthalten:
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I1Ta ist mit einfachen Phenolmannichbasen wie VIa oder VIb vergleichbar; IVa
hat Ahnlichkeit mit N-Mannichbasen des Benzamids oder Salicylamids, wie VIIa

oder VIIb:
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Im Rahmen unserer Untersuchungen iiber die Acetolyse von Mannichbasen®)
studierten wir auch das Verhalten der Verbindungen VIa, VIb, VIIa und VIIDb
beim Erhitzen mit Acetanhydrid/NaOAc und beim Erhitzen mit Eisessig/NaOAc.
VIa, VIb und dhnliche Phenolmannichbasen erleiden bei der Acetolyse mit Acetan-
hydrid/NaOAc eine Eliminierungs-Additionsreaktion nach Gleichung (2). Aus VIa
entsteht dabei Bisacetyl-saligenin. In allen untersuchten Fillen blieb der CH,-Rest
der Aminomethylgruppe am aromatischen Kern haften, wihrend die Aminogruppe
gegen eine Acetoxygruppe ausgetauscht wurde. Aulerdem trat Acetylierung der
phenolischen OH-Gruppe ein:

§) H. J. Roth und Mitarb., Arch. Pharmaz. 296, 243 (1963); 296, 510 (1963); 297, 298 (1964);
297, 7173 (1964).
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Bei der versuchten Acetolyse mit Eisessig/NaOAc blieben alle untersuchten
Phenolmannichbasen unverédndert.

N-Mannichbasen wie VIIa oder VIID erleiden beim Erhitzen mit Acetanhydrid/
NaOAc eine f-Eliminierung. Die im ersten Reaktionsschritt gebildeten Azomethy-
lenverbindungen werden dann teilweise zu den entsprechenden Séureamiden und
Formaldehyd (oder Formaldehydderivaten) solvolysiert oder stabilisieren sich durch
intermolekulare (VIIa) bzw. intramolekulare Anlagerung (VIIb). Die einzelnen
Reaktionsschritte sind in den Gleichungen (3), (4) und () wiedergegeben:
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Neben wenig Benzamid und N-Acetylbenzamid wird aus VIIa als Hauptprodukt
das Methylenbishenzamid VIII erhalten. VILb liefert neben wenig Salicylamid in
erster Linie das N-acetylierte, heterocyclische Kondensationsprodukt IX. Werden
VITa oder VIIb dagegen mit Eisessig/NaOAc erhitzt, so tritt in beiden Fillen
vorwiegend Abbau zum Siureamid ein.

Aus diesen Modellversuchen ergibt sich, daB die Acetolyse des Reverins® eine
eindeutige Entscheidung zwischen IIT und IV herbeifiihren kann. Gleichzeitig er-
kennt man, daB die Verhéltnisse bei der Ausfithrung mit Eisessig/NaOAc einfacher
liegen. Wenn die Konstitution III zutrifft, sollte das Reverin® unverindert erhalten
bleiben. Liegt dagegen die Konstitution IV vor, so miiBte Abbau zum Tetra.cychn
erfolgen.
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Bei der Acetolyse des Revering® mit Eisessig/NaOAc wird tatsichlich der Pyrro-
lidinomethylrest abgespalten. Neben Zersetzungsprodukten wird als Hauptprodukt
Tetracyclinacetat erhalten. Das gleiche Reaktionsgemisch erhilt man bei einem zur
Kontrolle ausgefithrten Blindversuch mit Tetracyelin. Die nach dem Umkristalli-
sieren erhaltenen Hauptprodukte aus Haupt- und Blindversuch sind in allen chemi-
schen und physikalischen Eigenschaften identisch, was nur zutreffen kann, wenn
die Konstitution IV vorliegt. Damit ist schon sicher, da im Reverin® eine
N-Mannichbase (IV) und keine C-Mannichbase der Konstitution IIT oder II vorliegt.

Wie man am Auftreten einiger Zersetzungsprodukte erkennen kann, ist die Aceto-
lyse keine ideale Untersuchungsmethode fiir die empfindliche, polyfunktionelle
Verbindung IV.

