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hydrid und 25 ml abs. Tetrahydrofuran tropft man unter Rithren eine Ldsung von 9,4 g (25,4
mMolj 22 in 100 ml Tetrahydrofuran. Man kocht 3 Std. unter Riickfluss, kiihlt auf 20° ab und ver-
setzt tropfenweise mit 3N Natronlauge bis zum Aufhdren der Gasentwicklung. Dann nutscht man
ab und kocht das Nutschgut 3mal mit je 50 ml Essigester aus. Alle org. Phasen werden zusammen
iber Natriumsulfat getrocknet und i.V. cingedampft. Den Riickstand (6,5 g} chromatographiert
man mit Ather-Methanol (98:2) an 200 g Aluminiumoxid (neutral, Aktivitit I). Man fingt Frak-
tionen a 25 ml auf. Die Fraktionen 1-5 enthalten 4,8 g (529%,) der Verbindung 23. Mit gesittigter
dtherischer Salzsiure stellt man daraus das Hydrochlovid von 24 her, das aus Athanol-Ather um-
kristallisiert wird: 3,2 g (33,5%,), Smp. 208-209°.

CyoHgyNO,, HCL (379,97)  Ber. C69,54 H 9,02 N 3,69%  Gef. C69,05 H8,97 N 3,689

Aus einer wisserigen Losung des Hydrochlorids von 24 wurde die Base mit K,CO, in Freiheit
gesetzt. Durch Extraktion mit Essigsdure-dthylester, Trocknen iiber Na,SO, und Eindampfen des
organischen Losungsmittels i.V. erhdlt man die Base 24, mit Hilfe derer die NMR.-Daten gemessen
wurden, die im theoretischen Teil beschrieben sind.
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111. Synthese von zwei Metaboliten des 2,4-Diamino-5-(3, 4, 5-tri-
methoxybenzyl)-pyrimidins (Trimethoprim)
von G. Rey-Bellet und R. Reiner
Chemische Forschungsabteilung der F. Hoffmann-La Roche & Co. AG, Basel

Herrn Dr. O. Isler zum 60. Geburtstag gewidmet
(13. V. 70)

Summary. The synthesis of two metabolites My and My of 2,4-diamino-5-(3,4, 5-trimethoxy-
benzyl)-pyrimidine (trimethoprim, 1) is reported. M, (trimethoprim 1-oxide) as well as the isomeric
3-oxide were prepared by oxidation of 1 with m-chloroperbenzoic acid. The structure of My was
finally established by z-ray analysis [4]. The metabolite M, [2,4-diamino-5-(3-hydroxy-4, 5-di-
methoxy-benzyl)-pyrimidine] was prepared by condensation of 3-benzyloxy-4,5-dimethoxy-
benzaldehyde (2) with 3-methoxypropionitrile (3) and guanidine followed by hydrogenolysis of the
intermediate 3-benzyloxy compound 4.

Einfihrung. — Nach Gaben von Trimethoprim (1)) sind aus dem Urin von Men-
schen und Tier vier Metabolite M;, M,, M; und M, dinnschichtchromatographisch
isoliert und charakterisiert worden [1].

1) Einer der Wirkstoffe des Chemotherapeutikums BACTRIM®.
60
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M, ist bereits von anderer Seite synthetisch gewonnen worden [2], wihrend die
Synthese von M, erst kiirzlich Hoffer [3] gelungen ist. In der vorliegenden Mitteilung

wird tiber die Synthese von M, und M, berichtet.

Die Struktur von M;, in dem die Lage der N-O-Gruppierung aus den spektrosko-
pischen Daten nicht mit absoluter Sicherheit ermittelt werden konnte, wurde end-
giiltig durch Réntgen-Analyse bewiesen [4].

