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257. Neue P-Lactam-Antibiotika. uber die Darstellung der 
8-P-P henylacetamido-homoceph-4-em-5-carbonsaure (1) 

Modifikationen von Antibiotika, 7. Mitteilungl) 

von R. Scartazzini, J. Gosteli", H. Bickel und R. B. W,oodward* 
Chemische Forschungslaboratorien der Division Pharmazeutika CIBA-GEIGY AG, Basel, 

und Woodward Forschungsinstitut *, Basel 

(30. VIII .  72) 

Suvn.nnzurjr. The thiazolidine /i-lactam 3 adds acrolein in a Michael type reaction. The resulting 
'carbinolamide 4 is converted to 8-~-phenylaceta1nido-homoceph-4-e~.-5-carboxylic acid (1) by 
previously described methods. 

Vor kurzem berichteten wir uber die Synthese neuer Dihydrothiazin-p-lactam- 
antibiotika des Typs C [l] [a]. 

COOC (CH313 COOC(CH3)3 

R, = H oder CH3 

A B C 

Der Aufbau des Dihydrothiazinringes in C erfolgte ausgehend von Amino-thio-@- 
lactamen des Typs A, die synthetisch oder durch Abbau von Penicillin G zuganglich 
waren [3]. Als entscheidend fur die Umwandlung der Verbindungen A in die Zwi- 
schenprodukte B erwies sich die Fahigkeit des p-Lactamstickstoffs, mit Glyoxyl- 
saureestern Kondensationen einzugehen. Die dabei gewonnenen ((Carbinolamide H 
liessen sich iiker die entsprechenden Chlorverbindungen in die Phosphorane B um- 

l) 6. Mitteikzg, s. [l]. 
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wandeln. Nach Oxydation konnen diese durch intramolekulare Wittig-Reaktion zu 
den Cephalosporin-ahnlichen Verbindungen C cyclisiert werden. 

Das gleiche Syntheseschema ermoglichte nun die Darstellung der 8-@-Phenyl- 
acetamido-homoceph-4-em-5-carbonsaure (l) ,  eines neuartigen (( Cephalosporins )), fur 
das wir uns interessierten, um biologische Vergleiche mit der isomeren Verbindung 2 z, 
[4] anstellen zu ItBnnen. 

1 

I COOH COOH 

1 2 

Als Ausgangsmaterial diente uns das Thiazolidin 3. Dieses war erstmals aus seinem 
synthetisch zuganglichen N-Boc-Derivat [51 durch Behandlung mit Trifluoressig- 
saure dargestellt worden. Neuerdings kann man 3 auch durch Abbau von Penicillinen 
erhalten 131. 

5 R = H  

6 R =  COOCH2CC13 

AH 

4 

3 reagiert mit Acrolein in Gegenwart von Tetrabutyl-ammoniumhydroxid bei 0" unter 
(iffnung des Thiazolidinringes. Es entsteht dabei ein chroniatographisch nachweis- 
bares polares Produkt, dem vermutlich die Struktur D zukommt. Wird das Reak- 
tionsgemisch nach 2 Std, Reaktionsdauer mit Plienylacetylchlorid/Pyridin acyliert, 
dann l a s t  sich D in Flxm seines N-Yhenylacetylderivates 4 kristallin (Smp. 157") 
isolieren (Ausbeute : 39(y0). Wie in ahnlichen friiheren Fallen kann das Vorliegen des 
tautomercn ringoffenen Aldehydes aufgrund spektroskopischer Befunde (u. a. die 
Ahwesenheit eines Aldehydprotons im NMR.) ausgeschlossen werden 3). 

