Allylamin-Derivate -
eine neue Wirkstoffklasse in der antifungalen Chemotherapie

Von Anton Stiitz*

Pilzinfektionen (Mykosen) sind weltweit verbreitet. Den Anspriichen einer modernen Che-
motherapie zu ihrer Behandlung geniigen jedoch nur wenige Strukturklassen; die Suche
nach neuartigen Wirkstoffen ist daher fiir Wissenschaft und Therapie von Bedeutung. Die
erste Verbindung einer neuen Substanzklasse, der Allylamin-Derivate, wurde durch Zufall
gefunden. Es handelt sich um Naftifin ((E)-N-Methyl-N-(1-naphthylmethyl)-3-phenylallyl-
amin), das seit kurzem als topisches Antimykoticum im Handel ist. Von Naftifin ausgehend
wurde iiber grundlegende Struktur-Wirkungs-Beziehungen und Synthesen die bisher wirk-
samste Verbindung dieses Typs - Terbinafin - gefunden, die als erster pharmazeutischer
Wirkstoff ein (E)-1,3-Enin-Strukturelement enthilt. Terbinafin verfiigt gegentber der ur-
spriinglichen Leitstruktur Naftifin sowohl in vitro als auch in vivo iiber einen erheblich
verbesserten Wirkungsgrad und ist Standardpriparaten in verschiedenen chemotherapeuti-
schen Tieruntersuchungen bei topischer oder oraler Gabe bis um eine Gréfenordnung
iiberlegen. Nach den bisherigen klinischen Erfahrungen hat Terbinafin neben hoher Ver-
traglichkeit eine vielversprechende Wirksamkeit gegen verschiedenartige Mykosen. Allyl-
amine sind potente und selektive Hemmer der fungalen Squalen-Epoxidase und wirken
iiber einen neuartigen Mechanismus, der nicht wie bei anderen Hemmern der Steroid-Bio-

synthese von Cytochrom P-450 abhingig ist.

1. Einleitung

Pilzerkrankungen hatten bis vor wenigen Jahrzehnten -
insbesondere im Vergleich zu bakteriellen Infektionen -
nur untergeordnete Bedeutung. Das hat sich grundlegend
gedndert. Die Haufigkeit beobachteter Mykosen nahm in
den letzten Jahren deutlich zu, sei es infolge tats3chlicher
Zunahme von Infektionen, aufgrund verbesserter Diagno-
semoglichkeiten oder erhdhten HygienebewuBtseins.
Heute nehmen die Mykosen einen wesentlichen Platz un-
ter den Infektionserkrankungen ein!'-.

Das klinische Bild von Mykosen ist sehr vielfiltig und
hingt von der Lokalisation der Infektion und der Immuni-
titslage des Befallenen ab. Oberflichliche Mykosen von
Haut, Schleimhaut, Haaren und Nigeln kdnnen banal ver-
laufen, aber auch mit heftigen entziindlichen Prozessen
verbunden sein. Darunter gibt es Massenerkrankungen wie
den ,,FuBpilz*“ (athlete’s foot, Tinea pedis) oder ,,Nagel-
pilz** (Onychomykose). Tiefe Mykosen sind oft lebensbe-
drohliche Systeminfektionen, die sich auch heute nur sehr
schwer, wenn iiberhaupt, therapieren lassen.

Humanpathogene Pilze sind eine morphologisch und
physiologisch heterogene Gruppe von Mikroorganismen.
In der neueren Literatur werden sie, etwas vereinfacht, in
drei Hauptgruppen eingeteilt:

- Dermatophyten, Erreger von Dermatophytosen (Tri-
chophytie, Mikrosporie, Epidermophytie).

- Sprofipilze (Hefen) und biphasische Pilze, Erreger von
Candidosen, der Sporotrichose und auBereuropiischer
Infektionen wie der Coccidioidomykose, Histoplasmose
und Blastomykose.

- Schimmelpiize, die beispielsweise die Aspergillose oder
die Chromomykose verursachen.

[*] Dr. A. Stiitz
SANDOZ Forschungsinstitut
BrunnerstraBe 59, A-1235 Wien (Osterreich)
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Im Gegensatz zu den Bakterien (Prokaryonten) zdhlen
Pilze zu den eukaryontischen Mikroorganismen. Sie sind
héherentwickelte Lebewesen mit einem echten Zellkern,
d.h. sie enthalten Chromosomen, die von einer Kernmem-
bran umgeben sind. Die prinzipielle Verwandtschaft zu
hochentwickelten Organismen erklirt die groBe Schwierig-
keit einer effizienten systemischen Therapie von Pilzer-
krankungen, ohne gleichzeitig den Wirtsorganismus zu
schidigen.