A. Zur Synthese von M,. — Fiir die Darstellung von M, drédngte sich vor allem
die direkte Oxidation von Trimethoprim (1) mit Persdure auf, wobei a priori mit der
Entstehung der beiden isomeren 1- und 3-Oxide zu rechnen war. Von den bekannten
Persduren fiihrte allein die m-Chlorperbenzoesiure zum Ziel. Die Oxydation in Methy-
lenchlorid lieferte tatsichlich zwei isomere N-Oxide A und B im Mengenverhiltnis ca.
1:1, neben unverdndertem Ausgangsmaterial und geringen Mengen anderer, nicht
weiter untersuchter Reaktionsprodukte. Durch Sdulenchromatographie liessen sich A
(Smp. 260-267°, Zers.) und B (Smp. 225-227°) auftrennen und in je ca. 20-proz. Aus-
beute isolieren. Sie besitzen die Summenformel C,,H;4N,O,. Das Isomer A ist in allen
spektroskopischen und analytischen Daten mit dem authentischen Metaboliten M,
identisch. Die IR.- und UV.-Spektren von A und B erméglichten keine Strukturzu-
ordnung, hingegen sprachen die NMR.- und Massenspektren mit grosser Wahrschein-
lichkeit fiir die unten angegebene Zuordnung. Im NMR.-Spektrum [(CD,},SO] von
Trimethoprim (1) treten die Signale der NH,-Protonen bei 5,66 und 6,05 ppm auf. Die
entsprechenden Signale des Isomers A sind nach tieferen Feldstirken (6,48 und
6,93 ppm) und diejenigen des Isomers B noch weiter (7,00 und 7,27 ppm) verschoben.
Diese Daten weisen darauf hin, dass im Isomeren B beide NH,-Gruppen der N-O-
Gruppierung benachbart sind.
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In den Massenspektren fillt der grosse Unterschied zwischen den relativen Inten-
sititen [bezogen auf die entsprechenden M +-Pike bei m/fe 306 (100%,)] des (M+ — 17)-
Piks bei m/e 289 von A (389%,) und B (770%,) auf. Da es bekannt ist [5], dass das Mole-
kularion von N-Oxiden OH abspaltet [(M+ — 17)-Pik], wenn Wasserstoffatome in
sterisch giinstiger Anordnung zur N-O-Gruppierung anwesend sind, muss im Isomer B
die N-O-Gruppierung von mehr Wasserstoffatomen, d.h. Aminogruppen, umgeben
sein als im Isomer A. Folglich sollte das Isomer B die 3-Oxid- und das Isomer A die
1-Oxid-Struktur besitzen. Diese Zuordnung wurde durch die Réntgen-Strukturermitt-
lung von A bestitigt [4].
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Die isomeren 1- und 3-Oxide unterscheiden sich voneinander auch in bezug auf die
Loslichkeitseigenschaften ihrer Hydrochloride und Kupferkomplexe. Die Schwerlds-
lichkeit des 3-Oxid-dihydrochlorids in Methanol-Essigester oder des 3-Oxid-Kupfer-
komplexes in Methanol erlaubt eine einfache und praktisch quantitative Abtrennung
des 3-Oxids aus Oxidationsansidtzen von Trimethoprim. Der violette, schwerltsliche
3-Oxid-Kupferkomplex und der graugriine, weniger schwerlgsliche 1-Oxid-Kupfer-
komplex, mit der stochiometrischen Zusammensetzung Oxid/Kupfer 2:1, lassen sich
durch Behandlung mit Schwefelwasserstoff in verd. Salzsiure zerlegen. Trimethoprim
selbst gibt mit Kupfer (IT)-acetat eine leichtlosliche, hellgriine 1:1-Additionsverbin-
dung.

