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Neue -Lactam-Antibiotika, Verfahren zu ihrer Herstellung und ihre Verwendung
Beschreibung

[0001] Dic Erfindung betrifft neue antimikrobiclle Wirkstoffe auf der Basis von B-Lactam-

Derivaten und deren Verwendung als Antibiotikum.

Stand der Technik

[0002] Die B-Lactam-Antibiotika, insbesondere die Cephalosporine, gehéren zu den am
meisten angewandten Antibiotika. Die Cephalosporine hemmen wie die strukturell eng
verwandten Carbacepheme und die Penicilline die Synthese der Bakterienzellwand und
wirken nur in der Wachstumsphase der Bakterien bakterizid. Die Antibiotika-Gruppe der
Cephalosporine ist intensiv bearbeitet worden. Die klinisch eingesetzten Derivate leiten sich
in der Regel vom Grundkérper 7-Aminocephalosporansdure ab, wobei Verdnderungen am
Grundkoérper als R1-Substitution in Position 7, als R2-Substitution in Position 3 sowie bei den
Cephamycinen durch eine zusitzliche Methoxygruppe in Position 7 vorgenommen wurden.
[0003] Die Cephalosporine und die Carbacepheme bieten bessere Moglichkeiten zur
strukturellen Modifikation und Wirkungsoptimierung als die Penicilline, wie die hohe Zahl
der synthetisierten Cephalosporin-Derivate beweist (Grife U. Biochemie der Antibiotika.
Spektrum Akademischer Verlag Heidelberg, Berlin, New York, 1992).

[0004] In jeder Gruppe der B-Lactam-Antibiotika gibt es bewéhrte Substanzen, die aufgrund
thres Wirkungsspektrums und ihrer pharmakokinetischen Eigenschaften fiir bestimmte

Indikationen zu bevorzugen sind.

[0005] Kein ecinziges P-Lactam-Derivat kann bisher als universell einsctzbar betrachtet
werden. Deshalb ist ein vielseitiges Molekiildesign unverzichtbar, um zu fiir den

beabsichtigten Einsatz geeigneten Derivaten zu kommen.

[0006] Aber auch gegeniiber diesen zunédchst wirksamen Antibiotika haben sich Resistenzen
insbesondere bei Staphylokokken (methicillin resistente S.-aurcus-Stimme = MRSA)
herausgebildet. Der Anteil der resistenten Stimme an den klinischen Isolaten wichst in allen
hochindustrialisierten Lindern stdndig, in den USA, Japan und China betrégt er z.Z. liber 70
%. Hospitalinfektionen mit multiresistenten Staphylokokken sind bei Patienten mit

geschwichter Immunantwort zunehmend schwerer beherrschbar. Deshalb ist die Entwicklung
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von Antibiotika mit Wirksamkeit gegen multiresistente Staphylokokken wvon grofler
Bedeutung.

[0007] Eine Veresterung der Carboxylgruppe der Cephalosporine entspricht dem Stand der
Technik, z.B.: M. Murakami; M. Hajima; F. Takami; M. Yoshioka (Heterocylces, 1990, 31,
2055-264). Die Veresterung fiihrt u.a. zu besser resorbierbaren Derivaten. Dabei kénnen
Enzyme genutzt werden, um eine Umsetzung unter schonenden Bedingungen zu erméglichen.
Lipasen katalysieren die Veresterung mit einer breiten Palette von Substraten (Ching et al.,

Angew. Chem. 101, 711-724, 1989).