Die Zahl der als antimykotisch wirksam beschriebenen
Substanzen ist Legion. Nur wenige geniigen jedoch den
Anspriichen einer modernen Chemotherapie. Beispiele fiir
die wichtigsten Stoffklassen sind in Abbildung 1 zusam-
mengestellt:

- Antibiotica
a) Polyene: z.B. Amphotericin B, Nystatin
b) Griseofulvin
- Synthetische Chemotherapeutica
a) 5-Fluorcytosin (Flucytosin)
b) Thiocarbamate: z. B. Tolnaftat
¢) Azole: z. B. Clotrimazol, Miconazol, Ketoconazol

Die jiingste und zur Zeit meistbearbeitete Strukturklasse
ist die der Azolantimykotica'. Sie zeichnet sich durch ein
breites Wirkspektrum aus. Azole sind potente Inhibitoren
der Ergosterin-Biosynthese, die fir den Aufbau einer in-
takten Pilzzellmembran essentiell ist. Dabei wird ein we-
sentlicher Schritt in der Reaktionskaskade von Lanosterin
zu Ergosterin, nimlich die Cytochrom-P-450-abhiingige
oxidative 14a-Desmethylierung, blockiert (vgl. auch Abb.
6)i*"). Die ersten Azole waren nur als topische Praparate
cinsetzbar; vor wenigen Jahren gelang mit Ketoconazol
der Durchbruch zur systemischen Anwendung'®’. Die orale
Therapie ist jedoch mit Nebenwirkungen' belastet (Leber-
toxizit4t, Teratogenitit, Beeinflussung des Steroidhormon-
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Abb. I. Strukturen reprisentativer Antimykotica.

haushalts!"®'"), die zumindest teilweise aus einer starken
Inhibierung von Cytochrom-P-450-abhéngigen enzymati-
schen Reaktionen resultieren!'?-'4, Sie fiihrten kiirzlich zu
einer erheblichen Einschrinkung der Anwendungsmog-
lichkeiten von Ketoconazol!'*!,

Die Forschung auf dem Gebiet der antimykotischen
Chemotherapie konzentriert sich weltweit auf die Bearbei-
tung der Azole und wird durch die exponentiell anstei-
gende Flut von Publikationen und Patenten dokumen-
tiert!® !9, Es bleibt abzuwarten, ob es gelingt, noch wirksa-
mere, selektivere und besser vertrigliche Verbindungen
aus dieser Strukturklasse zu entwickeln.

Angesichts dieser Beschrinkung auf Azole ist die Suche
nach neuen Strukturklassen oder die chemische Bearbei-
tung neuer Leitsubstanzen (,,leads*) eine Alternative, die
von wesentlichem wissenschaftlichen und therapeutischen
Wert sein kdnnte.

2. Naftifin - eine Zufallsentdeckung

1974 arbeitete Berney in den Wander-Laboratorien,
Bern, an Spiro-dihydronaphthalinen mit dem Ziel, Deri-
vate mit Wirkung auf das Zentralnervensystem zu finden.
Nach der sauren Hydrolyse einer dieser Substanzen iso-
lierte er unerwartet eine Verbindung 1, deren Struktur sich
als verhdltnismiBig einfach, aber als noch unbekannt her-
ausstellte!'”,

0
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1 wurde innerhalb eines breiten Routine-Screeningpro-
gramms im Sandoz-Forschungsinstitut Wien getestet. Da-
bei konnten Georgopoulos et al. hohe Wirksamkeit gegen
eine Reihe humanpathogener Pilze nachweisen. Die zu-
nichst an Pilzkulturen (in vitro) erhobenen Befunde!® lie-
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Ben sich auch in tierexperimentellen Untersuchungen (in
vivo) bestitigen!'". So wurde am Modell der Meerschwein-
chen-Trichophytie nach topischer Applikation eine den
Standards zumindest ebenbiirtige Wirkung gefunden.
Orale Wirksamkeit wurde nur bei sehr hoher, therapeu-
tisch nicht mehr nutzbarer Dosierung festgestellt?”,

Nach ausgedehnten Untersuchungen der toxikologi-
schen und pharmakokinetischen Eigenschaften®'?? wurde
1 (,,generic name*: Naftifin) mehrere Jahre intensiv in der
Klinik gepriift™. Zahlreiche Studien haben die hohe
Wirksamkeit von Naftifin als topisches Antimykoticum be-
wiesen. An Patienten mit unterschiedlichen Dermatophy-
tosen und Candidosen wurde Naftifin in offenen Studien
und in Doppelblindversuchen mit topischen Standard-An-
timykotica oder mit Placebos verglichen. Darin erwies sich
Naftifin den Standards als ebenbiirtig bis teilweise iiberle-
gen. In vielen Fillen wurde ein rascheres Abklingen der
klinischen Symptome!?¥ gefunden und ein zusitzlicher an-
tiinflammatorischer Effekt beobachtet'?*,

Naftifin gelangte erstmalig 1985 unter dem Namen Exo-
deril® in der Bundesrepublik Deutschland sowie in Oster-
reich, Malaysia und Singapur in den Handel.

3. Allylamin-Derivate -
eine neue antimykotische Wirkstoffklasse

Parallel zur Wirkungsweise!?5-2¥) yon Naftifin wurde die
Chemie dieser Verbindung untersucht. Zu Beginn steliten
sich folgende Fragen:

- Ist Naftifin einer bekannten Strukturklasse zuzuordnen,
eine Einzelverbindung oder ein Mitglied einer neuen
Wirkstoffklasse?

- Gibt es definierbare Struktur-Wirkungs-Beziehungen,
und welche Strukturelemente sind fiir die antifungale
Wirksamkeit essentiell ?

- Lassen sich aus diesen Kenntnissen neue Strukturen mit
noch hoherer Wirkung und/oder breiterem Wirkspek-
trum ableiten?