Das 1-Oxid unterscheidet sich von seinem Isomeren auch im Verhalten gegeniiber
bestimmten Reduktionsmitteln. Bei der Riickreduktion mit Natriumdithionit [6] in
siedendem Wasser wird nach 12 Stunden das 1-Oxid quantitativ und das 3-Oxid zu
ca. 90%, in 1 zuriickverwandelt. Bei der katalytischen Hydrierung mit Raney-Nickel
in Methanol-Wasser bei Raumtemperatur und unter Normaldruck wird das 1-Oxid in
15 Stunden quantitativ und das 3-Oxid nur zu ca. 509, reduziert. Nach Ochiaz [7] soll
die Riickhydrierung von aromatischen N-Oxiden mit Palladium-Kohle Schwierig-
keiten bereiten; tatsichlich blieben beide Oxide nach der versuchten Hydrierung in
- Gegenwart von Palladium-Kohle bei Raumtemperatur und Normaldruck unverin-
dert.

B. Zur Synthese von M, . — Die Kondensation von 3-Benzyloxy-4, 5-dimethoxy-
benzyldehyd (2) [8] mit 3-Methoxypropionitril (3) und Guanidin fiithrte zum 2,4-Di-
amino-5-(3-benzyloxy-4, 5-dimethoxybenzyl)-pyrimidin (4) vom Smp. 187-189° in ca.
20-proz. Ausbeute. Die Hydrogenolyse der Benzyloxygruppe von 4 mit Palladium-
Kohle in Methanol-Eisessig lieferte das 2,4-Diamino-5-(3-hydroxy-4, 5-dimethoxy-
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benzyl)-pyrimidin vom Smp. 225-226° in ca. 30-proz. Ausbeute, das im Massenspek-
trum und diinnschichtchromatographischen Verhalten mit dem authentischen Meta-
boliten M, identisch ist.
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Experimenteller Teil?)

Allgemeines. — Dic Smp. wurden auf dem Kofler-Block bestimmt und sind nicht korrigiert.
Die Spcktren wurden in unserer physikalischen Abteilung (Leitung M. Kofler) aufgenommen. Die
NMR.-Spcktren verdanken wir G. Englert und W. Avnold (Varian-HA-100-Spektrometer, 100 MHz,
§ in ppm bezogen auf Tetramethylsilan; s = Singlett, b = brcit; Protonenzahl in Klammern an-
gegeben). Die UV.-Spektren wurden mit einem Cary-Spektrophotometer, Modell 14, aufgenommen
(A gy in DM angegeben, e-Wert in Klammern). Die Massen-(MS.)-Spektren verdanken wir W. Vetter
und P.Meyer {AEI-MS-9-Massenspektrometer). Die Mikroanalysen wurden in unserem mikro-
analytischen Laboratorium unter der Leitung von A4.Dirscherl ausgefithrt. Fuir die Diinnschicht-
chromatogramme (DC.) dienten Kieselgelfertigplatten ¥ 254 (Merck) und als Laufmittel das Ge-
misch Chloroform/n-Propanol/konz. Ammoniak 80:20:1. Die Flecke wurden im UV.-Licht sicht-
bar gemacht.

Beschreibung der Versuche. - 2,4-Diamino-5-(3,4, 5-trimethoxybenzyl)-pyrimidin-1-oxid
(Isomer A=M,) und -3-oxid (Isomer B). 29,0 g (0,10 Mol) Trimethoprim (1) wurden in 500 mi
Methylenchlorid suspendiert und auf einmal mit 24,0 g (0,12 Mol) m-Chlorperbenzoesiaure (Fluka,
ca. 85%) versetzt. Unter Selbsterwarmung auf 42-45° entstand eine klare Lésung, die iiber Nacht
bei 20° gerithrt wurde. Darauf wurde dic Methylenchloridlésung zwecks Entfernung der entstan-
denen m-Chlorbenzoesdure mit 3-proz. wissriger Natriumcarbonatlésung extrahiert, mit Wasser
gewaschen, iiber Natriumsulfat getrocknet und i.V. ecingedampft. Der braune Riickstand wurde
mit 100 ml Methanol verrithrt, wonach vom Ungeldsten (nach DC. hauptséichlich 1, Rf = 0,52) ab-
filtriert wurde. Das Filtrat lieferte nach Eindampfen 1. V. einen dunkelbraunen Riickstand (Riick-
stand I).