[0008] Poly-hexamethylen-biguanid-Hydrochlorid Formel 1 "

cl
NH NH:

* NJ\NJ\N S
H H H

Formel 1

ist als Microbicid bekannt und unter den Namen Vantocil IR ,Polihexanid , Lavasept R oder
PHMB-HCI in die Praxis der Desinfektion und Antiseptik eingefiihrt und wird speziell als
Wundantiseptikum verwendet, ferner als Adjuvans zur Wundbehandlung bei der
chirurgischen Versorgung von akuten und chronischen Knochen- und Weichteilinfektionen.
Es handelt sich um ein Polymerengemisch verschiedener Molgewichtsbereiche, dessen
Auftrennung bisher nur chromatographisch nachgewiesen, aber praparativ nicht durchgefiihrt
werden konnte. Die bekannten microbiciden Wirkungen beziehen sich daher immer auf das
Polymerengemisch und sind nicht optimiert. In der Medizin werden bis jetzt ausschlieBlich
Mischungen aus Polymeren mit einer unterschiedlichen Zahl von Untereinheiten als
Hydrochlorid verwendet. Ublich sind Polymere mit 4 bis 7 Einheiten und einem
Molekulargewicht von 900 bis 1300 g/mol. Die Gewinnung reiner Polymerfraktionen ist
bisher nicht gelungen. Die Reinigung des Polymerengemischs fiir Zwecke der medizinischen

Anwendung ist schwierig und aufwendig.

[0009] Eine Kombination von B-Lactam-Antibiotika und Polyhexamethylen-biguaniden ist
bisher nicht bekannt.

[0010] Zusammenfassend ldsst sich somit feststellen, dass der wichtigste Nachteil der [-

Lactam-Antibiotika deren zunehmende Wirkungseinschrinkung durch Resistenzbildung der
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zu bekdmpfenden Bakterien ist. Auch in der Veterindrmedizin werden Infektionen von
Nutztieren mit multiresistenten Staphylokokken immer héufiger.
[0011] Durch die zunchmende Resistenzproblematik besteht ein grofler Bedarf an neuen

antibiotischen Wirkstoffen, der durch die bekannten Wirkstoffe nicht gedeckt wird.

Aufgabe der Erfindung

[0012] Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es daher, neue Wirkstoffe bereitzustellen. Der
Erfindung liegt insbesondere die Aufgabe zugrunde, den durch die zunehmende
Resistenzentwicklung von Bakterien gegeniiber herkémmlichen Antibiotika bestehenden
Bedarf in der Human- und Veterindrmedizin durch struktur- und wirkungsverinderte

Antibiotika zu decken, die sich von klinisch bew#hrten Wirkstoffen ableiten.

Losung der Aufgabe

[0013] Die Aufgabe wurde gemidl den Merkmalen der Patentanspriiche gelost.
Erfindungsgemil wurden neue, bisher unbekannte Wirkstoffe aus der Gruppe der B-Lactam-
Antibiotika, bereitgestellt. AuBerdem wurden durch Salzbildung von B-Lactam-Antibiotika
mit Kationen, die selbst einen Wirkstoffcharakter haben, sowie durch Weiterentwicklung
dieser Wirkstoffe durch anschlieBende chemische Umsetzungen, neue Verbindungen

hergestellt.

[0014] In den Formelbildern 4, 7 und 8 sind die neuen erfindungsgemifen Wirkstoffe
abgebildet.

[0015] Gegenstand der Erfindung sind auch Verfahren zur Herstellung der
erfindungsgemaflen [-Lactam-Antibiotika, einschlieBlich von Zwischenprodukten. Zur
Losung der Aufgabe wurden 2 unterschiedliche Wege eingeschlagen, die erfindungsgemaf

vorteilhaft kombiniert werden kénnen.

Weg 1:

[0016] Uberraschend erwiesen sich B-Lactam-Antibiotika nach Formelbild 3, die aus einem
Derivat der 6-Aminopenicillansdure oder der 7-Aminocephalosporansidure als anionischer
Komponente X und Derivaten des Polyhexamethylenbiguanids als kationischer

Komponenten bestehen, als hoch wirksam. Der erfindungsgeméifie Wirkstoff bewirkt bei allen
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gepriiften multiresistenten Bakterienstimmen eine Hemmung, auch bei den Stimmen bei
denen sowohl der kationische Wirkstoff als Hydrochlorid als auch das Anion (d.h. das
Antibiotikum ohne kationische Komponente) unwirksam sind.