Wir wandten daher eine zweite, unter &ullerst milden Bedingungen durchfiihrbare
Reaktion, die Einwirkung von Triphenylbor in #thanolischer Losung, an. Wie in
.einer vorangehenden Arbeit?) bereits gezeigt werden konnte, gehen Phenolmannich-
basen vom Typ VI beim Behandeln mit Triphenylbor in Athanol unter Einbau einer
B(C,H,),-Gruppe pro Mol Mannichbase in Phenolither iiber. N-Mannichbasen vom
Typ VII erleiden unter den gleichen Bedingungen eine §-Eliminierung der Amino-
gruppe als Aminoboran und Athanolyse der entstandenen Azomethylenverbindun-
gen zu Didthylformal und dem zugehorigen Séureamid.

D:e Verbindung ITI sollte danach bei der Umsetzung mit Triphenylbor in Athanol
unter Einbau einer B(CyH,),-Gruppe pro Mol ITI in einen entsprechenden Phenol-
dther iibergehen, Die Verbindung IV miiite bei gleicher Behandlung Tetracyclin
liefern. Dabei ist aber zu beriicksichtigen, da Tetracyclin selbst bei der Umsetzung
mit Triphenylbor in Athanol 2 B(CyH,),-Gruppen addiert, wobei 2 Mol Benzol eli-
miniert werden. Die Umsetzung diirfte nach Gleichung (6) verlaufen:

H5CQC5H CeHs

\/[C CH, \,.CeH
HsC ?H B “Hs H;C ,/3,13 s
H;C.__OH H,C_ Ol
_Teuscyclin O"@ -2 CHe O"@
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Unter Beriicksichtigung beider Forderungen miifte aus III ein von X verschie-
dener, aus IV ein mit X identischer Borkomplex entstehen.

7) H. J. Roth, R. Brandes und Ch. Schwenke, Arch. Pharmaz. 297, 766 (1964).
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Das Experiment spricht eindeutig fiir IV. Tetracyclin und Reverin® liefern mit
Bortriphenyl in #thanolischer Lésung identische Borkomplexe der wahracheinlichen
Konstitution X. Die Umsetzung von Reverin® diirfte nach Gleichung (7) verlaufen:
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Hi(: Ol X + 2 CgHs
e SO, [
+3 B(C,.ll ), N. N I
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Fiir die Konstitution des aus Tetracyclin und aus Reverin® erhaltenen Bor-
komplexes bestehen prinzipiell zwei weitere Miglichkeiten, wenn man die funktio-
pellen Gruppen an C-12 und C-13 in Betracht zieht. Von den drei denkbaren Kon-
stitutionen halten wir X filr die wahrscheinlichste, und zwar aus folgenden Griinden:
1. X gibt keine Phenolreaktion mit FeCl;. 2. C-12 und C-13 liegen nicht in einer
Ebene, so daf ein 6gliedriger, borhaltiger Heterocyclus, in welchen C-12 und C-13
eingebaut wiiren, eine sehr starke Spannung aufweisen wiirde. 3. Kristallisiert man
X aus Kisessig um, dem ein Tropfen H,S0, zugesetzt ist, so entsteht ein neuer,
wahrscheinlich um eine B(C¢H;),-Gruppe drmerer Borkomplex. Dieses Verhalten
spricht fiir die Lésung einer N—B-Bindung, wihrend 6gliedrige, N-freie, saunerstoff-
haltige Borheterocyclen unter den angewandten Bedingungen stabil sind.

Abb. 1 zeigt die zu erwartende bathochrome Verschiebung der Maxima im Absorp-
tionsspektrum von X im Vergleich mit den Spektren von Tetracyclin und Reverin®.
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Abb. 1. Absorptionsspektren von Tetracyclin - - - - - » Reverin® ..... und X ———,

gemessen in dthanolischer Losung
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Der Deutschen Forschungsgemeinschaft und dem Verband der Chemischen Industrie —
Fonds der Chemischen Industrie — danken wir fiir die Forderung der vorliegenden Arbeit
durch Sachbeihilfen. Den Farbwerken Hoechst A. G. sind wir fiir die Uberlassung von
Tetracyclin und Reverin® zu Dank verpflichtet. Fraulein K. Jiger, Braunschweig, sei
an dieser Stelle fiir die sorgfiltige Ermittlung der UV- und IR-Spektren gedankt.

Beschreibung der Versuche

Schmelzpunkte sind im Linstromblock ermittelt und unkorr. angegeben.