Der Natriumcarbonatextrakt und das Waschwasser, die nach DC. auch oxidhaltig waren, wur-
den vereinigt und mit konz. Salzsiure kongosauer gestellt, wobei m-Chlorbenzoesiure ausfiel.
Nach dem Abfiltrieren wurde das salzsaure Filtrat bei 30° i.V. eingedampft, der resulticrende
Riickstand mit abs. Methanol geschiittelt, von Natriumchlorid abfiltriert und das Filtrat i.V. ein-
gedampft, wobei ein hellbrauner Riuickstand erhalten wurde (Riickstand II).

Die Riickstdnde I und II, die nach DC. aus cinem Gemisch von Ausgangsmaterial (1), Isomer
A, Isomer B und wenig m-Chlorbenzoesidure bestanden, wurden vereinigt und durch Siulenchro-
matographie an Kieselgel « Merck» (0,05-0,2 mm) mit dem Elutionsmittel Chloroform/n-Propanol/
konz. Ammoniak 80:20:1 aufgetrennt. Die erste Fraktion enthielt hauptsichlich Ausgangsmate-
rial. Aus der zweiten erhielt man 5,5 g (18,1%, d.Th.) Isomer B (3-Oxid}, das 2Zmal aus Wasser um-
kristallisiert wurde. Smp. 225-227°. Rf = 0,24, UV. (Athanol): Apmax 205 (43300), 227 (43500), 271
(5250), 295 (5550). NMR. [(CD,),507: 3,62 (-OCH,) (s) (3); 3,67 (>>CH,) (s) (2); 3,73 (2x OCHj,) (s)

2} Unter Mitarbeit von U.Weiss und R.Hofmann.
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(6); 6,59 (2 arom. H) (s) (2); 7,00 (-NH,) (b) (2); 7,27 (-NH,) (b) (2); 7,35 (=CH-N=) (s) (1). MS.:
mie 306 (13%, M), 290 (45%), 289 (100%), 275 (10%), 273 (7%}, 250 {129%), 257 (7%), 243 (8%).

CH;gN,O, (306,32) Ber. C54,80 H 592 N18,29% Geof C54,82 585 N 18449

Die dritte Fraktion lieferte 7,5 g (24,6%,) Isomer A (1-Oxid), das 2mal aus Wasser umkristalli-
siert wurde, Die Verbindung war in allen Eigenschaften mit authentischem M, identisch. Smp. 260
bis 267° (Zers.). Rf = 0,11 UV. (Athanol): 4, 206 (54000), 230 (Schulter) (18200}, 255 (10900),
326 (7600). NMR. [(CD,),S0]: 3,55 (>CH,) (s) (2); 3,63 (-OCH,) (s) (3); 3,74 (2x OCHy) (s) (6);
6,48 (-NH,) (&) (2); 6,60 (2 arom. H) (s) (2); 6,93 (-NH,) (b) (2); 7,61 (=CH-N=) (s) (1). MS.: m/e

&

o)
306 (50%, M), 290 (100%), 289 (19%), 275 (27%), 259 (33%), 243 (17%), 123 (22%).