[0017] In mikrobiologischen Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass sogar die schr
schwer zu bekdmpfenden und in der Klinik oft Probleme bereitenden MRSA-Keime durch die
neuen Wirkstoffe inaktiviert werden. Die erfindungsgeméfen Wirkstoffe nach Formel 3 sind
deshalb zur antiinfektiven Wundbehandlung akuter und chronischer Wunden einschlielich
der Anwendung zur Spiil-Saug-Drainage und zur antiinfektiven Lavage von Koérperhohlen

geeignet.

[0018] Bei diesen bisher unbekannten Verbindungen nach Formelbild 3 oder 7 werden die
hervorragenden microbiciden Eigenschaften der B-Lactam-Antibiotika mit weiteren, fir die
Praxis hochinteressanten Wirkungen kombiniert. Die Formeln 4 bis 9, sowie die
Reaktionsgleichungen 10 und 11 mit den Formeln befinden sich vor den
Ausfiihrungsbeispielen. Durch die Kombination mit dem oberflichenaktiven Kation werden
Erreger an besonders schwer zugénglichen Stellen erreicht. In den erfindungsgeméif3en
Verbindungen nach Formel 7 stehen hydrophile Guanid- und B-Lactam-Gruppen lipophilen
Kohlenwaserstoftketten gegeniiber und erkldren die tensidischen Eigenschaften der neuen
Wirkstoffe. Auf Grund dieser tensidischen Eigenschaften kénnen die erfindungsgemif3en

Verbindungen auch in Biofilmen wirken.

[0019] Verbindungen dieses Types sind aus bisher nicht beschriebenen Hydrogencarbonaten
des Polyhexamethylenbiguanids nach Formelbild 2 erhiltlich. Dabei wird ausgenutzt, dass
das Hydrogencarbonat weitaus schwerer in Wasser 16slich ist als das handelsiibliche
Hydrochlorid. Dabei wird zunidchst Polyhexamethylenbiguanid-hydrochlorid in wéssriger

Losung mit Alkalihydrogencarbonat zu Polyhexamethylenbiguanid-hydrogencarbonat gemaf

HCO,
+
NH NH,
* AL g
H H H

Formel 2
der Formel 2 umgesetzt und daraus mit einer Sdure ein Polyhexamethylenbiguanid-Derivat

gemil der Formel 3 gebildet:
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+
* N N N n*
H H H Formel 3

[0020] Fithrt man diese Féllung allméhlich durch partielle Zugabe von Carbonat oder
Hydrogencarbonat aus, fallen die héhermolekularen Fraktionen zuerst aus. Dieses Prinzip
fithrt einerseits zu einem Verfahren zur Trennung von Biguaniden in Molgewichtsbereiche,
fir das mit dieser Patentschrift ebenfalls Schutz beantragt wird. Die Trennung des
Polymerengemisches in Fraktionen verschiedener Molgewichtsbereiche ist fiir viele
Anwendungsbereiche von Vorteil.

[0021] Insbesondere ist dieses Prinzip vorteilhaft nutzbar bei der Herstellung von neuen
bisher nicht beschricbenen Derivaten der [-Lactam-Antibiotika. Durch die fraktionierte
Ausféllung mit Natriumhydrogencarbonat ecinerseits und die Substitution der P-Lactame
andererseits kann das entstechende Produkt den Erfordernissen verschiedener Anwendungen
angepasst werden, insbesondere kann das Verteilungsverhalten systematisch variiert werden.
Durch die Substitution der B-Laktame dndert sich das Verteilungsverhalten und damit der
logP-Wert. Die Einfiihrung eines parachinoiden Substituenten (logP-Werte < oder > 0) in
Antibiotika (logP-Werte < 0) entsprechend den Anwendungsbeispiclen ist mit  einer

VergroBerung des des Verteilungskoeffizienten (logP-Wertes > 0)) verbunden.