UV-Spektren sind mit dem Beckman-Spektralphotometer DU in #&thanolischen Lo-
sungen gemessen.

IR-Spektren sind in KBr mit dem Beckman IR 5 ermittelt.

Formaldehydnachweis bei der Zersetzung von Reverin® mit Mineralsidure

0,3 g Reverin® werden in einer CO,-Nachweisapparatur in 5 ml 15proz. Hy80, gelést
und einige Min. auf 90—100° erhitzt. Die entstehenden Dimpfe werden in 3 ml Wasser
eingeleitet, das anschliefend zu einer Losung von 0,05 g Chromotropséure in 5 ml 80proz.
H,S0, gegeben wird. Eine kriiftige Violettfirbung zeigt die Anwesenheit von Formaldehyd
an.

Acetolyse von VIa und VIb

A) Mit Acetanhydrid: 0,02 Mol Phenolmannichbase - HCl werden in 30 ml Acetan-
hydrid gelost, mit 5 g wasserfreiem NaOAc versetzt und 45 Min. zum RiickfluB erhitzt.
Nach dem Abkiihlen auf etwa 40° wird das iiberschiissige Acetanhydrid durch vorsichtige
Zugabe von insgesamt 100 ml Wasser verseift und die erhaltene wilrige Losung mit
Chloroform erschépfend extrahiert. Die gewaschene und iiber Na,SO, getrocknete Chloro-
formlésung wird i, Vak. eingeengt und das verbliebene Ol fraktioniert.

V1a: 1. Fraktion: Sdp.; 85—87°, 2. Fraktion: Sdp.; 110°.
VIb: 1. Fraktion: Sdp.; 85—87°, 2. Fraktion: Sdp., 128°.

Die 1. Fraktion aus VIa und die 1. Fraktion aus VIb sind untereinander und mit einer
unabhéngig hergestellten Probe von N-Acetylpiperidin identisch.

VIa, 2. Fraktion ist Bisacetyl-saligenin.

Ci1H,,0, (208,2) Ber.: C 6345 H 581
Gef.: C 63,561 H 5,68

VIb, 2. Fraktion ist 2-Acetoxy-5-methyl-benzylacetat.

" CH,,0, (222,2) Ber.: C 64,85 H 6,35
Gef.: C 64,64 H 6,29

B) Mit Eisessig: 0,02 Mol Phenolmannichbase - HCl werden, wie unter A) beschrieben '
behandelt, wobei an Stelle von Acetanhydrid Eisessig verwendet wird. Nach dem Ver-
diinnen mit Wasser wird die saure Losung mit NaOH neutralisiert und vorsichtig mit so
viel NaHCO,-Losung versetzt, bis eine starke Triilbung entsteht. Anschliefend wird mit
Ather quantitativ ausgeschiittelt, die &therische Losung gewaschen, getrocknet, i. Vak.
eingeengt und der Riickstand fraktioniert. Dabei erhilt man VIa bzw. VIb fast quanti-
tativ als Basen zuriick. Die Identifizierung geschieht durch Uberfiihrung in die Hydro-
chloride und Mischschmp. mit den Ausgangsstoffen.
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Acetolyse von ViIa

A)Mit Acetanhydrid: 10,9 g Piperidinomethylbenzamid (0,05 Mol) werden mit 60 ml
Acetanhydrid und 10 g wasserfreiem NaOAc 45 Min. zum RiickfluB erhitzt. Aufarbeitung
wie unter VIa.

1. Fraktion: Sdp.;_, 98—95°. 2. Fraktion: Sublimat (7 Torr) 120—140°. 3. Fraktion:
Der Riickstand wird bei 5 Torr und 180—200° Luftbadtemp. im Kugelrohr destilliert.
Das erhaltene Destillat erstarrt nach kurzer Zeit.

1. Fraktion: NAcetyIplperldm 2. Fraktion: N-Acetylbenzamid, Schmp. 117°, Ausbeute
um 209%,.

C,H,NO, (163,2) Ber.: C6625 H556 N8858
Gel.: C 66,23 H 5,64 N 8,77
3. Fraktion: Methylenbisbenzamid, Schmp. 219°, Ausbeute um 609,.
0,.H,,N,0, (254,3) Ber.: C70,06 H556 N 11,04
Gef.: C 71,05 H 5,71 N 11,12

B) Mit Eisessig: Bei analoger Behandlung mit Eisessig/NaOAc wird Benzamid und
daneben Methylenbisbenzamid erhalten.