C H;gN,Op (306,32) Ber. C54,89 H 592 N18,29%  Gef. C54,97 H6,06 N 18,369,

Abtrennung des 3-Oxids (Isomer B) als Dihydvochlorid. Eine Suspension von 29,0 g (0,10 Mol)
Trimethoprim (1) in 200 ml Dioxan wurde mit 24,0 g (0,12 Mol) m-Chlorperbenzoesiure versetzt,
wobei unter Selbsterwidrmung auf 47° eine rotbraune Losung entstand, in welcher mittels Jod-
kaliumstirkepapier kein Oxydationsmittel mehr nachweisbar war. Nach 1 Std. Rithren bei 20°
wurde das Gemisch mit 600 ml Wasser und 100 ml 2~ Salzsidure versetzt und zwecks Entfernung
der ausgefallenen m-Chlorbenzoesiure 3mal mit Ather extrahiert. Die wissrige, salzsaure Phase,
in welcher sich keine Peroxide nachweisen liessen, wurde bei 50° i.V. cingedampft. Der Riickstand
wurde 2mal mit Methanol abgedampft, in 400 ml Methanol unter Riickfluss gelést, mit 5,0 g Kohle
versetzt, 5 Min. gekocht und dann filtriert. Nach Verdunnen der gelben, klaren Losung mit 800 ml
Essigester kristallisierten 14,6 g (38,5%,) 3-Oxid-2HCI als farbloses Pulver vom Smp. 207-209°
(Zers.). Zur Freisetzung der Base wurde die Losung des Hydrochlorids in 100 ml Wasser nach Fil-
tration von wenig Ungelostem mit 2N Ammoniak auf pH 8 gestellt. Dabei kristallisierten 9,5 g
(31,19%,) 3-Oxid, welches nach DC. noch Spuren von Trimethoprim (1) und 1-Oxid enthielt. Um-
kristallisation aus Alkohol unter Zusatz von Kohle lieferte 7,0 g (22,89%,) reines, farbloses 3-Oxid
vom Smp. 225-227°.

C.HN,O, (306,32) Ber. C54,80 H592 N18,29%  Gef. C54,87 H587 N18,15%

2,4-Diamino-5-(3,4, 5-trimethoxybenzyl)-pyrimidin-3-oxid- Kupferkomplex. Eine Losung von
6,13 g (0,02 Mol) 3-Oxid in 400 ml Methanol wurde bei 20° mit einer Losung von 2,0 g (0,01 Mol)
Kupfer (IT)-acetat-monohydrat in 40 ml Wasser versetzt. Dabei kristallisierten 6,48 g (969%,) des
violetten Kupferkomplexes vom Smp. 300-302° (Zers.).

CpeHggCuNgOy  Ber. C49,73 H 5,36 Cu9,39 N16,57%
(676,18) Gef. ,, 4947 ,, 509 ,, 9,87 ,, 16,39%

2,4-Diamino-5-(3,4, 5-trimethoxybenzyl)-pyrimidin-1-oxid- Kupferkomplex. Beim Versetzen einer
Losung von 6,13 g (0,02 Mol) 1-Oxid in 400 ml Methanol bei 20° mit einer Lésung von 2,0 g (0,01
Mol) Kupfer (I1)-acetat-monohydrat in 40 ml Wasser fielen 5,20 g (77%,) Kupferkomplex als sehr
feines, graugriines Pulver vom Smp. 305-306° (Zers.) aus.

CoeHgeCuNgOg  Ber. C49,73 H 536 Cu939 N16,57%
(676,18) Gef. ,,49,99 ,, 525 ,, 9,34 ,, 16,41Y

1:1-Additionsverbindung von Trvimethopvim (1) mit Kupfer (1I)-acetat. Eine Losung von 5,81 g
(0,02 Mol) 1 in 400 ml Methanol wurde bei 20° mit einer Lésung von 4,0 g (0,02 Mol) Kupfer (IT)-
acetat-monohydrat in 80 ml Wasser versetzt. Die griine Lésung wurde 1.V, eingeengt und rasch mit
Chloroform extrahiert. Aus der Chloroformphase kristallisierten 4,80 g (519) hellgriine Additions-
verbindung vom Smp. 213-214° (Zers.).