- Gibt es Verbindungen mit therapeutisch nutzbarer, ora-
ler Wirksamkeit (damals waren nur zwei Antimykotica
mit oraler Aktivitiat bekannt - Griseofulvin und 5-Fluor-
cytosin)?

Es stellte sich bald heraus, daB die antifungale Aktivitit
von Naftifin an spezielle Strukturelemente gebunden ist,
die in keiner der bekannten Wirkstoffklassen vorkom-
men®. Es wurden zahlreiche Verbindungen mit dhnlicher
und spéter auch mit deutlich verbesserter Wirkung gefun-
den. Da allen wirksamen Verbindungen eine tertiire Allyl-
aminfunktion gemeinsam war, wurde ihnen der Name , Al-
lylamin-Derivate* gegeben,

Im folgenden wird in etwas vereinfachter Form der Weg
zu Terbinafin beschrieben, der bisher wirksamsten Verbin-
dung dieses Typs.

3.1. Grundlegende Struktur-Wirkungs-Beziehungen

Um grundlegende Struktur-Wirkungs-Beziehungen zu
kldren, wurden die Naftifin-Analoga 2-6 synthetisiert®®.,
Bei der antimykotischen Priifung in vitro erwiesen sie sich
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als inaktiv. Daraus mufite geschlossen werden, daB3 der
Stickstoff, die Doppelbindung und der 1-substituierte
Naphthalinring von Bedeutung sind und die Arylgruppen
nicht vertauscht werden diirfen.
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aw o5

In weiterer Folge wurde anhand der Verbindungen 7-11
untersucht, ob die Abstinde zwischen den funktionellen
Gruppen und zu den aromatischen Systemen verkiirzt oder
verlingert werden konnen, ohne die Wirksamkeit zu beein-
trichtigen. Auch diese Verbindungen waren entweder
inaktiv oder um GréB8enordnungen weniger wirksam als

17 In den Formelbildern sind die gesinderten Molekiil-
teile durch Fettdruck gekennzeichnet.
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Aus diesen Untersuchungen ging bereits hervor, daB die
antifungalen Eigenschaften von 1 tatsichlich an spezifi-
sche strukturelle Voraussetzungen gebunden sind. Detail-
lierte systematische Variationen der Strukturelemente be-

stitigten und vertieften diese ersten Struktur-Wirkungs-Be-
ziehungen',

3.2. Semirigide Naftifin-Analoga

In der Folge wurde zunichst die Konstitution von 1 als
essentiell angenommen und die Frage nach der wirksamen
Konformation gestellt. Durch Einbau der konformationell
flexiblen Struktur von 1 in diverse Ringsysteme wurden
semirigide Analoga hergestellt®'). Die vier Verbindungen
12, 13, 15 und 16 erwiesen sich als biologisch vdllig un-
wirksam, wihrend 14 und 17 im Aktivititsbereich von
Naftifin 1 lagen (,,Alles-oder-Nichts‘‘-Effekt).

Da die racemische Piperidin-Verbindung 17 ein interes-
santes Wirkspektrum zeigte, wurde sie in die Enantiomere
gespalten. In Tierversuchen stellte sich heraus, daB die
Wirksamkeit auf die (R)-Form (durch Réntgen-Struktur-
analyse bewiesen®?) beschrinkt ist. Diese Verbindung war
das erste Derivat'®*?% mit signifikant verbesserter oraler
Wirksamkeit im Meerschweinchen-Trichophytiemodell®®!
und lieferte den Beweis, daB eine Erhohung des systemi-
schen Wirkungsgrades von 1 moglich ist.
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3.3. Systematische Variation von N-Alkenylseitenketten

In einer systematischen Studie wurde die 3-Phenylal-
lyl(cinnamyl)gruppe in 1 durch C,,-Alkylketten mit stei-
gender Anzahl konjugierter Doppelbindungen ersetzt; die
so erhaltenen Verbindungen 18-22 wurden gegen mehrere
humanpathogene Keime getestet (Tabelle 1). Die biologi-
sche Wirksamkeit erreicht bei zwei konjugierten Doppel-
bindungen in 20 ein klares Maximum. Die Analoga 21
bzw. 19 mit je einer Doppelbindung mehr oder weniger

Tabelle 1. Wirksamkeit von Allylamin-Derivaten in vitro. Oben: Variation
der Anzahl von Doppelbindungen in den N-Alk(en)yl-Seitenketten der Ver-
bindungen 18-22; unten: Variation der Alkylgruppe in den N-(2,4-Alkadi-
enyl)-Seitenketten der Verbindungen 23-26 und 20 (a, b].

