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(57) Abstract: The invention
relates to a method for the
production of A-ring aromatized
acetyl minocyclines. The aim
of the invention to provide a
less complex method for the
production of A-ring aromatized
acetyl minocyclines of the
formula (I), wherein R to R’ =
acetyl and/or H, which can also
be used on an industrial scale,
is achieved in that minocycline
hydrochloride is reacted with
acetanhydride in the presence
of a proton catcher, the reaction
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product is subjected to chromatographic filtration using a carrier material and an eluant, the eluant is distilled off, and the product is

& (57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung von A-Ring-aromatisierten Acetyl-Minocyclinen.
& Die Aufgabe der Erfindung, ein aufwandgeringes Verfahren zur Herstellung von A-Ring-aromatisierten Acetyl-Minocyclinen der
N Eormel (D), wobei R1 bis R” = Acetyl und/oder H sind, bereitzustellen, das auch in industriellem Mafstab durchfithrbar ist, wird
dadurch geldst, dass Minocyclinhydrochlorid mit Acetanhydrid in Gegenwart eines Protonenfidngers umgesetzt, das Reaktionspro-
dukt einer chromatographischen Aufreinigung unter Verwendung eines Tridgermaterials und eines Eluenten unterworfen, der Eluent
a abdestilliert und das Produkt anschlieBend durch Umkristallisation gereinigt wird.
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Verfahren zur Synthese von A-Ring-aromatisierten Acetyl-Minocyclinen

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Synthese von A-Ring-
aromatisierten Acetyl-Minocyclinen.

Minocyclin (siehe Formel III) ist ein semisynthetisches Breitband-
Antibiotikum aus der Gruppe der Tetracycline, welches seit vielen
Jahren in der klinischen Praxis zur Behandlung von infektiosen
Erkrankungen der Atemwege, des Urogenital- und
Gastrointestinaltraktes, bei verschiedenen Hauterkrankungen, wie Akne
vulgaris, Rosacea, sowie bei Trachom, Clamydien-Conjunctivitis,
Borreliose u.a. eingesetzt wird.

Minocyclin hemmt die Proteinbiosynthese durch Bindung an die
ribosomale 30S-Untereinheit, wodurch der Zugang von Aminoacyl-t-
RNS zum RNS-Ribosomen-Komplex und damit die Verlangerung der
Peptidkette verhindert wird.

Neben der bereits bekannten antibiotischen Wirkung von Minocyclin
rickte kiirzlich ein anderer biologischer Effekt der Substanz in den
Blickpunkt der Forschung. Erste Untersuchungen zeigen, dass
Minocyclin offenbar einen schiitzenden Effekt bei verschiedenen
Entziindungsprozessen und neurodegenerativen Erkrankungen hat
(Yong, V.W., Wells, J., Giuliani, F., Casha, S., Power, C., and Metz,
L.M. (2004). The promise of minocycline in neurology. Lancet Neurol 3,
744-751).

So wird Minocyclin gegenwiartig zur klinischen Behandlung
fortschreitender Entziindungsprozesse, wie z.B. inflammatorischer
rheumatoider Arthritis vorgeschlagen (Furst, D.E. (1998). Update on
clinical trials in the rheumatic diseases. Curr Opin Rheumatol /0, 123-
128). Entziindungsprozesse spielen eine grofle Rolle in der Pathogenese
von neurodegenerativen Erkrankungen, wie der Alzheimer-Krankheit,
Parkinson-Krankheit, Multipler Sklerose sowie bei posttraumatischen
Hirn- und Rickenmarksverletzungen.
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Die Schrift DE 38 81 024 T2 offenbart ein Verfahren zur Herstellung
von Tetracyclinderivaten, wie bspw. Minocyclin, dass mehrstufig ist,
unter dem FEinsatz von Katalysatoren auf einem Trdager unter
Verwendung von organischem Losungsmittel und Druck ablauft, wobei
lediglich die Enthalogenierung und Hydrierung in einem Schritt
durchgefiihrt werden.

Der Nachteil dieses Herstellungsverfahrens ist, dass es aufwendig und
damit sehr kostenintensiv ist. Dariiber hinaus werden bei dem Verfahren
u.a. selenhaltige Legierungen als Katalysator eingesetzt.

Die Schrift WO 2005/070878 offenbart A-Ring-aromatisierte
Tetracyclinderivate und ein Verfahren zu deren Herstellung.

Die Herstellung von A-Ring-aromatisierten Tetracyclinen, wie sie in
dieser Offenlegung beschrieben ist, gelingt prinzipiell, setzt jedoch
mehrere Reaktionsstufen und eine aufwendige Reinigung der
Reaktionsprodukte durch préaparative HPLC voraus, welche fir eine
industrielle und somit rentable Gewinnung der Wirkstoffe, z.B. im
Gramm- oder Kilogramm-Mafstab, ungeeignet ist.