Cpsf,,CuN,O, Ber. C4580 HS5,13 Cul346 N11,87%
(471,95) Gef. ,, 4577 ,, 514 ,, 13,36 ,, 11,819

Riickreduktionen dey Oxide. — a) Mit Natviumdithionit: 0,153 g (0,0005 Mol) 1-Oxid wurden mit
0,46 g (0,002 Mol) Na,S,0, («Merck», 87-proz.) in 12 ml Wasser 12 Std. unter Riickfluss gekocht.
Nach Abdampfen i.V. wurde der Riickstand mit abs. Alkohol gekocht, die Lésung von anorgani-
schen Salzen abfiltriert und i.V. eingedampft. Der Riickstand bestand nach DC. aus reinem Tri-
methoprim (1), was einer vollstindigen Reduktion des 1-Oxids entspricht.
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Unter denselben Bedingungen lieferte das 3-Oxid ca. 909, Trimethoprim neben ca. 109, Aus-
gangsmaterial.

b) Katalytisch: 1,0 g (0,0033 Mol) 1-Oxid wurde 15 Std. in 100 ml Methanol und 20 ml Wasser
in Gegenwart von 0,2 g Raney-Nickel bei 20° und unter Normaldruck hydriert. Nach dem Abfil-
trieren vom Katalysator wurde die Losung i.V. eingedampft. Nach DC. bestand der Riickstand,
wie bei der Reduktion mit Natriumdithionit, aus reinem Trimethoprim.

Das 3-Oxid lieferte unter denselben Bedingungen ca. 509, Trimethoprim neben ca. 50%, Aus-
gangsmaterial.

2,4-Diamino-5-(3-benzyloxy-4, 5-dimethoxybenzyl)-pyrimidin (4). Zu einer Losung von 4,06 g
(0,176 Mol) Natrium in 200 ml Methanol wurden 91,2 g (0,34 Mol) 3-Benzyloxy-4, 5-dimethoxy-
benzaldehyd (2) [8] und 29,0 g (0,34 Mol) 3-Methoxypropionitril (3) gegeben und das Gemisch unter
Rickfluss gekocht. Nach 3 Std. wurde eine Losung von Guanidin in Methanol (hergestellt durch
Versetzen einer Losung von 24,65 g (1,075 Mol) Natrium in 250 ml Methanol mit 102,6 g (1,075 Mol)
Guanidin-hydrochlorid und Abfiltrieren von Natriumchlorid) hinzugefiigt. Das Gemisch wurde
noch 24 Std. gekocht, wihrenddem ca. 250 ml Mecthanol abdestilliert wurden. Danach liess man
2 Std. bei 20° stchen; die dabei ausgefallene Substanz wurde abgenutscht, mit wenig eiskaltem
Methanol gewaschen, in 1N wissriger Essigsiure gelost, die Losung iiber Kohle filtriert und mit
verd. Ammoniak versetzt, wobei 33,0 g (26%,) des gewuinschten Pyrimidins 4 ausfielen. Umkristal-
lisation aus Alkohol lieferte 19,0 g (169,) reine Substanz vom Smp. 187-189°.

CooHg,N,O, (366,41)  Ber. C65,55 H6,05 N1529% Gef. C6528 H6,13 N1521%

2,4-Diamino-5-(3-kydvoxy-4, 5-dimethoxybenzyl)-pyrimidin (M,). 19,5 g (0,053 Mol) 4 wurden in
einem Gemisch von 500 ml Methanol und 50 ml Eisessig in Gegenwart von 2,5 g 5-proz. Palladium-
Kohle bei 20° und Normaldruck hydriert. Nach Aufnahme der theorctischen Menge Wasserstoff
wurde vom Katalysator abfiltriert, 1. V. eingedampft, der Riickstand in wenig Wasser aufgenom-
men, die Lésung mit Kaliumcarbonat alkalisch gestellt und die dabei ausgefallene Verbindung ab-
genutscht. Dreimaliges Umkristallisieren aus Athanol lieferte 4,6 g (319,) Substanz vom Smp. 225
bis 226°, identisch in DC. und Massenspektrum mit authentischem M,. MS.: m/e 276 (100%,, M),
261 (60%,), 245 (209%,), 243 (14%), 123 (34%,).

C,yHgN,Oy (276,29)  Ber. C56,51 H 584 N20,28%  Gef C56,58 H 593 N 20,38%
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