[0022] Eine vorteilhafte Anwendung des schwerldslichen Hydrogencarbonats nach
Formelbild 2 und /oder der daraus erhaltenen Salze nach Formelbild 3 mit antimikrobiell
wirksamen Fettsdure-Derivaten und/oder P-Lactam-Antibiotika als Anion nach Anspruch
ergibt sich bei der antimikrobiellen Ausriistung des Saugkerns von Wundauflagen. Der
besondere Vorteil, der sich bei einer Ausriistung des Saugkerns mit einer Substanz nach
Formelbild 2 in einer Konzentration von 0,01 bis 0,03 % besonders vorteilhaft 0,02% ergibt,
ist, dass die Keimtétung auf die Saugauflage beschrinkt ist. Dadurch wird trotz
antimikrobieller Ausriistung die Einstufung als Medizinprodukt nicht eingeschrankt.

[0023] Es wird eine vollstindige Unterdriickung eines Keimwachstums in und unter der
Wundauflage erreicht, auf Grund der Schwerléslichkeit der bisher nicht beschriebenen
Substanz nach Formelbild 2 unterbleibt aber eine Diffusion in die Wunde. Es wurde aber nur

ein Hemmhof von 0,93 + 0,73mm (n = 7) beobachtet, d. h. die Diffusion in Bereiche um die
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Wundauflage war minimal. Fine stidrkere Diffusion in dic Wunde beginnt erst bei
Konzentrationen > 0,04 %.

[0024] Damit wird ein Problem geldst, dass bei unbeschichteten saugfdhigen Wundauflagen
und bei Wundkompressen mit einem Saugkern auftritt. In den Wundauflagen und
insbesondere im Saugkern kommt es zu einer starken Keimvermehrung, die einerseits den

Heilungsprozess gefahrden und andererseits zu einer Keimverschleppung fiihren kann.

[0025] Durch Umsetzung des Polyhexamethylenbiguanid-hydrogencarbonats mit Derivaten
der 6-Aminopenicillansdure oder der 7-Aminocephalosporansidure werden erfindungsgemal
viele bisher unbekannte Salze des Hexamethylenbiguanids mit antimikrobiell hoch
wirksamen Anionen préiparativ in einfacher Weise zuginglich. Dabei werden vielfiltig
einsetzbare antimikrobielle Verbindungen erhalten.

Weg 2:

[0026] Andererseits werden neue P-Lactam-Antibiotika gemidfl der allgemeinen 4 oder 8
(Anspruch 1) erhalten, wenn Substrate von Polyphenoloxidasen, insbesondere vorteilhaft
Substrate gemdll Formel 6 oder Formel 9, unter dem Einfluss freier Radikale mit B-Lactam-
Antibiotika, insbesondere vorteilhaft mit Derivaten geméll Formel 5 verbunden werden. Die
Hydroxygruppen der Substrate der Polyphenoloxidasen kénnen gemill Formel 6 und Formel
9 para- oder ortho-stindig angeordnet sein.

[0027] Insbesondere bevorzugt ist flir die Synthese der neuen Wirkstoffe die Amination von
2,5-Dihydroxybenzoesdure-Derivaten mit Laccase EC 1-10.3.2. (Klassifizierung gemif
Internationaler Enzym-Nomenklatur; Enzym Nomenclature, academic Press, Inc, 1192, S.24-
154), die zu breiten Derivatisationsmdglichkeiten fiihrt.

[0028] Dic Amination mit Catecholen ist erfindungsgemal begrenzt auf Wirkstoffe gemal
Formel 8.

[0029] Die erfindungsgemillen Wirkstoffe sind dadurch gekennzeichnet, dass die neuen
Substituenten die Anwendungseigenschaften verindern, ohne funktionelle Gruppen zu
beeinflussen. Die erfindungsgemiBBen Wirkstoffe weisen deshalb Vorteile auf wie bislang

bekannte B-Lactam-Antibiotika, ndmlich hohe bakterizide Wirkung bei geringer Toxizitét.