Aufgrund der gefundenen biologischen und pharmakologischen
Wirkungen ist die Verwendung von Minocyclin zur Behandlung
neurodegenerativer Erkrankungen sehr interessant. Die Untersuchung
von Minocyclin als Leitstruktur stellt dabei einen attraktiven Ansatz bei
der Suche nach neuroprotektiven Wirkstoffen dar.

Eine Optimierung und Verbesserung der Minocyclin-Leitstruktur ist
dabei in zwei Richtungen moéglich:

1. Verbessefung der Pharmakokinetik, z.B. durch Realisierung eines
"Prodrug’-Konzeptes.

2. Authebung der antibiotischen Aktivitdt, wenn diese fiir die Wirkung
als neuroprotektive Substanz nicht relevant ist, um einen
Selektionsdruck auf Mikroorganismen in  Richtung einer
Resistenzentwicklung auszuschlieflen.
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Das ’Prodrug’-Konzept ist dem Fachmann als Methode bekannt, um
hydrophile Wirkstoffmolekiile chemisch so zu verdndern, dass sich zum
einen ihre Lipophilie und damit die Aufnahmeféhigkeit durch
Membranen erhoht, zum anderen die eigentlichen Wirkstoffmolekiile
erst aus einer Vorstufe (CProdrug’) in den Zellen gebildet werden.
Hierbei dient die Vorstufe ("Prodrug’) u.a. als Transporter (’Carrier’).

Eine ’Prodrug’ ist per Definition ein Stoff bzw. ein Medikament, das
ohne Verstoffwechselung pharmakologisch nicht oder wenig wirksam ist
und erst durch die Verstoffwechselung im Korper in einen aktiven
Wirkstoff iiberfiihrt wird. ’Prodrugs’ sind in denjenigen Fillen von
strategischer Bedeutung, in denen der eigentliche Wirkstoff nur
geringfligig und wenig selektiv den Wirkort erreicht.

Das ’Prodrug’-Konzept zielt dabei auf eine Verbesserung der
pharmakokinetischen Figenschaften der Wirkstoffmolekiile ab, um z.B.
deren Resorbierbarkeit/Bioverfligbarkeit zu verbessern oder bei einem
Psychopharmakon bzw. Neuroprotektivum die Blut-Hirn-Schranken-
Gangigkeit zu ermo6glichen.

Hydrophile Wirkstoffmolekiile, wie Minocyclin besitzen aufgrund von
freien Hydroxyl(OH)- bzw. Amino(NH,)-Gruppen oftmals zwar eine
gute Wasserloslichkeit, was ihre pharmazeutische Formulierbarkeit
begunstigt, sind aber relativ schlecht membrangéngig.

Eine Méglichkeit der Senkung ihrer Polaritét ist die Einfiihrung von
apolaren Schutzgruppen. Als apolare Schutzgruppe (engl. ’prodrug
moiety’) hat sich die Acetyl-Gruppe (CH;CO) bewihrt, die nach
Abspaltung in den Zellen freie Essigsidure bildet, welche einen
natiirlichen Metaboliten des Zellstoffwechsels darstellt. Sowohl OH- als
auch NH,-Gruppen lassen sich durch Acetyl-Gruppen maskieren. Die
Polaritit der acetylierten Molekiile ist #hnlich der biologischer
Membranen, wobei eine starkere Wechselwirkung mit Lipiden und somit
erhohte Diffusion in das Gewebe erreicht wird (*Carrier’-Effekt). Nach
Aufnahme der acetylierten *Prodrug’ in die Zellen werden die Acetyl-
Gruppen durch unspezifische Esterasen abgespalten, wodurch das
eigentliche Wirkstoffmolekiil endogen freigesetzt wird und hier in
Aktion treten kann.
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Die ’Prodrug’ stellt aulerdem eine Retardform des Wirkstoffmolekiils
dar, die eine verzogerte Freisetzung und ein glnstigeres
pharmakologisches Verhalten impliziert.

In der Literatur sind bisher nur wenige vom Minocyclin abgeleitete
neuroprotektive Wirkstoffmolekiile beschrieben, die zwar den Naturstoff
zum Vorbild haben, mit denen jedoch bisher kein ’Prodrug’-Konzept
verfolgt wird [Wang, R., Du, Y., and Liu, Zhou, Z., Wang, H., Wang, X.,
(J. (2004). Synthesis and neuroprotective activity of novel C4, C7
derivates in tetracycline series. J Chin Pharm Sci /3, 217-220].

Die Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es, die Nachteile des
Standes der Technik zu vermeiden, in dem ein aufwandgeringes
Verfahren zur Herstellung von A-Ring-aromatisierten Acetyl-
Minocyclinen der Formel I bereitgestellt wird, das auch in industriellem
Malfstab durchfiihrbar ist.

Hierzu wird erfindungsgemaf vorgeschlagen, eine Ein- oder Mehrfach-
Acetylierung der Leitstruktur unter gleichzeitiger Wasserabspaltung und
Aromatisierung des A-Ringes in einem Schritt durchzufithren, um zu
einem neuroprotektiven Wirkstoff zu gelangen.