MIC [mg/L] :
Trich. Epid. Micr. Spor. Cand.
R=

ment. [l can. sch. par.
s

1 NN 10 1000 100 100 >100
o

TR Ve e VeV 16 25 50 >100 >100
fHa
N

0 KNS 005 01 0.1 16 16
CH
ﬁ3

2 ANV 16 31 31 100 >100
(I"Hs

2 RN S0 0 25 >100 >100
?Ha
N

3 NN 16 50 25 100 >100 -
o

1 N 01 08 08 62 125
CH
|]

F IR 2 005 02 0.1 31 16

%

20 NN 005 01 o1 6 16
CH.
|3

% RN NN 02 08 04 31 100

[a] MIC (Minimale Hemmkonzentration): Niedrigste Wirkstoffkonzentra-
tion, bei der das Wachstum der Pilze vollstindig gehemmt wird. [b) Abkar-
2ungen: Trich. ment.: Trichophyton mentagrophytes; Epid. f1.: Epidermophyton
floccosum; Micr. can.: Microsporum canis; Spor. sch.: Sporothrix schenckii;
Cand. par.: Candida parapsilosis.
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sind deutlich weniger wirksam. Die Derivate 18 bzw. 22
ohne oder mit vier konjugierten Doppelbindungen sind
nahezu inaktiv®®,

Die Variation der Kettenlinge von 2,4-Alkadienyl-Sei-
tenketten zeigt ein dhnliches, wenn auch weniger ausge-
prigtes Bild; denmnach ist die Wirksamkeit bei Cy bis C,o
(Verbindungen 20, 25) am héchsten. Die Auswirkungen
dieser Modifikationen wurden auch im Meerschweinchen-
Trichophytiemodell bei topischer und oraler Applikation
untersucht (Abb. 2). Dabei wurde eine noch ausgeprigtere
Abhingigkeit der in-vivo-Wirksamkeit von der Ketten-
fange gefunden. Topische Applikation einer 2proz. Losung
bewirkte nur mit Verbindung 25 eine vollstindige Heilung
der Tiere; bei oraler Gabe erwies sich das Homologe 20
als aktivste Verbindung. Verinderungen um eine bis drei
Methylengruppen fiihrten bis zum Wirksamkeitsverlust®.
Diese Resultate demonstrieren, daB minimale Verdnderun-
gen der chemischen Struktur nicht nur fiir die Optimie-
rung, sondern eventuell sogar fiir das Erkennen einer Leit-
substanz entscheidend sein kdnnen.

3.4. Die (E)-1,3-Eningruppe - ein neues Strukturelement
in pharmazeutischen Wirkstoffen

Aus Tabelle 2 ist ersichtlich, daB die antifungale Wirk-
samkeit von Verbindung 25 mit einer (E,E)-24-Alkadi-
enyl-Seitenkette (siche auch Tabelle 1 und Abb. 2) sowohl
in vitro als auch in vivo mit der der Leitstruktur Naftifin 1
vergleichbar ist.

Formaler Ersatz der Doppelbindung zwischen C-4 und
C-5 durch eine Dreifachbindung (Verbindung 27, siehe
auch Reduktion mit Diisobutylaluminiumhydrid in Ab-
schnitt 4.1) verbessert die Wirksamkeit in vitro und in vivo,
insbesondere bei oraler Gabe. So sind beispielsweise 1
und 25 bei einer Dosis von 75 mg/kg im oralen Meer-
schweinchen-Trichophytiemodell nach mykologischer
Auswertung unwirksam, wihrend das (E)-1,3-Enin-Derivat
27 bei gleicher Dosis vollige Heilung der Tiere bewirkte.
Die trans-Konfiguration ist Voraussetzung fiir diesen Ef-
fekt: Das cis-Isomer 30 ist um GroBenordnungen weniger
wirksam. Das gleiche gilt fiir die Analoga 28 und 29 mit
einer ,invertierten** Eningruppe bzw. zwei konjugierten
Dreifachbindungen®”.,

Unter Beriicksichtigung der aus Abbildung 2 gewonne-
nen Erkenntnisse wurde die zur Dreifachbindung benach-
barte Alkylgruppe in Verbindung 27 variiert (Tabelle 3).
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Abb. 2. In-vivo-Wirksamkeit der N-2,4-Alkadienyl-Derivate 20 und 23-2§
im Meerschweinchen-Trichophytiemodell (vgl. Tabelle 1). Schwarz: Topi-
sche Behandlung: 2proz. Polyethylenglykol(PEG)-Losung; mykologisch ge-
heilte Tiere nach taglich einmaliger Behandiung iiber 7d. - Grau: Orale
Behandlung: mykologische Heilung nach tiglich einmaliger Gabe von
150 mg/kg Ober 9 d.

Tabelle 2. In-vitro- und in-vivo-Wirksamkeit (Meerschweinchen-Trichophy-
tiemodell) der Allylamin-Derivate 1, 25 und 27-30. Abkirzungen siche Ta-
belle 1.

MIC [mg/L]

Trich. Epid. Micr. Spor. Cand.
R= CO ment. fl. can. sch. par.

Hy
25 RN 0.05 02 01 11 16
CHy P
21 pi 0.01 0.01 0.01 1.6 0.4
CHy &S
N
28 R A~ 02 16 02 >100  >100
oy A
29 rR? 0.2 31 08 100 100
GHy
30 g 0.2 100 02 50 100
il
in vivo [% myk. Heilung]
top. [a] oral {b]
0.125% 0.5% 375 75 150
1 35 65 - — 48
25 40 69 - - 43
28 83 100 83 100 100

{a] PEG-Lbsung. [b] Tagesdosis [mg/kg].

Tabelle 3. In-vitro- und in-vivo-Wirksamkeit (Meerschweinchen-Trichophytiemodell) der (E)-2-Alken-4-inyl-Derivate

27, 31 und 32 [a].