2 ,  2 (1)esaciitoxycephalorain) ist em z\naloges des klinisch verwcndcten Breitspektrurn-Anti- 
biotilcums Cephalexin. Ccphalexin besitzt anstelle der N-Phenylacetylgruppe cine (D)-Phenyl- 
glycylseitenkette. 
Fur cine Uiskussion des Aldehyd/(i Carbinolamid n-Gleichgewichtcs vgl. [3]. 3, 
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4 l a s t  sich erwartungsgemass mit Natriumborhydrid zum AIkohol 5 (Smp. 149") 
reduzieren, der seinerseits rnit Chlorameisensauretrichlorathylester den entsprechen- 
den Kohlensaureester 6 (Smp. 57-60") liefert. 6 wird nun analog beschriebener Bei- 
spiele [l] [2] ohne Reindarstellung der Zwischenprodukte durch 1. Kondensation rnit 
Glyoxylsaure-t-butylester, 2. Behandlung rnit Thionylchlorid/Pyridin, 3. Kondensa- 
tion rnit Triphenylphosphin und 4. Reduktion rnit ZinklEssigsaure in das amorphe 
Hydroxy-phosphoran 7 umgewandelt (Ausbeute ca. 9%). 

Bei der nachfolgenden Oxydation rnit DMSO/Ac,O entsteht aus 7 direkt der bi- 
cyclische Ester 8 (Smp. lZX"), ohne dass der intermediar zu erwartende Aldehyd E 

E 

nachgewiesen werden kann (Ausbeute : 42%). Die analytischen und spektroskopischen 
Daten (vgl. exp. Teil) von 8 erlauben eine eindeutige Strukturzuordnung. Erwahnens- 
wert ist das im Vergleich zu i13-Cephalosporansaurederivaten um ca. 20 nm nach 
kiirzeren Wellenlangen verschobene UV.-Absorptionsmaximum bei 245 nm 4) .  Kurze 
Behandlung von 8 rnit Trifluoressigsaure liefert die chromatographisch einheitliche 
8-Phenyl-acetamido-homoceph-4-em-5-carbonsaure 1. 

Im Gegensatz zu Desacetoxycephaloram 2, welches in vitro bei Konzentrationen 
von 0,l-10 p/ml gegen gram-positive und bei Konzentrationen von 40-100 p/ml 
gegen gram-negative Bakterien eine deutliche Hemmwirkung aufweist, zeigt 1 bis 
zu einer Konzentration von 100 p/ml keine antibakterielle Wirkung 5) .  

Experimenteller Teil 
Allgemeines. Die Smp. wurden auf dem Kofler-Block gemessen und sind nicht korrigiert. Ilic 

optischen Drehungen wurden, sofern nicht anders vermerkt, in Chloroform in  einem Rohr von 
10 cm Lange auf einem PeriBin-Elmer-Mod.-141-Apparat gemessen. Die Spektren wurdcn wie folgt 
aufgenommen: UV.-Spektren rnit Cavy-15 (angegebene Zahlen bedeuten nm ( E )  von A,,,) ; 1R.- 
Spektren mit Perkin-Elmer Mod. 221 (wichtigste Bandcn in ,u, sh = Schulter); NMR.-Spektren 

4, 

6 ,  

Fur eine Diskussion der Cephalosporinabsorption vgl. [6 ] .  
Wir danken Herrn Dr. Kradolfev und Mitarbeitern aus unseren biologischen Laboratorien fur 
die Ausfuhrung der biologischen Prufungen. 
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mit Vuriun Mod. HA100 (100 MHz) (S in ppm bezogen auf Tetramcthylsilan; s = Singulett, 
d = Dublett, t = Triplett, dd = doppeltes Dublett, m = Multiplett, b = brcit, unstrukturiert, 
AB = AB-System, J = Kopplungskonstante in Hz) ; Massenspektren mit Varian CH-7. 

Die Dunnschichtchromatogramme auf Kieselgcl G wurden in den jewcils angegebenen Syste- 
men ausgefiihrt und mit Jod cntwickelt. Zur Saulenchromatographie verwendete man Kicselgel 
Merck (0,05-0,2 mm, reinst). Fur praparative Schichtchromatographie diente Kieselgel PF,,, 
(Schichtdickc 1,5 mm), wcmbei die Zonen unter eincr 1JV.-Lampe (254 nm) sichtbar waren. 

LTnter nornialer .4ufarheitung wird verstanden : Einengcn irn Vakuum, Rufnehmen im ange- 
gebenen Losungsmittel, wenn notig Auftrennung in saure, basischc und neutrale Anteile, Waschen 
der organischen Phasc mit gcsattigtcr Kochsalzlosung, Trocknen mit wasserfreiem Natriumsulfat 
und Eindampfen. 