Dabei zeigt sich Uberraschenderweise, dass durch eine Einstufen-
Reaktion von Minocyclinhydrochlorid mit Essigsidureanhydrid
(Acetanhydrid) in Gegenwart eines organischen Protonenfingers
A-Ring-aromatisierte ein- oder mehrfachacetylierte Minocycline der
Formel I (wobei R' bis R’ = Acetyl und/oder H sind) durch
Acetylierung  von  Minocyclinhydrochlorid,  die  prédparative
chromatographische Aufreinigung bzw. Trennung der
Reaktionsprodukte und die anschliefende weiterfiilhrende Reinigung
durch Umkristallisation der entsprechenden Produkte aus einem
Ethylacetat / Petroleumbenzin-Gemisch erhalten werden.

Solche A-Ring-aromatisierten Acetyl-Minocycline der Formel I (mit R’
bis R’ = Acetyl und/oder H) setzen nach Verstoffwechselung im
Organismus A-Ring-aromatisiertes Minocyclin der Formel I (mit R' bis
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R’ = H) frei, welches eine zell- bzw. neuroprotektive, jedoch keine
antibiotische Wirkung mehr aufweist.

Die Herstellung von ein- oder mehrfachacetylierten A-Ring-
aromatisierten Minocyclinen der Formel I (wobei R' bis R® = Acetyl und
/ oder H sind) erfolgt durch die Reaktion von Minocyclinhydrochlorid
mit Acetanhydrid in Gegenwart eines organischen Protonenfingers.
Dabei wird vorzugsweise ein dquimolarer Uberschuss an Acetanhydrid
bzw. organischem Protonenfinger verwendet, wobei diese gleichzeitig
Losungsmittel fiir das Minocyclinhydrochlorid sind.

Genauso konnen aber auch &quimolare Mengen der Edukte,
entsprechend der Anzahl einzufiihrender Acetyl-Gruppen eingesetzt
werden, wobei verminderte Mengen an  Acetanhydrid und
Protonenfanger gegebenenfalls durch ein inertes Losungsmittel zu
ersetzen sind. Geeignete inerte Losungsmittel fir die Edukte sind
beispielsweise Chloroform, Methylenchlorid, Nitromethan, Acetonitril,
Aceton, Sulfolan, Dimethylformamid oder Dimethylsulfoxid.

Als organischer Protonenfinger wird bevorzugt Pyridin verwendet,
wobel man die Reaktion in einem Temperaturbereich von 4 bis 100 °C,
besonders bevorzugt bei 75 °C bzw. unterhalb der Siedetemperatur des
Reaktionsgemisches ablaufen lésst.

Anstelle von Pyridin kénnen auch andere Protonenfinger wie
beispielsweise primére, sekundire oder tertidfre Amine bzw.
Carbonsaureamide verwendet werden.

Die Umsetzung wird iiblicherweise bei Normaldruck unter Riihren der
Reaktionsmischung durchgefiihrt. Dabei verwendet man eine Glas-
Reaktionsappartur ~ mit  Riickflusskiithler, = wobei  entstehende
Losungsmitteldampfe  kondensiert und  kontinuierlich in  die
Reaktionsmischung zuriickgefiihrt werden.

Das erfindungsgeméfe Verfahren kann jedoch auch unter verminderten
oder erhohten Druck durchgefiihrt werden. Die Anwendung von
erhohtem Druck ist insbesondere dann angezeigt, wenn man die
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Reaktion bei einer Temperatur durchfiihren will, bei der das
Losungsmittel unter Normaldruck siedet.

Uberraschenderweise kénnen mittels des erfindungsgemafien Verfahrens
in einem Reaktionsschritt die beiden neuartigen Substanzen
Pentaacetylcyclin (A-Ring-aromatisiertes Pentaacetyl-Minocyclin) und
Tetraacetyleyclin -~ (A-Ring-aromatisiertes ~ Tetraacetyl-Minocyclin)
gewonnen werden, welche bisher nicht publiziert sind.

Abbildung 1 zeigt beispielhaft das LC(HPLC)-Chromatogramm und die
korrespondierenden Massenspektren der zwei Hauptkomponenten eines
Reaktionsgemisches nach Einsatz von tiberschiissigem Acetanhydrid. Es
ist die hohe Selektivitit der Reaktion flir das pentaacetylierte Produkt
(Formel II und Abbildung 1B) erkennbar. Durch Optimierung der
Reaktionsbedingungen kann die Selektivitdt fir das entsprechende
Zielprodukt noch weiter erhoht werden, wodurch sich nachfolgend
beschriebene Reinigungsschritte vereinfachen bzw. eriibrigen.

In dem hier beschriebenen erfindungsgemaBen Verfahren wird nach
Ablauf der Reaktionszeit eine chromatographische Trennung bzw.
Reinigung der Produkte mit Hilfe der VLC (Vakuum-
Fliissigkeitschromatographie) durchgefihrt.