A MIC [mg/L] oral [b]
Trich. Epid. Mikr. Spor. Asp. Cand. Cand. [% myk. Heilung]
R= C@ ment. fl can. sch. fum. alb. par. S 10
(.:HS é/\/\
21 RN 001 001 001 16 100 100 04 0 15
g
3 plen 0.01 0006 0006 08 100 100 04 23 75
CHy ¢)<
32 RS 0.006 0006 0006 0.4 08 25 04 98 100

{a] Abklirzungen siehe Tabelle 1 sowie Aspergillus fumigatus (Asp. fum.), Candida albicans (Cand. alb.). [b] Tagesdosis

[mg/kgl.
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Zunehmende Verzweigung fiihrte schlieBlich zur tert-Bu-
tylverbindung 32 (Terbinafin), deren orale Wirksamkeit
nochmals um eine GroBenordnung verbessert ist’®”-3%!! Dije
tert-Butylgruppe ist dariiber hinaus eine Voraussetzung fiir
in-vitro-Wirksamkeit gegen Aspergillus fumigatus und Can-
dida albicans

Versuche, die tert-Butylgruppe in (E)-2-Alken-4-inyl-
aminen durch andere Substituenten zu ersetzen, sind in
Tabelle 4 zusammengefaBt®®®. Darunter sind Verbindun-
gen mit betrichtlicher antifungaler Aktivitit. Am wirksam-
sten, auch in vivo, sind das Ether-Analogon 33 und das
Derivat 34, bei dem die rerz-Butylgruppe durch einen Tri-
methylsilylrest ersetzt wurde. 34 ist trotz verhiltnismiBig
schwacher in-vitro-Wirksamkeit bei oraler Gabe dem Ter-
binafin 32 praktisch ebenbiirtig! Dies ist um so erstaunli-
cher, als die =C—Si-Bindung chemisch und metabolisch
viel weniger stabil als die =C—C-Bindung ist.

Abb. 3. Struktur von Terbinafin 32 im Kristall. Die Computergraphik ist von
der Rontgen-Strukturanalyse des Hydrochlorids abgeleitet [32).

Tabelle 4. In-vitro- und in-vivo-Wirksamkeit (Meerschweinchen-Trichophytiemodell) von (E)-2-Alken-4-inyl-Derivaten

[a).

CHy ®
“N\/\/'
MIC [mg/L} oral [b}
/® Trich.  Micr.  Spor. Asp. Cand. Cand. [myk. Heilung]
ment.  can. sch. Jum. alb. par. 10 mg/kg
/O 0.01 0.02 1.6 > 100 > 100 kR
/@ 0.8 1.6 > 100 > 100 > 100 > 100
/@ 3.1 3.1 >100 > 100 >100 >100
/E' S]( 0.2 0.4 >100 > 100 > 100 >100
Jk 0.006 0.01 1.6 6.2 100 31
Chy
/IL 0.01 0.02 1.6 >100 25 0.8
CICH3l3
C(CHj)y
7 0.8 25 >100 > 100 >100 >100
OH
CHy 0.8 3.1 50 >100 >100 >100
R
0
33 /kthcHa 0.01 0.05 6.2 i1 >100 12.5 95%
34 Sillhy, 0.05 0.05 i >100 25 16 100%
-1 6.25 1.6 25 il 100 6.2

[a] Abkiirzungen siehe Tabelle 1 und 3. [b] Tagesdosis.

Die konjugierte frans-Eningruppe, die sich als wesentli-
che strukturelle Modifikation zur Verbesserung der anti-
mykotischen Wirksamkeit von Allylaminen - insbesondere
bei oraler Gabe - erwiesen hat, ist unseres Wissens ein ney-
artiges Strukturelement in pharmazeutischen Wirkstof-
fen™3749_Innerhalb dieser Serie von Eninen wurde Ter-
binafin 32 als insgesamt giinstigste Verbindung zur weite-
ren Entwicklung ausgewdhlt. Abbildung 3 gibt eine Vor-
stellung von der rdumlichen Struktur.
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4. Syntheseaspekte
4.1. Neue Synthese von (E)-Allylamin-Derivaten

Bei Versuchen, breit anwendbare Synthesewege fiir Al-
lylamin-Derivate zu entwickeln, wurde eine neue Methode
zur stereoselektiven frans-Reduktion von tertidren Propar-
gylaminen mit Diisobutylaluminiumhydrid (DIBAH) ge-
funden®'-42, Diese Reaktion fiihrt unter milden Bedingun-
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gen (40°C, Toluol, 3 h) zu hohen Ausbeuten. Ihr stereoche-
mischer Verlauf steht im Gegensatz zu dem der bekannten
cis-Hydroaluminierung disubstituierter Alkine'**** und ist
auf einen Nachbargruppeneffekt des a-Amins zuriickzu-
fiihren. Die trans-Reduktion unterscheidet sich hinsicht-
lich Reaktivitdt und Selektivitit klar von anderen Reaktio-
nen, die ebenfalls iber eine trans-Hydroaluminierung ver-

R®
2 e DIBAH 2 H
A ;
RN 2 R1/N R
H
trans

R R’ R R
R—==_ g DBAH } < Hz0 > <

H Al( iBu), H H

cis

laufen, z. B. die bekannte Reduktion von a-Hydroxyacety-
lenen mit LiAlH, zu (E)-a-Hydroxyalkenen’). Bei-
spielsweise werden 1,3-Diine wie 35, die sowohl eine Pro-
pargylamin- als auch eine Propargylalkoholfunktion ent-
halten, mit DIBAH zu 36 und mit LiAlH, an der anderen
Dreifachbindung zu 37 umgesetzt (Schema 1)1,

R
CH P

R, s OH
R DBAH_ N P
OH R 36a(73%)
CHy _# L 36b(70%)
NP
R~ LiAlH, R o
35a R'-H T GH /\/kgH
35b R'=CH NP
3 RN~~~ 37a(75%)
R = <-Naphthyl-CH, 37b(65%)

Schema 1.