[0030] Die fiir die erfindungsgemilBle Synthese der necuen Wirkstoffe bendtigten Radikale
kénnen auf biologischem, chemischem und/oder physikalischem Wege erzeugt werden.
Besonders bevorzugt werden Radikale, die durch Verwendung von Uberstinden

ligninolytischer Pilze und/oder aus den Uberstinden isolierter radikalbildender Enzyme
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erzeugt werden. Vorzugsweise werden radikalbildende Enzyme der Klassifikation E C
1.10.3.2. und Peroxidasen der Klassifikation EC 1.11.17, Monophenol monooxygenase EC
114.99.1 und/oder Ascorbat-Oxidase EC 1.10.3.3verwendet. Beispiclhaft kann Laccase von
Trametes sp. fiir diec Synthese der neuen Wirkstoffe eingesetzt werden.

[0031] Ausgehend von den neuen Wirkstoffen nach Formel 4 und & lassen sich weitere neue
Antibiotika durch eine aus dem Stand der Technik bekannte Veresterung der Carboxylgruppe
erhalten. Dabei kénnen Enzyme genutzt werden (z.B. Lipasen), um eine Umsetzung unter

schonenden Bedingungen (niedrige Temperaturen, Normaldruck) zu erméglichen.

[0032] Besonders tiberraschend ist die protektive Wirkung der neuen Wirkstoffe nach
Formelbild 4 und 8 im S. aureus Sepsis Maus-Modell. Im Uberlebensversuch nach i.p.
Infektion von Méausen versterben ohne effektive Behandlung 100% der Tiere. Die zweimalige
Applikation der erfindungsgeméBen Wirkstoffe nach 30 min und 6 h fiihrte dagegen zu einer
vollstindigen Gesundung der Tiere ohne bleibende erkennbare Schiadigungen. Ein gleicher
Therapicerfolg wird erreicht, wenn das erfindungsgeméife Antibiotikum nach 6 und 20 h
verabreicht wird. Durch die erfindungsgemiflen neuen Wirkstoffe werden die
Therapieméglichkeiten bei der Behandlung bakterieller Infektionen erweitert, da auch eine
Wirksamkeit gegen multiresistent gewordene Keime nachgewiesen werden konnte.

[0033] Die Wirkstoffe der allgemeinen Formel 3, 4, und 8 kénnen sowohl allein als auch in
Kombination mit anderen Wirkstoffen eingesetzt werden.

[0034] Besondere Vorteile werden erreicht, wenn man die neuen Wirkstoffe der allgemeinen
Formel 7 verwendet, da in diesem Fall gegen multiresistente Keime sehr wirksame

Verbindungen erhalten werden.

[0035] Dariiber hinaus wird durch die Erfindung ein Verfahren zur Reinigung von
Polyhexamethylenbiguaniden zur Verfiigung gestellt, das dadurch gekennzeichnet ist, dass
Polyhexamethylenbiguanid-Hydrochlorid (Formelbild 1) in wiéssriger Losung mit
Alkalihydrogencarbonat ausgefillt wird, die Féllung von der Mutterlauge getrennt wird und

mit Salzsdure in gereinigtes Produkt nach Formelbild 1 zuriick iiberfiihrt wird.

[0036] Zur Herstellung weiterer neuer Salze des Polyhexamethylenbiguanids sind praktisch
alle anorganischen und organischen Séduren geeignet, deren Séaurestirke die des

Hydrogencarbonats tibertrifft. Damit werden weitere Anwendungen erschlossen.
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[0037] Die Anwendung der Wirkstoffe nach Formelbild 3 mit antimikrobiell wirksamen
Fettsdure-Derivaten und/oder -Lactam-Antibiotika als Anion fiihrt zu besonderen Vorteilen
bei der lokalen Anwendung. Insbesondere vorteilhaft ist eine Anwendung am Euter zur
Mastitisprophylaxe bei Rindern. Durch Verwendung in Zubereitungen fiir Anwendungen am
Euter kann eine Mastitis therapiert und/oder die Ubertragung von Staphylokokkeninfektionen

verhindert und damit eine Kontamination der Milch vermieden werden.

[0038] Weitere fiir lokale Anwendungen geeignete Zubereitungen werden erhalten, wenn die
neuen B-Lactam-Antibiotika mit Lipiden vermischt und durch Hochdruckspalthomogenisation

in Mikro- und Nanopartikel tiberfiihrt werden.