Die VLC-Methode kann, je nach technischer Ausfiihrung, auch im
industriellen MaBstab durchgefiihrt werden. Dazu wird das
Reaktionsgemisch ~ vorzugsweise auf ein mit Petroleumbenzin
(Siedebereich: 40 — 60 °C) oder einem anderen Kohlenwasserstoff, wie
n-Pentan, n-Hexan, Cyclohexan' oder Isobutan vorkonditioniertes
Tragermaterial gegeben, welches sich in einem Biichner-Trichter mit
Frittenboden, einer Chromatographie-Saule oder einem Héngegefdl mit
Siebboden befindet. Durch Vakuum-Zug (VLC) oder mit Hilfe von
Uberdruck wird der Eluent nun durch das Tridgermaterial (stationdre
Phase) geleitet.

Die Elution der Zielverbindungen erfolgt anschlieBend durch Aufgabe
eines Losungsmittel-Gradientengemisches, bestehend aus einem
Kohlenwasserstoff und einem Carbonsiureester, wobei man die Polaritat
des Gemisches durch hohere Anteile des Carbonsdureesters wahrend der
Elution steigert.
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In dem hier vorgestellten erfindungsgemafien Verfahren wird zur Elution
der Zielverbindungen besonders bevorzugt ein Gemisch aus
Petroleumbenzin und Ethylacetat verwendet. Es ist jedoch auch moglich,
dass anstelle dessen Eluenten-Gemische von Kohlenwasserstoffen mit
anderen Carbonsdureestern, wie Methylformiat, »n-Butylacetat oder
Dimethylcarbonat, verwendet werden konnen.

Als Tragermaterial (stationidre Phase) werden Kieselgel (z.B. Kieselgel
60), Aluminiumoxid, ’reversed phase’-Kieselgel oder Sephadex
verwendet.

Nach Abtrennung entsprechender Fraktionen, welche die angereicherten
Zielverbindungen enthalten, wird der Eluent unter vermindertem Druck
durch Verwendung eines Rotationsverdampfers abdestilliert und der
Riickstand aus einem der vorstehend genannten Losungsmittel-Gemische
umkristallisiert.

Zur Umkristallisation wird im erfindungsgemiflen Verfahren die
entsprechende Zielverbindung zunichst unter leichtem Erwidrmen in
Ethylacetat gelost und dann durch Zusatz von Petroleumbenzin, somit
durch Verminderung des Léslichkeitsproduktes, eine Kristallisation
eingeleitet.

Nach vollstandiger Kristallisation, wobei man die Mischung fiir einige
Stunden auf 4 °C kiihlt, filtriert man die Zielverbindung mit Hilfe einer
Filternutsche ab und entfernt Losungsmittelreste durch Trocknung im
Vakuum.

Die hier im Folgenden beispielhaft aufgefiihrten, vermittels des
erfindungsgemédflen Verfahrens hergestellten neuartigen Substanzen
Pentaacetylcyclin (A-Ring-aromatisiertes Pentaacetyl-Minocyclin der
Formel II) und Tetraacetylcyclin (A-Ring-aromatisiertes Tetraacetyl-
Minocyclin der FormellV) wurden durch Massenspektroskopie
(LC/MS, HR/MS), UV/VIS-Spektroskopie sowie durch 'H- und “C-
NMR charakterisiert.

So =zeigt Abbildung 2 beispielhaft die UV/VIS-Spektren beider
vorstehend genannter Substanzen und Abbildung 3 das 'H-NMR von
Tetraacetylcyclin der Formel IV.

Die Prifung der zellschiitzenden Eigenschaften der durch das
erfindungsgemaBBe  Verfahren dargestellten Substanzen erfolgte,
beispielhaft an rein dargestelltem Pentaacetylcyclin der Formel II, mit
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Hilfe eines Astrozytenschadigungsmodells. Dieses Modell dient der
Untersuchung durch oxidativen Stress vermittelter neurodegenerativer
Erkrankungen bzw. zur Testung von zellschiitzenden Substanzen, mit
denen eine solche Schidigung verhindert bzw. verringert werden kann.
In dem beispielhaft verwendeten Modell werden Astrozyten mit Hilfe
von Wasserstoffperoxid (H;O,) geschiadigt und anschlieend die
Funktionalitdt und Morphologie der Zellen und Mitochondrien
mikroskopisch beurteilt. Eine Uberproduktion von H,0,, als reaktive
Sauerstoffspezies (ROS), gilt im ZNS wu.a. als Ausléser vieler
neurodegenerativer Prozesse und FErkrankungen, wie Schlaganfall,
Alzheimer-Krankheit, Parkinson-Krankheit, post-traumatischen Hirn-
und Spinalverletzungen. Erstaunlicherweise vermochte Pentaacetylcyclin
der Formel II gegeniiber der Vergleichssubstanz Minocyclinhydro-
chlorid bereits in viel niedrigerer Dosierung die Schidigung der
Mitochondrien deutlich zu vermindern (Beispiel 3 und Abbildung 4).
Dieser Befund ist fiiberraschend und zeigt die herausragenden
Wirkeigenschaften der beispielhaft getesteten Substanz.