Es stellte sich nun die priaparativ und mechanistisch in-
teressante Frage, ob ein 2,4-Alkadiinylamin mit DIBAH
im UberschuB an der Dreifachbindung zwischen C-2 und
C-3 trans (iber einen Nachbargruppeneffekt des Stick-
stoffs) und/oder an der anderen Dreifachbindung wieder
»normal (cis) reduziert wird. Die Umsetzung des iiber
eine oxidative Kupplung erhaltenen Diins 29 mit DIBAH
im Molverhiltnis 1 :5 fiihrte zu einem ca. 1:1-Gemisch des
(E)-2-Alken-4-inylamins 27 und des (2E,4Z)-2,4-Alkadi-
enylamins 38 (Schema 2). Die Direduktion verlief sehr se-
lektiv (EZ/EE=98/2); dies wurde auch an anderen Bei-
spielen nachgewiesen (vgl. “2).

NN H
53% + 43%
27 38
Schema 2.
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Mit dem (E)-Enin 27, dem Produkt der Monoreduktion,
gelang der erste Durchbruch bei den Bemiihungen, oral
hochwirksame Allylamin-Derivate zu finden (sieche Ab-
schnitt 3.4).

4.2. Synthese von 2-Alken-4-inylaminen

Zur Synthese einer groBen Zahl substituierter 2-Alken-
4-inylamine hat sich die in Schema 3 dargestellte Reakti-
onsfolge auBerordentlich bewihrt: 1-Alkine werden lithi-
iert und in einer 1,2-Addition mit Acrolein umgesetzt. Die
durch Hydrolyse resultierenden sekundiren Alkohole wer-
den nach a) mit konzentriertem wiBrigem HBr zu einem
Stereoisomerengemisch primérer Allylbromide (E/Z=
3/1) umgelagert. Nach Reaktion mit einem sekundiren
Amin werden die stereoisomeren Produkte entweder chro-
matographisch oder als Hydrochloride durch selektive
Kristallisation der trans-Isomere (wie im Fall von 32) ge-

BuLi AR
y P &
/H —_— N
& a)H,0 X
b)Ac,0
a) a) X=0H
HBr b) X=0Ac
RJ
7
5’\/\/4/
Pd?
Na,CO0, b) [EtsN
RZ
|
/ g \
J
FI*Z /R3 5*2
R1/NW i + R1/N\/ﬁ
III
H3

Schema 3.

trennt®®”., Diese Produkte kénnen auch nach b) iiber n-Al-
lylpalladiumkomplexe der Acetyl-Derivate mit Pd®-Kata-
lysatoren wie [(Ph;P),Pd] unter neutralen und besonders
milden Bedingungen erhalten werden!*®. Auf diese Weise
lieBen sich auch Acetylene mit (séiure)empfindlichen funk-
tionellen Gruppen selektiv und in befriedigender Ausbeute
umsetzen (Tabelle 5). Durch Modifikation der Versuchsbe-
dingungen bzw. durch Verwendung eines polymergebun-
denen Pd-Katalysators!*” ist es dariiber hinaus gelungen,
eine teilweise Selektivitat zugunsten der (E)- bzw. (Z)-
Isomere zu erzielen!*,

5. Wirkungsweise von Allylamin-Derivaten

Bei elektronenmikroskopischen Untersuchungen von
Pilzen, die mit Naftifin 1 behandelt worden waren, wurde
eine Anhidufung lipidartiger Vesikel beobachtet!®®, Die
Vermutung, daB der Lipidstoffwechsel beeinfluBt wird,
konnte durch biochemische Untersuchungen bestatigt wer-
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Tabelle 5. Synthese von 2-Alken-4-inylaminen mit dem Pd®-Katalysator
[(PhyP)Pd] (5 Mol-%) in Tetrahydrofuran (15 h); vgl. Alternative b) in
Schema 3.

CH, R3 CH 3
- 3 R
& pd° ] -
NH F Z
" * /Y AN
R OAc R
R' R? Ausbeute {%] [a]
E z
CH,
CH,-S-C,Hg 29 (44) 22 (35)
CH,
S-CH,
OO C—CH, 24 (34) 35 (52)
S'CHJ
CH,
CH,
OO C—0CH, 31 (45) 30 (45)
CH,
CH,
CH
il
c\—q 32 47
OCH,
CH,
m Si(CH,l, 31 24
Q" "Br
CH,
| I 1 CI(CH;) 47 31
N 3’3
N

O
X
[

[a] Isoliertes Material; Werte in Klammern: Ausbeute laut HPLC-Analyse.

den. In der Folge wurde die Wirkungsweise der Allylamine
aufgeklan‘z""a"""“‘.