[0039] Zusammenfassend soll die Erfindung noch einmal kurz dargestellt werden:

[0040] Es wurden B-Lactam-Antibiotika nach Formelbild 3, erhiltlich durch Salzbildung aus
Derivaten der 6-Aminopenicillansdure oder der 7-Aminocephalosporansdure als anionischer
Komponente X und Derivaten des Polyhexamethylenbiguanids als Kation, erstmals
bereitgestellt. AuBerdem wurden P-Lactam-Antibiotika nach Formelbild 4, erhiltlich aus
handelsiiblichen Wirkstoffen nach Formelbild 5 durch Umsetzung mit Wirkstoffen nach
Formelbild 6, hergestellt. Weiterhin sind B-Lactam-Antibiotika nach Formelbild 8, erhiltlich
aus handelsiiblichen Wirkstoffen nach Formelbild 5 durch Umsetzung mit Wirkstoffen nach
Formelbild 9, Gegenstand der vorliegenden Erfindung.

[0041] Es wird ein Verfahren zur Trennung von Polyhexamethylenbiguanid in
Molgewichtsbereiche beschrieben, dadurch gekennzeichnet, dass Polyhexamethylenbiguanid-
hydrochlorid in wéssriger Losung mit Alkalihydrogencarbonat ausgefillt wird, wobei die
Féllung partiell und schrittweise erfolgt und dabei eine Fraktionierung in engere
Molgewichtsbereiche des Polymeren erfolgt. Die Wirkstoffe nach Formelbild 3 sind dadurch
gekennzeichnet, dass Polyhexamethylenbiguanid-Hydrochlorid in wéssriger Losung mit
Alkalihydrogencarbonat zu Polyhexamethylenbiguanid-Hydrogencarbonat fraktioniert gefallt
wird und die Fillungsprodukte mit Antibiotika, die in ihrer Sdurestiarke das Hydrogencarbonat
iibertreffen, umgesetzt werden. Es ist auch moéglich, dass die anionische Komponente eine
antimikrobiell wirksame Fettsdure ist. Das Loslichkeits- und Verteilungsverhalten der
Wirkstoffe kann durch fraktionierte Fallung der kationischen Komponente variiert werden.

Gegenstand der Erfindung ist auch ein Verfahren zur Reinigung von Poly-
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hexamethylenbiguanid, dadurch  gekennzeichnet, dass Polyhexamethylenbiguanid-
Hydrochlorid (Formelbild 1) in wéssriger Losung mit Alkalihydrogencarbonat ausgefallt, die
Fillung von der Mutterlauge getrennt und mit Salzsdure in gereinigtes Produkt nach
Formelbild 1 zurick dberfiihrt wird. Damit werden neue Salze des
Polyhexamethylenbiguanids ~ durch ~ Umsetzung  des  Polyhexamethylenbiguanid-

hydrogencarbonats mit anorganischen oder organischen Séuren, erhalten.

[0042] Eine erfindungsgemidBe Verwendung ist eine antimikrobiellen Ausriistung von
saugfdhigen Wundauflagen, dadurch gekennzeichnet, dass die Ausriistung mit einem
schwerloslichen Salz des Hexamethylenbiguanids durch Tauchen und/oder Aufsprithen
erfolgt, wobei eine Konzentration eingehalten wird, bei der keine nennenswerte Diffusion des

Biguanids in die Wunde erfolgt.

[0043] Die Erfindung soll anhand von Strukturformeln und Beispielen niher erldutert werden,

ohne die Erfindung auf diese Beispiele zu reduzieren.

Formel 4:
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Beispiele

Allgemeines:
0044 Der Strukturanalytik und der Testungen auf biologische Aktivitit der Beispicle 1-

Beispiel 36 liegen die Bezeichnungen der Strukturelemente sowie der Substanzen

entsprechend der Formel 10 zugrunde.