P Carbinolamid ii 4. Eine Losung von 3,85 g (0,024 Mol) 3,3-Diniethyl-4-thia-Z, 6-diazabicyclo- 
[3,2,0]heptan-7-on (3) in 80 ml Methylenchlorid wurde mit 1,50 g (0,027 Mol) frisch destilliertem 
Acrolcin und 90,0 mg 40proz. wasserigem Tetrabutylammoniunihydroxid 2 Std. bci 0" unter N, 
geruhrt. Auschliessend wurden 3,86 g (0,049 Mol) Pyridin und innert 30 Min. eine Losung von 
3,11 g (0,024 Mol) Phenylacetylchlorid in 20 ml Methylenchlorid zugetropft. Nach 1 Std. bei 0" 
und 2 Std. bei RT. wurde clas Reaktionsgemisch im Vakuum eingeengt, dcr Riickstand mit 50 ml 
Dioxan/Wasser 1 : 1 15 Mi-n. geriihrt und mit Essigestcr normal aufgearbeitet. Der Ruckstand 
(8,25 g) wurde an 300 g Kitselgel chromatographiert. Essigestcr eluierte 2,XO g (39,4%) aCarbinol- 
amid o 4, das aus Methylenchlorid/Hexan kristallisiertc. Einmalige Umkristallisation ergab farblose 
Prismen vom Smp. 156-158", [a]g= +78" 2:' (c = 0,575). IR .  (CH,Cl,): 2,90 (OH);  3,03 ( N H ) ;  
5,67 (Lactam); 5,96 (Amid I ) ;  6,65 (Amid 11). NMR. (CDCI,): 1,90 (m, CH,CI-I,CHOH); 2,44 

(m/H-4); 5,45 (dd ;  J = 9,5 und 4,5/H-7); 6.52 ( d ;  J = 9,5/CONH); 7,27 ( s /5  arom. H). MS. 

C,,H,,N,O,S (292,37) Ber. C 57,.51 H 5,51 N 938% ( k f .  C .57,39 H 5,48 p4T 9,250/, 

Alkohol 5. Einc auf 0" Igekiihlte Losung von 1,310 g (4,50 mMol) ({Carbinolamid)) 4 in 100 ml 
Tetrahydrofuran wurde innert 5 Min. mit einer Losung von 0,340 g (9,OO mMol) Natriumborhydrid 
in 20 ml Wasser versotzt und 30 Min. geriihrt. Durch tropfenweise Zugabe von Essigsaure wurde 
der pH-VC'ert auf ca. 6,5 eingestellt, das Reaktionsgemisch eingeengt und mit Essigester normal 
aufgearbcitet. Man erhielt 1,484 g oliges Rohprodukt, das an 50 g Kieselgcl chromatographiert 
wurde. Essigester und Essigester mit steigcnden Anteilen Aceton eluicrten 1,101 g (83%) Allrohol5, 
welchcr aus Aceton/ Athcr kristallisiertc. Nach einmaliger Umkristallisation farblose Nadeln vom 
Smp. 148-140". [x]g= +54" & 1" (c = 0,514; C,H,OH). 1R. (CH,CI,); 2,74; 2,90 (OH; N H ) ;  
5,59 (Lactam); 5,93 (Amid I);  6,65 (Amid 11). NMR. (Aceton-d,). 1,68 (m/CH,CH,CH,); 2,53 
( t ,  J = 7,5/SCH,) ; 3 3  (m/CH,OH und OH) ; 3,60 (s/C,H,CH,) ; 4,96 (d ,  J = 4,5/NCHS) ; 5,41 
(dd, ,I = 9 und 4,5/NCHCO): 7,30 (m/5 arom. H ) ;  7,82 (b/CONH und Lactam NH). MS. 294 ( M + ) .  