Acetolyse von VIIb

A) Mit Acetanhydrid: Ausfithrung analog VIIa.

1. Fraktion: Sdp.g_g 98—95° (N-Acetylpiperidin). 2. Fraktion: Sdp.; 125—145° (IX).
3. Fraktion: Phenolformaldehydharze.

Die 2. Fraktion erstarrt nach kurzem Stehen. WeiBe Kristalle, 16slich in Chloroform,
Ather, Athanol, Aceton, unloslich in Wasser. Schmp. 109°, Ausbeute etwa 30%,.
C HyNO, (191,2) Ber.: C 62,82 H 4,74 N 7,33
Gef.: C 62,96 H 4,57 N 7,41
IR-Spektrum: Abb. 2.
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Abb. 2. IR-Spektrum von IX (Dihydro-3-acetyl-1,3-benzoxazinon-[4])

B) Mit Eisessig: Bei analoger Behandlung mit Eisessig/NaOAc wird als Haupt-
produkt Salicylamid neben einer betrichtlichen Menge an Phenolformaldehydharzen
erhalten.

Acetolyse von Reverin®
2 g Reverin® werden mit 30 ml Eisessig und 5 g wasserfreiem NaOAc 30 Min. zum Riick-

fluB erhitzt. Nach dem Abkiihlen auf Raumtemp. wird vom ungelésten NaOAc dekantiert
und das Losungsmittel i. Vak. entfernt. Der briunliche Riickstand wird aus Athanol mit
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Kohle umkristallisiert. Gelbes, mikrokristallines Pulver (nach mehrmaligem Umkristalli-
sieren), léslich in Athanol, Eisessig, Wasser und in den gebriduchlichen Losungsmitteln,
leicht ldslich in verd. Alkalilaugen und verd. Mineralsiuren, Zers. 205—211°
CyoH g N0, - C,H O, (504,5) Ber.: C 57,14 H5,69 N 5,55
Gef.: C 57,31 H569 Nb5,54

Blindversuch mit Tetracyeclin

2 g Tetracyelin werden wie oben behandelt. Das erhaltene Reaktionsprodukt ist in allen
chemischen und physikalischen Eigenschaften (Zersp., UV- und IR-Spektrum) mit dem
voranstehend beschriebenen identisch.

Umsetzung von Tetracyelin mit Triphenylbor (X)

Aus 0,89 g Tetracyclin (Base) (0,002 Mol) wird eine kalt gesittigte, athanol. Losung
bereitet. Diese versetzt man mit einer Lésung von 1 g frisch bereitetem Triphenylbor?) in
5ml Athanol und erwérmt 10 Min. auf dem Wasserbad, wobei ein gelber Kristallbrei
entsteht. Nach dem Abzentrifugieren wird aus Athanol umkristallisiert. Gelbe, filzige
Kristalle, loslich in Athanol, Aceton, Eisessig, schwer 1slich in Ather, unléslich in Wasser.
Schmp. ab 220° (unter Zers. und Braunfirbung). Ausbeute: 1,08 g (77,2%).

CieH1sBaN,O4 (772,5) Ber.: C 71,562 H 548 N 3,62
Gef.: C 71,66 H 01 N 3,58
IR-Spektrum: Abb. 3. UV-Spektrum: s. Abb. 1.
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Abb. 3. TR-Spektrum von X

Umsetzung von Reverin® mit Triphenylbor
1,05 g Reverin® (0,002 Mol) werden, wie bei Tetracyclin beschrieben, mit einer Lisung
von 1,5 g frisch bereitetem Triphenylbor in 10 ml Athanol behandelt. Gelbe, filzige Kri-
atalle, Loslichkeit wie bei X; Ausbeute: 1,04 g (69%). Mischschmp. mit X: Zers. ab 220°.
UV- und IR-Spektrum identiach mit X.
CsH1aBaN,O4 (772,5) Ber.: C 71,562 H 5,48 N 3,62
Gef.: C 71,72 H 5,39 N 3,60

Anschrift: Doz. Dr. H. J. Roth, 83 Braunschweig, Pockelsatr. 4. [Ph 052]