Beispiel 1

7-{2-[2-(2-Hydroxyethylcarbamoyl)-3,6-dioxocyclohexa-1,4-dienylamino]-2-(4-

hydroxyphenyl)-acetylamino}-desacetoxycephalosporansiure 1a

[0045] Der Wirkstoff wurde durch Umsetzung von Wirkstoffen der allgemeinen Formel 5
(R1 = OH, R2 = H, R3 = CH;, X = S) mit Stoffen der allgemeinen Formel 6 (R4 =
CONHCH,CH,0H) erhalten.

Strukturanalytik:

NMR-Spektren wurden bei 300 MHz ('H) und 75 MHz (*C and DEPT-135) in Acetonitril-ds
aufgenommen. "H NMR § 2.01 (s, 3H, H-10), 3.19 (d, J = 18.3 Hz, 1H, H-2), 3.37 (m,
J=5.7Hz, 2H, H-9""), 3.43 (d, J = 18.3 Hz, 1H, H-2), 3.57 (t, J = 5.5 Hz, 2H, H-10""), 4.89
(d, J=4.7 Hz,1H, H-6), 5.65 (dd, J=4.7 Hz, J = 8.9 Hz, 1H, H-7), 5.87 (d, J = 6.5 Hz, 1H, H-
13),6.56 (d,J=10.2 Hz, 1H, H-4""), 6.67 (d, J = 10.1 Hz, 1H, H-5""), 6.82 (d, J = 8.7 Hz, 2H,
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H-3", H-5"), 7.39 (d, T = 8.7 Hz, 2H, H-2", H-6"), 7.52 (d, J = 8.6 Hz, 1H, H-11), 9.77 (t, 1H,
H-8), 13.12 (d, 1H, J = 6.2 Hz, H-14). >C NMR § 19.91 (C-10), 30.34 (C-2), 42.10 (C-9""),
57.97 (C-6), 59.82 (C-7), 61.52 (C-10""), 62.95 (C-13), 101.39 (C-1""), 116.65 (C-3’, C-5"),
123,15 (C-4), 129.83 (C-17), 129.96 (C-2", C-6"), 132,41 (C-3), 133.33 (C-4""), 141.34 (C-
577), 153.46 (C-2""), 158.46 (C-4"), 164.01 (C-8), 165.05 (C-9), 170.12 (C7""), 171.96 (C-12),
184.60 (C-6""), 185.52 (C-3""). LC/MS m/z 557.5 (IM+H]', 597.5 [M+Na]" API-ES pos.

mode).

Nachweis der Stabilitit
[0046] Der neue Wirkstoff erwies sich tiber einen Zeitraum > 60 Tage als lagerstabil. Figur 1
zeigt die Lagerstabilitit von 7-{2-[2-(2-Hydroxyethylcarbamoyl)-3,6-dioxocyclohexa-1,4-

dienylamino]-2-(4-hydroxyphenyl)-acetylamino } -desacetoxycephalosporanséure 1a.

Beispiel 2

7-[2-(2-Carbamoyl-3,6-dioxocyclohexa-1,4-dienylamino)-2-(4-hydroxyphenyl)-

acetylamino]-desacetoxycephalosporansiure 1b

[0047] Der Wirkstoff wurde durch Umsetzung von Wirkstoffen der allgemeinen Formel 5
(R1 = OH, R2 = H, R3 = CH3, X = S) mit Stoffen der allgemeinen Formel 6 (R4 = CONH)

erhalten.

Strukturanalytik:

NMR-Spektren wurden bei 300 MHz ('H) in Acetonitril-d; aufgenommen.

"HNMR §2.01 (s, 3H, H-10), 3.15 (d, J = 18.4 Hz, 1H, H-2), 3.44 (d, ] = 18.4 Hz, 1H, H-2),
4.89 (d, J=4.7 Hz,1H, H-6), 5.65 (dd, J=4.7 Hz, J = 8.8 Hz, 1H, H-7), 5.89 (d, J = 6.9 Hz,
IH, H-13), 6.58 (d, J=10.3 Hz, 1H, H-4""), 6.69 (d, J=10.3Hz, 1H, H-5""), 6.82 (d,
J=18.7Hz, 2H, H-3’, H-5"), 7.30 (d, J =8.6 Hz, 2H, H-2", H-6"), 7.39 (d, J = 8.7 Hz, 1H, H-
11), 9.07 (s, 2H, H-8'"), 13.13 (d, 1H, J = 6.8 Hz, H-14). LC/MS m/z 515.1 ((M+H]", 535.1
[M+Na]" API-ES pos. mode).