C,,Hl8N,O3S Ber. C 57,12 H 6,16 N 9 3 2  S 10,89% 
(294,38) Gef. ,, .57,01 , I  6,12 ,, 9 3 0  ,, 10,78% 

Kohlensiizireester 6 .  Eine auf 0" gekuhlte Liisung von 1,34 g (4,54 mMol) Alkohol 5 und 1,44 g 
(6,80 mMol) ChlorameisensBure-2,2, 2-trichlorathylester in 100 ml Tetrahydrofuran wurde inner- 
halb 10 Min. niit einer Losung von 0,536 g (6,80 mMol) Pyridin in 10 in1 Tetrahydrofuran versetzt. 
Das Reaktionsgemisch wurde unter N, 30 Min. bei 0" und 2 Std. bei RT. geruhrt, eingeengt und 
mit Methylenchlorid wic ublich aufgearbcitet. Man erhiclt 2,75 g gelblichen Schaum, welcher an 
100 g Kieselgel chromatographiert wurde. Essigester eluicrte 1,98 g (-93u/,) der dunnschicht- 
chromatographisch einheitlichen Verbindung 6, welche aus Methylenchlorid/Benzol kristallisierte. 
Zur Analysc gelangtc eine 2mal umkristallisierte und 3 Tage bei 0,001 Torr getrocknete Probe vom 
Smp. 57-60". [a];'= - 16" jl 1" (G = 0,353). I R .  (CH,CI,): 2.91 (NH) ;  5,61; 5,66 sh (Lactam; 
Carbonat); 5,94 (Amid I ) ;  6,64 (Amid 11). NMR. (CDCl,): 1.80 (m/CH,CH,CH,); 2,41 ( t ,  J = 7/ 
SCH,) ; 339 (s/C,H,CH,) : 4,17 ( t ,  J = 6/CH,O); 4.71 (s/OCH,CCI,) ; 4,81 (d ,  ,I = 4,5/NCHS) ; 5,45 
(dd, J = 9 und 4,5/NCHCO); 6,52 (d ,  J = 9/CONH); 6 3 5  (hs/Lactam NH) ;  7,26 und 7,29 ( 2 s /  
5 arom. H unil Benzol). MS.  42.5 (335C1) = M + -  HNCO. 
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( m ;  1 H/SCH,); 3,12 (m;  1 H/SCEI,) ; 3,52 (bs/OH) ; 3,58 (s/C,H,CN,) ; 4,07 ( d ;  J == 4,5/H-6); 5,32 

292 (M+) .  

C,,H,,Cl,N,<),S.l/,C,H, Ber. C 47,21 H 4,36 C1 20,90 N 5,5141; 
(469,77) Gef. ,, 46,99 ,, 4,32 ,, 21,34 ,, 5,5144 
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Darstellung des Hydroxy-phosphorans 7. ~ Hydroxy-amid. Aus einer Losung von 20,O g Glyoxyl- 
saure-t-butylester in 500 ml Toluol wurden zur Entfernung des Wassers 100 ml Toluol abdestilliert 
und die verbleibende Losung mit 2,56 g (5,45 mMol) Kohlensaureester 6 15 Std. unter N, bei 90" 
geruhrt. Nach dem Erkalten wurde das Reaktionsgemisch 5mal rnit je 100 ml dest. Wasser extra- 
hicrt, die organische Phase iiber Natriumsulfat getrocknet und am Rotationsvcrdampfer einge- 
dampft. Der Ruckstand (3.38 g), welcher das rohe Hydroxy-amid enthielt, wurde direkt weiter- 
verarbeitet. 

Chlor-ester. Eine Losung von 3,38 g rohem Hydroxy-amid und 2,06 g (0,026 Mol) Pyridin in 
150 ml Tetrahydrofuran/Dioxan 1 : 1 wurde unter N, bei - 10" mit einer Losung von 2,98 g 
(0,025 Mol) Thionylchlorid in 40 ml Tetrahydrofuran/Dioxan 1 : 1 tropfenweise versetzt. Das 
Rcaktionsgemisch wurde 30 Min. bei -lo", 2 Std. bei 0' und 30 Min. bei RT. geriihrt, iiber Celit 
filtriert und das Filtrat nach Zugabe von 100 ml Benzol im Vakuum eingedampft. Der olige, 
dunkelrote Ruckstand enthiclt den rohen Chlor-ester, welcher direkt wciter umgcsetzt wurde. 