Die Uberpriiffung der antibiotischen Aktivitit des durch das
erfindungsgemaBe Verfahren gewonnenen Pentaacetylcyclins erfolgte
unter Verwendung eines E. coli-Stammes (Beispiel 4). Pentaacetylcyclin
weist im Vergleich zum Minocyclinhydrochlorid keine antibiotische
Wirkung mehr auf, womit {iberraschenderweise ein weiterer angestrebter
biologischer Effekt erreicht wurde.

Die Erfindung wird nachstehend an Hand der folgenden
Ausfithrungsbeispiele und Abbildungen néher erldutert.

Abb. 1: Chromatogramm einer LC/MS-Analyse des
erfindungsgemafen Reaktionsgemisches vor der
Aufreinigung, wobei
(A) —Analytisches LC-Chromatogramm des
Reaktionsgemisches,

(B) — Massenspektrum des Pentaacetylcyclins (Analyse des
Peak bei 11,69 min) und
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(C) — Massenspektrum des Tetraacetylcyclins (Analyse des
Peak bei 12,37 min) bedeuten,

Abb. 2: UV/VIS-Spektren von  Pentaacetylcyclin.  (A) und

Tetraacetylcyclin (B), hergestellt gemal dem
erfindungsgemaflen Verfahren, sowie
Abb.3: '"H-NMR-Spektrum von Tetraacetylcyclin (in DMSO-d6)

hergestellt gemi dem erfindungsgeméiBen Verfahren,
wobel (A) eine vergroBerte Darstellung des Bereich von 2.0
— 3.6 ppm darstellt.

Ausfithrungsbeispiel 1

Synthese von Pentaacetylcyclin der Formel II

Minocyclinhydrochlorid (0,60 g; 1,215 mmol) wurde unter Eiskiihlung
(4 °C) in 12 ml Pyridin (11,73 g; 148,37 mmol) gelost und anschlieBend
unter Rihren 12 ml Acetanhydrid (12.98 g, 127.18 mmol) hinzugefiigt.
Dann wurde die Mischung 30 Minuten bei 4 °C, 2 Stunden bei
Raumtemperatur und 30 Minuten bei 75 °C nachgeriihrt. Die Reinigung
des  Reaktionsproduktes  erfolgte durch  Vakuumfliissigkeits-
Chromatographie (VLC). Dazu wurde Kieselgel 60 (75g) in einer
Glasfilternutsche unter Vakuumzug verdichtet und mit Petroleumbenzin
(Siedebereich: 40 — 60 °C) vorkonditioniert. Das Reaktionsgemisch
wurde auf die so vorbereitete Chromatographiesidule geladen und mit
einem Petroleumbenzin / Ethylacetat-Gradienten (4/1, vol/vol bis
100 % EtOAc) eluiert. Fraktionen, die das Reaktionsprodukt enthielten,
wurden vereinigt. Nach Abdestillieren des Losungsmittels am
Rotationsverdampfer wurde ein Riickstand (518,5 mg) erhalten, der aus
einem FEthylacetat / Petroleumbenzin-Gemisch umkristallisiert wurde
und schlief8lich das fast reine Pentaacetylcyclin als hellgelben Feststoff
lieferte. Die Roh-Ausbeute betrug 237,5 mg. Zur Endreinigung wurde
das Produkt einer weiteren VLC unterworfen. Die Reinausbeute betrug
181,9 mg (23 % d. Theorie). Die analytische Kontrolle der jeweiligen
Fraktionen erfolgte tber Diinnschichtchromatographie (DC mit
Fluoreszenzindikator, Polygram SIL G/UV,s, Firma Macherey &
Nagel) mit Kieselgel 60 als stationdre Phase und
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Petroleumbenzin/Ethylacetat (1/3, vol/vol) als mobile Phase. Fir
Zellkulturexperimente bzw. zur Testung der antibiotischen Wirkung
wurden Stammlosungen der Substanz in DMSO hergestellt, mit Hilfe
von Nalgene-Nylonfiltern (0,22 um Porengrofle) steril filtriert und bis
zur Verwendung bei —20 °C gelagert.

Analytische Daten Pentaacetylcyclin (A-Ring aromatisiertes Pentaacetyl-

Minocyclin):

- Rf(DC)=0,50

- UV-VIS (Apax in MeOH): 330 nm (log ¢ 4,27)

- LC/MS (positive ion mode): 723 [M + C3HgO,]", 688 [M + K], 672 [M + Na]’, 650 [M + H]",
608 [650 — Acetyl + HJ", 590 [608 — H,0], 565 [608 — Acetyl]", 548 [590 — Acetyl + H]", 506
[548 — Acetyl + H]

- HR-ESI-MS (negative ion mode): (M — H') gef. 648,2198825, C33H3,044N3, dev. 2,5 ppm

- HR-ESI-MS: (M — Acetyl) gef. 606,2093178 (M — Acetyl), C31H3,010N3, dev. 1,2 ppm

- HR-ESI-MS (positive ion mode): (M+Na") gef. 672,21638, Ci3H35011N3Na, dev. 2,4 ppm