Naftifin 1, Terbinafin 32 und andere Allylamine greifen
in die Biosynthese des Ergosterins, eines fir die Zellmem-
bran von Pilzen essentiellen Steroids, ein. Sie fithren zur
intrazelluliren Akkumulation von Squalen (Abb. 4)B30-51-521
und sind hochwirksame Hemmer der Squalen-Epoxidase
aus Candida albicans (Terbinafin: K;=3 x 108 M; Abb. 5)
und anderen Pilzen. Squalen-Epoxidase ist ein Schliissel-
enzym in der Biosynthese von Sterinen und Steroiden und
das erste in der Reaktionsfolge, das molekularen Sauer-
stoff benotigt (Abb. 6). Eine spezifische Hemmung dieses
Enzyms wurde erstmals mit den Allylaminen nachgewie-
sent*?. Gesicherte Aussagen iiber die Reaktionen am En-
zym sind noch nicht méglich.

100
80
L
RN
* 60
g
=
kS
g
:3 40+
€
20
rd
P——
0
0.001 0.01 01 10 10
32 [mg/L] —

Abb. 4. Effekt von Terbinafin 32 auf die Sterin-Biosynthese in Candida-albi-
cans-Zellen. Inkorporierung von '*C-Acetat in (o) Ergosterin; (s) 4-Mono-
methylsterine; (0) 4,4-Dimethylisterin; (8) Squalen (nach Ryder [50]).
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Abb. 5. Inhibierung der Squalen-Epoxidase aus Candida albicans durch Ter-
binafin 32. Dixon-Diagramm bei drei Substratkonzentrationen (nach Ryder
et al. [30]). Substrat(Squalen)-Konzentration: o 128x107°M; e
29.9%x107°M; 0 116.2x 10-* M. K;=9 ng/mL (9 pg/L)~3x 10"* m.

Die Squalen-Epoxidierung ist aber nicht nur ein essen-
tieller Schritt in der Biosynthese von Ergosterin in Pilzen,
sondern auch von Cholesterin in S#ugern. Vergleichende

Squalen Squalenepoxid Lanosterin 14-Desmethyllanosterin Ergosterin
&S &S
a L. S
HO HO
Terbinafin
Abb. 6. Biosyntheseschritte von Squalen zu Ergosterin (nach Ryder et al. [50]). Enzymsysteme: A: Squalen-Epoxidase (Squalen-Monooxygenase, E.C. 1.14.99.7);

B: Squalen-Oxidocyclase (Lanosterin-Synthase, E.C. 5.4.99.7); C: Lanosterin-14a-Desmethylasekomplex, Cytochrom-P-450-abhéngig; durch Azole inhibiert.
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Untersuchungen mit Squalen-Epoxidasen aus Rattenleber
und Pilzen beweisen aber, daBl Terbinafin eine hohe Selek-
tivitat zugunsten des Pilzsystems hat. Die entsprechenden
Inhibierungskonstanten unterscheiden sich um mehr als
drei GroBenordnungen®®. Dieser Befund ist fiir die si-
chere und nebenwirkungsfreie Verwendung von Terbinafin
als systemisch wirksames Chemotherapeuticum von Be-
deutung.

Die Squalen-Epoxidierung ist im Unterschied zur 14a-
Desmethylierung von Lanosterin, dem Hauptangriffspunkt
der Azol-Antimykotica, nicht von Cytochrom-P-450-Enzy-
men abhingig. Allylamine haben auch keine Affinitiit zu
Cytochrom-P-450-Systemen der Steroidhormonsynthese in
Nebenniere, Placenta und Testes®. In Einklang damit
sind bei der klinischen Priifung von Terbinafin keine der
bei Ketoconazol bekannten Nebenwirkungen beobachtet
worden, die auf Cytochrom-P-450-Wechselwirkungen zu-
riickzufiithren sind.

6. Terbinafin

Terbinafin 32 ist in vitro gegen ein breites Spektrum hu-
manpathogener Pilze wirksam (Tabelle 6), wobei Derma-
tophyten wie Trichophyton spp., Microsporum canis und
Epidermophyton flocc. (Minimale Hemmkonzentration
(MIC) 0.001-0.01 mg/L), Aspergillus spp. (MIC 0.02-1.56
mg/L) und Sporothrix schenckii (MIC 0.1-0.4 mg/L) her-
ausragen. Die Sensitivitit von Hefen (MIC 0.1-> 100 mg/L)
weist eine groBere Bandbreite auf. Gegen Dermatophyten
und Candida parapsilosis wirkt Terbinafin primir fungizid
und gegen Candida albicans fungistatisch>® 571,

Tabelle 6. Spektrum und minimale Hemmkonzentrationen (MIC) von Terbi-
nafin 32 [30,55].