Phosphoran-carbonat. Eine Losung des rohen Chlor-esters in 125 ml Dioxan wurde rnit 2,30 g 
Triphenylphosphin und 0,70 ml Pyridin unter N, wahrend 10 Std. bei 55" geriihrt. Eindampfen 
des Reaktionsgemisches und normale Aufarbeitung des Riickstandes rnit Methylenchlorid ergab 
9,94 g Rohprodukt. Praparative Schichtchromatographie (Hexan/Aceton 1 : 1) lieferte 0,641 g 
(ca. 14% bezogen auf 6 )  dunnschichtchromatographisch einheitliches Phosphoran-carbonat als 
gelblichen Schaum. Rf - 0,31 (Hexan/Aceton 1 : 1). IR. (CH2Cl,) : 3,03 (NH) : 5,69 (Lactam, 
Carbonat); 5.93; 6,15 (Ester: Amid I ) ;  6,68 (Amid 11). 

Hydroxy-phosphoran 7. Eine Losung von 0,641 g Phosphoran-carbonat in 50 ml 90proz. 
wasseriger Essigsaure wurde mit 5 g Zinkstaub 30 Min. bei 10-15" geriihrt. Der Zinkstaub wurde 
abfiltriert, rnit Aceton nachgewaschcn und das Filtrat im Vakuum eingedampft. Normale Auf- 
arbeitung des Ruckstandes rnit Methylenchlorid ergab 0,501 g Rohprodukt, aus dem durch 
praparative Schichtchromatographie (Hexan/Aceton 1 : 1) 0,315 g (-62%) dunnschichtchromato- 
graphisch einheitliches Hydroxy-phosphoran 7 erhalten wurden. Rf N 0,11 (Hexan/Aceton 1 : 1). 
IR .  (CH,CI,): 2.86; 3,03 (OH: NH);  5.68 (Lactam); 5,97; 6,15 (Ester; Amid I ) ;  6,68 (Amid 11). 

8-~-Phenylacetanzido-honzoceph-4-em-5-carbo~s~ure-t-b~tyles~er (8). Eine Losung von 0,314 g 
Hydroxy-phosphoran 7 in 50 ml Dinlethylsulfoxid/Acetanhydrid 1 : 1 wurde unter N, 4 Std. bei 
HT. stehengelassen. Das Gemisch wurde bei 0,Ol Torr eingedampft, der Ruclrstand in 250 ml 
Toluol aufgenommen und 5mal rnit je 100 ml Wasser extrahiert. Die wasserigen Phasen wurden 
mit 250 ml Toluol nachextrahiert, die organischen Phasen kombiniert, uber Natriumsulfat ge- 
trocknet und eingedampft. Man erhielt 0,312 g Rohprodukt, welches an 20 g Kieselgel chromato- 
graphiert wurde. Toluol/Essigester 4 : 1 eluierte 77 mg (42 %) der diinnschichtchromatographisch 
einheitlichen Verbindung 8; nach einmaliger Umkristallisation aus Methylenchlorid/Hexan feine 
farblose Nadeln vom Smp. 127-129". [=IF= +45 & 1" (c = 0,445). UV. (C,H,OH); 245 (6940). 
IR. (CH,Cl,): 2,91 (NH); 5,62 (Lactam); 5,81 (Ester); 5,92 (Amid I ) ;  6,05 (C=C); 6,64 (Amid 11). 

H-7); 5,64 (dd,  J = 9 und 5/H-8); 6,44 ( d ,  J = 9/CONH); 6.56 (dd,  J = 7 und 4/H-4); 7,29 
(-s/5 arom. H).  MS. 388 (M+) .  