- "H-NMR (DMSO-d6): & (ppm) 2,16 (s, CHs); 2,23 (s, CH3); 2,27 (s, CH;3); 2,28 (s, 2 CHa);
2,56 (m, CH); 2,66 (s, N(CH3)z); 2,73 (s, N(CHj3)p); 2,76 (m, CH,, Uberlagert von N(CH;),-
Signal); 3,48 (m, CH,); 7,00 (d, J = 8,6 Hz, aromat. CH); 7,29 (d, J = 8,2 Hz, aromat. CH);
11,08 (br s, NH)

- BC-NMR (DMSO-d6): Signale, Auswahl & {(ppm) 13,9; 20,2; 20,6; 24,6; 31,7; 42,4; 43,9;
59,5; 122,0; 124,5; 139,9; 148,5; 161,7; 167,2; 167,8; 168,1; 168,9; 169,8

Ausfiihrungsbeispiel 2

Synthese von A-Ring-aromatisiertem Tetraacetyl-Minocyclin der
Formel IV

Tetraacetylcyclin -~ wurde als Nebenprodukt aus dem, im
Ausfuhrungsbeispiel  beschriebenen  Reaktionsgemisch  chromato-
graphisch isoliert und anschlieend aus der entsprechenden Fraktion,
nach Abdestillieren des Losungsmittels und Umkristallisation aus einem
Petroleumbenzin/Ethylacetat-Gemisch, rein gewonnen. Aufgrund des
bathochromen  Shifts der UV-Bande  gegentiber der des
Pentaacetylcyclins der Formel II ist die Enol-Form, entsprechend
Formel IV, am wahrscheinlichsten (Abbildung 2). Die anderen (nicht
enolischen) OH- bzw. die NH,-Gruppen im Minocyclin weisen eine
hohere Basizitdt auf und werden deshalb bevorzugt acetyliert. Das 'H-
NMR-Spektrum (Abbildung 3) unterstiitzt den Strukturbewelis.
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Analytische Daten Tetraacetylcyclin (A-Ring aromatisiertes Tetraacetyl-

Minocyclin):

- R¢(DC) =0,57

- UV-VIS (Amax): 252,381 (log € 4,27)

- LC/MS (positive ion mode): 681 [M + C3HsO,]", 646 [M + K]*, 630 [M + NaJ*, 608 [M + H[",
566 [608 — Acetyl + H]", 548 [566 — H,0]", 524 [566 — Acetyl + H]", 506 [524 — H,0]"

- "H-NMR (DMSO-d6): & (ppm) 2,16 (s, CHa); 2,22 (s, CHa); 2,27 (s, CHa); 2,29 (s, CHa);
2,49 (dt, J = 13,7 Hz, CHy); 2,63 (m, J = 4,5; 13,6 Hz; CH); 2,66 (s, N(CH3),); 2,72 (s,

- N(CHa).); 3,50 (dt, J = 4,5; 14,9 Hz; CH); 7,04 (d, J = 8,6 Hz; aromat. CH); 7,37 (d, J = 8,6
Hz; aromat. CH); 11,10 (s, NH)

Ausfihrungsbeispiel 3

Priifung der zell- bzw. neuroprotektiven Wirkeigenschaften am
Astrozyten-Mitochondrien-Modell

Astrogliazellen, d.h. nicht-neoplastische embryonale Astrozyten-
Zelllinie der Ratte [Chamaon, K., Kirches, E., Kanakis, D., Braeuninger,
S., Dietzmann, K., and Mawrin, C. (2005). Regulation of the pituitary
tumor transforming gene by insulin-like-growth factor-I and insulin
differs between malignant and non-neoplastic astrocytes. Biochem
Biophys Res Commun 33/, 86-92] wurden auf mit Poly-D-Lysin
beschichteten Deckgldaschen am Boden von Kulturschalen fiir
18 Stunden bei 37 °C (5 % CO,) kultiviert. Als Kulturmedium diente
jeweils 2 ml DMEM (PAA Laboratories GmbH Pasching, Osterreich)
und die Einsaatdichte betrug 0,3 x 10° Zellen/2 ml. Die Zellkulturen
wurden zunichst mit unterschiedlichen Konzentrationen (1,0; 5,0 bzw.
25,0 uM) Minocyclinhydrochlorid bzw. Pentaacetylcyclin (Formel IT)
fur 30 Minuten vorinkubiert. Als unbehandelte Kontrolle diente die
alleinige Zugabe des Losungsmittels DMSO (2 ul/Kulturschale) unter
identischen Inkubationsbedingungen. Danach erfolgt die Zugabe von 1,0
bzw. 3,0 mM H,0, (Endkonzentration) und eine weitere Inkubation fiir
2 Stunden. Als Vergleich dienten die entsprechend behandelten Zellen,
welche nur mit 1,0 bzw. 3,0mM H,0, oder nur mit
Minocyclinhydrochlorid bzw. Pentaacetylcyclin, in den angegebenen
Konzentrationen kultiviert wurden. Nach Austausch des Kulturmediums
gegen 2ml auf 37°C temperierten HEPES-Puffer (10 mM HEPES,
140 mM NaCl, S mM KCI, 2mM CaCl,, 10 mM D-Glukose, pH 7,4)
fand eine weitere Inkubation der Zellen fiir 30 Minuten statt. Darauf
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folgte die Zugabe von 40 nM MitoTracker® Orange CMTMRos (1 pul
einer 80 uM Stammlosung der oxidierten Form, Bestell-Nr. M7510;
Mnregung = 354 nm, Agmission = 576 nm; Molecular Probes Inc., Eugene,
USA). Nach 30-miniitiger Inkubation bei 37 °C wurden die Zellkulturen
in 4% Paraformaldehyd (m/vol in HEPES-Puffer) fiir 30 Minuten fixiert,
zur Entfernung des Fixationsmittels dreimal fiir 10 Minuten mit 0,1 M
PBS gespiilt und anschlieflend die Deckglaschen mit den fixierten Zellen
auf Objekttriger in ImmuMount® befestigt. Zur visuellen Untersuchung
und Dokumentation kam ein Zeiss-Axiophot-Fluoreszensmikroskop mit
CCD-Kamera (AxioCam MRc) zum Einsatz.