Spezies Anzahl MIC [mg/L]

gepriifter

Stdmme Bereich M
Trichophyton spp. 64 0.001-0.006 0.004
Epidermophyton flocc. 24 0.001-0.006 0.004
Microsporum canis 24 0.006-0.01 0.007
Aspergillus spp. 7 0.02-1.56 0.63
Sporothrix schenckii 4 0.1-0.4 0.2
Candida albicans 78 6.25-100 29.3
Candida spp. 42 0.1->100 33.0

Die orale Wirksamkeit von Terbinafin 32 ist bedeutend
grofBer als diejenige von Naftifin 1. Dies wurde durch den
Vergleich der curativen Dosen (Dosis, bei der 100% myko-
logische Heilung erreicht wird) im oralen Meerschwein-
chen-Trichophytiemodell®** demonstriert: Sie betriigt bei
Naftifin 485 mg/kg?®™ und bei Terbinafin 6 mg/kg® %8,
Die klinischen Standards Griseofulvin und Ketoconazol
benétigten im gleichen Modell mit 60 bzw. 80 mg/kg eine
um eine GréBenordnung héhere Dosis als Terbinafin zur
vollstindigen Heilung?®-®,

Eine dhnlich tberlegene Wirkung von Terbinafin gegen-
iiber Standards konnte auch bei topischer Anwendung ge-
zeigt werden. Behandlung der Meerschweinchen-Tricho-
phytie oder -Mikrosporie mit einer 0.06- bzw. 0.5proz. L§-
sung iiber sieben Tage fiihrte mit Terbinafin zur vollstidndi-
gen mykologischen Heilung. Unter den gleichen Versuchs-
bedingungen erzielten die Standards Econazol oder Tol-
naftat selbst bei Anwendung einer 2proz. Losung keine
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oder nur teilweise mykologische Heilung. Eine Hautinfek-
tion des Meerschweinchens durch Candida albicans wurde
durch fiinftigige topische Behandlung mit einer 1proz. L6-
sung von Terbinafin geheilt®® !,

Mit Terbinafin wurden ausgedehnte Untersuchungen
an Labortieren und spiter am Menschen zur Pharmako-
kinetik, Biotransformation und Vertriglichkeit durchge-
fihrt®®-*%, Aus den Ergebnissen der Tieruntersuchungen
sind die bemerkenswert niedrige Toxizit4t sowie das Feh-
len teratogener oder embryotoxischer Effekte hervorzuhe-
ben. Die bei Tieren und Menschen nach oraler Gabe ge-
fundenen Plasmakonzentrationen der Muttersubstanz lie-
gen trotz erheblicher Metabolisierung weit {iber den mini-
malen Hemmkonzentrationen. Die Voraussetzungen fiir
den klinischen Einsatz waren daher sowohl von der Wirk-
stoffkonzentration als auch vom Standpunkt der Arznei-
mittelsicherheit gegeben.

Zur Zeit wird Terbinafin weltweit in kontrollierten klini-
schen Untersuchungen gepriift. Die bisher vorliegenden
Ergebnisse von teilweise noch nicht abgeschlossenen Stu-
dien sind ermutigend: Bei der oralen Behandlung von Ti-
nea corporis wirkte Terbinafin mindestens ebenso gut wie
Griseofulvin, obwohl die Terbinafin-Tagesdosis (250 mg)
nur die Hilfte der Griseofulvin-Standarddosierung betrug.
Bei der topischen Behandlung von Tinea pedis und Tinea
cruris zeigte sich bereits nach wenigen Tagen signifikante
Uberlegenheit gegeniiber Clotrimazol®-%%, Bei topischer
Behandlung der Haut-Candidiasis erwies sich Terbinafin
als mindestens ebenso gut wie Clotrimazol'®”.. Die generell
gute Vertrdglichkeit zeichnet sich sowohl nach topischer
als auch nach oraler Gabe ab.

Aus diesen Untersuchungen kann die Hoffnung abgelei-
tet werden, daB Terbinafin eine wertvolle Bereicherung
des Arzneimittelschatzes zur Behandlung von Mykosen
werden koénnte.

7. Ausblick

Die Allylamin-Derivate sind eine neue Klasse antifunga-
ler Wirkstoffe mit oraler und topischer Wirksamkeit!®*,
Dies wird nicht nur durch Naftifin und Terbinafin doku-
mentiert, sondern auch durch eine Fiille teilweise hoch-
wirksamer Derivate, die in vielen Patentschriften beschrie-
ben sind®*%*-% Die chemische und biologische Bearbei-
tung dieser Strukturen wird fortgesetzt.

Zwei Aspekte dieser Arbeiten kdnnten Qiber die antifun-
gale Chemotherapie hinaus fiir das ,,drug design* und die
Bezichungen zwischen chemischer Struktur und biologi-
scher Wirksamkeit interessant sein: 1. Durch systematische
Strukturvariationen, die durch neue Synthesemethoden er-
méglicht oder erleichtert wurden, hat sich die biologische
Wirksamkeit einer Leitsubstanz um mehrere GréBenord-
nungen erhdhen lassen. 2. Im allgemeinen bemiiht man
sich beim ,rational design* antimikrobieller Wirkstoffe
darum, Prozesse zu identifizieren und zu blockieren, die
nur im Infektionserreger, nicht aber im Wirt ablaufen. Mit
Terbinafin kann aber ein beiden gemeinsamer Biosynthe-
seschritt mit hoher Selektivitit beim Mikroorganismus ge-
hemmt und daher zu einem chemotherapeutischen Wirk-
prinzip genutzt werden.
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