NMR. (CDCl,) : 1,46 (s/C(CH3),) ; 2,35-3,05 (m/SCH2CHz); 3,63 (s, C6H5CH,); 5,02 ( d ,  J = 5/ 

C,,H,,N,O,S Ber. C 61,83 H 6,23 N 7,21 S 8,25% 
(388,48) Gef. ,, 61.74 ,, 6,37 ,, 7.10 ,, 8,41% 

8-~-Phenylacetamido-homoceph-4-em-5-cavbonsaure (1). 74,5 mg Ester 8 wurden in 5 ml Tri- 
fluoressigsaure 30 Min. bei RT. stehengelassen und eingedampft. Der Ruckstand wurde noch 2nial 
rnit 10 ml Chloroform/Toluol 1 : 1 eingedampft und anschliessend an 10 g Kieselgel, welches durch 
Zugabe von 5% Wasser desaktiviert worden war, chromatographiert. Methylenchlorid/Aceton 4 : 1 
eluierte 56,3 mg (88%) der diinnschichtchromatographisch einheitlichen, amorphen Same 1, 
welche ans AcetonlAther kristallisierte, Smp. 125" (Zersetzung), Rf N 0,45 (wButanol/Eisessig/ 
Pyridin/Wasser 40:24:6:30). 

UV. (C,H,OH): 245 (6150). 1R. (KBr);  2,92 (OH);  3,02 (NH); 5,66 (Lactam); 5,87 (COOH); 
6,06 (Amid I ) ;  6,53 (Amid 11). NMR. (Aceton-d6+ DMSO-d,) : 2,40-3.30 (m/SCH,CHz): 3,59 
(s/C,H,CH,); 3,80 (b/COOH+HDO); 5,09 (d, J = 5/H-7); 5,55 (dd,  J = 9 und 5/H-8); 6,65 
(dd,  J = 7 und 4/H-4); 7,26 (mi5 arom. H ) ;  8,60 (bd, J = 9/CONH). MS. 332 (M+) .  
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Fur die Ausfuhrung der Mikroanalysen danken wir Dr. W. Padozueiz und fur die Aufiiahme und 
Iliskussion der N M R - ,  113.-, UV.- und Massenspektren Dr. J .  Bercier, Dr. H .  Fulzrer'und Dr. 
H .  HiirzeEev. 
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258. Charge Transfer as a Molecular Probe in Systems 
of Biological Interest 

VI l): Interactions b(etween Lysozyme and the Methyl 2-acetamido-6-0- 
(N-methyl-isonicotinylium)-2-deoxy-~-~-glucopyranoside Ion 

by .Jan Verhoeven2) and Robert Schwyzer 
Institut fur Molekularbiologie und Biophysik, Eidg. Technische Hoclischule, 

CH-8049 Zurich 

(28. VIII.  72) 

Summary .  The synthesis of methyl 2-acetamido-6-O-(N-methvl-isonicotinylium)-2-dc~xy-~- 
D-glucopyranosidc ion (2 ; iodide and chloride) is reported. Association with hen-egg-white lyso- 
zymc causes chemical shift (changes for its acctamido and glycosidic methyl groups comparable to 
those observed for the monosaccharide lysozyme inhibitor methyl 2-acetamic~o-3-dcoxy-~-~- 
glucopyranosidc. The binding modes of the two compounds to  the enzyme in solution therefore 
appear to be analogous. Furthermore, a charge transfer interaction of the pyridinium : indole 
type is observed spectrophotometrically, indicating that  the 2/lysozyme complex in solution is 
similar to that  of the monosaccharide (and polysaccharide) inhibitor in crystals (proximity of 
the ligand O6 to t h e  enzyinc TrpGZ). 

Introduction. -- The current interests of one of us (K .S . )  are centered around 
the process of biological recognition a t  the molecular level 121. We are studying 
hormone/potential receptor and inhibitor (substrate)/enzyme interactions with 
fluorescent [ 3 ] ,  NMR. [41/, photo-affinity j 51, radioactive [6], and charge-transfer 
(CT.) [7] probes. 

Recent (X. investigations have indicated that N(1)-methyl-nicotinainide ion 
forms a molecular complex with Trp62 of hen-egg-white lysozyme in solution. An 
association constant of K = 3.2 I/mole was determined from spectrophotometric 
titration experiments [8]. According to X-ray crystallographic studies [9], mono- and 
polysaccharide inhibitors of the N-acetyl-glucosamine (NAG) and N-acetyl-niuramic 

I) 
2, Present address : Laboratory for Organic Chemistry, 1:niversity of Amsterdam, Nieuwc 

Elektronen-Donator-Xcccptor-Komplexe bei Polypeptiden. For paper V see [l]. 

.khtergrac,ht 129, Amsterdam, The Netherlands. 