Unbehandelte Kontrollzellen stellen sich als polygonale Zellkérper mit
2-3 langgestreckten Fortsdtzen dar und erscheinen bei ausreichender
Zelldichte als ein zelluldres Netz. Fadenformige Mitochondrien sind im
Zytoplasma bis in die Zellfortsdtze hinein verteilt. Nach 2-stiindiger
Inkubation mit 1 mM H,0, (ohne Minocyclin bzw. Pentaacetylcyclin)
sind die Mehrzahl der Zellen geschddigt und zeigen einen deutlichen
Riickzug ihrer Fortsdtze. Dadurch verlieren die Zellkorper ihre
polygonale Form und tendieren zur Abrundung. Infolge von Fission sind
die Mitochondrien stark verkiirzt und werden in Richtung des Zellkerns
disloziert. Mit 3 mM H,0, sind diese zellschiadigenden Prozesse
verstédrkt. Die Dichte der haftenden Zellen ist verringert, die Zellkorper
sind weit mehr abgerundet und die noch stirker verkiirzten
Mitochondrien sind nahe dem Zellkern akkumuliert. Die Zugabe von
25 uM Minocyclinhydrochlorid zu den zuvor mit H,O, geschidigten
Zellen hat einen schiitzenden Effekt. Die Zellen erhalten weitgehend ihre
polygonale Gestalt und die Mitochondrien sind weniger verkiirzt.
Uberraschenderweise  zeigte sich, dass bei Verwendung von
Pentaacetylcyclin schon bei der viel niedrigeren Konzentration von
1,0 uM die H,0O,-induzierte Schéadigung der Mitochondrien deutlich
verringert wird. Dieser Schutzeffekt des A-Ring-aromatisierten
Pentaacetyl-Minocyclins  ist  eine  Verbesserung  gegeniiber
Minocyclinhydrochlorid, mit welchem erst ab 25 uM eine #hnliche
Schutzwirkung beobachtet werden kann. In dem genutzten Testsystem
und den  hier  verwendeten  Konzentrationen schadigen
Minocyclinhydrochlorid und Pentaacetylcyclin die Zellen nicht.
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Ausfiihrungsbeispiel 4

Priifung der antibiotischen Wirkung von Pentaacetylcyclin und
Minocyclinhydrochlorid im Plattendiffusionstest

Die Flissigkultur (24 Stunden in LB-Lennox-L-Broth-Base kultiviert)
einer E. coli-Suspension (150 pl) des Stammes C 600 hfc wurde auf LB-
Agar (Lennox-L-Agar, Gibco) mit Hilfe eines sterilen Drigalski-Spatels
gleichmaBig verteilt. Anschlieflend wurden sterile Filterpapierblattchen
(Durchmesser 5,3 mm), die zuvor mit sterilen DMSO-L3sungen sowie
unterschiedlichen Konzentrationen (100 uM  bis  2,5mM) von
Minocyclinhydrochlorid bzw. Pentaacetylcyclin (Formel II) getrankt
wurden, auf den Nahrboden aufgelegt. Nach Inkubation der Platten bei
37°C fir 24 Stunden erfolgte die Beurteilung der antibiotischen
Aktivitat der Substanzen anhand der Durchmesser der Hemmbhofe,
welche durch die fehlende Eintriibung durch Bakterien sichtbar werden.
An Hand der unterschiedlichen GroBe der Hemmhofe ist erkennbar, dass
Minocyclinhydrochlorid konzentrationsabhéngig das Wachstum von
E. coli inhibiert. Hingegen zeigt Pentaacetylcyclin selbst in der hochsten
getesteten Konzentration von 2,5 mM keine Wachstumshemmung und
ist demzufolge gegen den verwendeten E. coli Stamm nicht antibiotisch
wirksam.

Alle in der Beschreibung und den nachfolgenden Anspriichen
dargestellten Merkmale konnen sowohl einzeln als auch in beliebiger
Kombination miteinander erfindungswesentlich sein.
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Patentanspriiche

1. Verfahren zur Herstellung von A-Ring-aromatisierten Acetyl-

Minocyclinen

wobei R' bis R’ = Acetyl und/oder H sind, dadurch gekennzeichnet,
dass Minocyclinhydrochlorid mit Acetanhydrid in Gegenwart eines
Protonenfangers  umgesetzt, das  Reaktionsprodukt  einer
chromatographischen  Aufreinigung unter Verwendung eines
Tragermaterials und eines Eluenten unterworfen, der Eluent
abdestilliert und das Produkt anschlieBend durch Umkristallisation
gereinigt wird.

. Verfahren gemall Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass als

Protonenfanger eine organische Base verwendet wird.

. Verfahren geméifB3 den Anspriichen 1 und 2, dadurch gekennzeichnet,

dass die Base ein priméres, sekundéres oder tertidres Amin ist.

. Verfahren gemaBl Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass

der Protonenfanger bevorzugt Pyridin ist.

. Verfahren gemaf Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass

das Acetanhydrid und der Protonenfinger im Uberschuss oder
daquimolar, entsprechend der Anzahl der einzufithrenden
Acetylgruppen, eingesetzt werden. '
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. Verfahren nach einem oder mehrerer der voran stehenden Anspriiche,

dadurch gekennzeichnet, dass die Umsetzung der Edukte in einem
inerten Losungsmittel erfolgt.

. Verfahren gemidl Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, dass das

Losungsmittel Chloroform, Methylenchlorid, Nitromethan,
Acetonitril, Aceton, Sulfolan, Dimethylformamid oder
Dimethylsulfoxid ist.

. Verfahren nach einem oder mehrerer der voran stehenden Anspriiche,

dadurch gekennzeichnet, dass die Umsetzung bei einer Temperatur
von 4 bis 100 °C, bei Normal- oder Uberdruck durchgefiihrt wird.

. Verfahren nach einem oder mehrerer der voran stehenden Anspriiche,

dadurch  gekennzeichnet, dass Pentaacetylcyclin  (A-Ring-
aromatisiertes Pentaacetyl-Minocyclin) der Formel II

O O

A, A

O

Formelll

als Hauptprodukt synthetisiert wird.

10.Verfahren nach einem oder mehrerer der voran stehenden Anspriiche,

dadurch gekennzeichnet, dass je nach Reaktionsfuhrung andere A-
Ring-aromatisierte, ein- oder mehrfachacetylierte Minocycline der
Formel I (mit R' bis R® = Acetyl und/oder H) synthetisiert werden,
wobei die Anzahl der Acetylgruppen im Molekiil kleiner oder gleich
5 ist.
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11. Verfahren nach einem oder mehrerer der voran stehenden
Anspriche, dadurch gekennzeichnet, dass als Nebenprodukt
besonders bevorzugt das Tetraacetylcyclin (A-Ring-aromatisiertes
Tetraacetyl-Minocyclin) der Formel IV

O

H,C”~ “CH, H,C~ “CH

Formel IV

synthetisiert wird.

12.Verfahren nach einem oder mehrerer der voran stehenden Anspriiche,

10 dadurch gekennzeichnet, dass die chromatographische Reinigung der

Reaktionsprodukte an Kieselgel 60 (Silicagel) oder einem anderen

Tragermaterial wie Aluminiumoxid, ’reversed-phase’-Silicagel oder
Sephadex durchgefiihrt wird.

15 13.Verfahren nach einem oder mehrerer der voran stehenden Anspriiche,
dadurch gekennzeichnet, dass die chromatographische Aufreinigung
im Festbett, in einer Chromatographiesdule, in einem Biichner-
Trichter mit Glasfritten-Einsatz oder einem Hingegefdl mit
Siebboden-Einlage erfolgt.
20
14.Verfahren nach einem oder mehrerer der voran stehenden Anspriiche,
dadurch gekennzeichnet, dass zur Elution liber das Trigermaterial
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und zur Umkristallisation der Reaktionsprodukte besonders bevorzugt
ein Gemisch aus Ethylacetat und Petroleumbenzin verwendet wird.

15.Verfahren nach einem oder mehrerer der voran stehenden Anspriiche,
5 dadurch gekennzeichnet, dass an Stelle von Ethylacetat und
Petroleumbenzin auch Methylformiat, n-Butylacetat,
Dimethylcarbonat bzw. andere Kohlenwasserstoffe wie n-Pentan, n-

Hexan, Cyclohexan oder Isobutan eingesetzt werden.

10 16.Wirkstoff oder Wirkstoffgemisch hergestellt nach einem oder
mehrerer der voran stehenden Anspriiche.

17.Verwendung des Wirkstoffes oder Wirkstoffgemisches geméaf

Anspruch 16 zur Herstellung eines Medikamentes, welches zur

15 Behandlung von durch oxidativen Stress und/oder mitochondriale

Schadigungen  vermittelter  npeurodegenerativer  Erkrankungen
eingesetzt werden kann.
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