Beispiel 3

7-[2-(4-Hydroxyphenyl)-2-(2-methoxycarbonyl-3,6-dioxocyclohexa-1,4-dienylamino)-

acetylamino]-desacetoxycephalosporansiure 1c
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[0048] Der Wirkstoff wurde durch Umsetzung von Wirkstoffen der allgemeinen Formel 5
(R1=0H, R2 =H, R3 = CH3, X = S) mit Stoffen der allgemeinen Formel 6 (R4 = COOCH3)

erhalten.

Strukturanalytik:

NMR-Spektren wurden bei 300 MHz ('H) in Acetonitril-d; aufgenommen.

"HNMR 3 1.99 (s, 3H, H-10), 3.12 (d, J = 18.1 Hz, 1H, H-2), 3.42 (d, J = 18.1 Hz, 1H, H-2),
3.64 (br s, 3H, H-8""), 4.86 (d, J=4.6 Hz,1H, H-6), 5.63 (dd, J=4.6 Hz, ] = 8.8 Hz, 1H, H-
7), 5.89 (d, J = 6.9 Hz, 1H, H-13), 6.58 (d, J =10.0 Hz, 1H, H-4""), 6.67 (d, J=10.1 Hz, 1H,
H-5"), 6.77 (d, J=8.5 Hz, 2H, H-3", H-5"), 7.20 (d, J=8.5 Hz, 2H, H-2", H-6"), 7.52 (d, ] =
8.7 Hz, 1H, H-11), 13.17 (d, 1H, J= 6.8 Hz, H-14). LC/MS m/z 528.3 ([M+H]’, 550.1
[M+Na]" API-ES pos. mode).

Beispiel 4

7-[2-(2-Ethoxycarbonyl-3,6-dioxocyclohexa-1,4-dienylamino)-2-(4-hydroxyphenyl)-

acetylamino]-desacetoxycephalosporansiure 1d

[0049] Der Wirkstoff wurde durch Umsetzung von Wirkstoffen der allgemeinen Formel 5
(R1 = OH, R2 = H, R3 = CHs3, X = S) mit Stoffen der allgemeinen Formel 6 (R4 =
COOCH,CH3) erhalten.

Strukturanalytik:

NMR-Spektren wurden bei 300 MHz ('H) in Acetonitril-d; aufgenommen.

"HNMR 3 1.14 (br, 3H, H-9"), 2.01 (s, 3H, H-10), 3.14 (d, ] = 18.4 Hz, 1H, H-2), 3.43 (d, J
= 18.4 Hz, 1H, H-2), 4.08 (br, 2H, H-8""), 4.87 (d, J = 4.7 Hz,1H, H-6), 5.66 (dd, J=4.7 Hz, ]
= 8.8 Hz, 1H, H-7), 5.89 (d, J = 6.9 Hz, 1H, H-13), 6.58 (d, J = 10.2 Hz, 1H, H-4""), 6.68 (d,
J=10.2 Hz, 1H, H-5""), 6.78 (d, J = 8.5 Hz, 2H, H-3’, H-5"), 7.20 (d, J = 8.4 Hz, 2H, H-2’,
H-6"), 7.55 (d, J = 8.7 Hz, 1H, H-11), 13.17 (d, 1H, J = 6.7 Hz, H-14). LC/MS m/z 543.9
([M+H]", 564.0 [M+Na]" API-ES pos. mode).

Beispiel 5

Antimikrobielle Wirkung der neuen Verbindungen nach Formel 4 in vitro
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Methoden :

Testsystem I (antimikrobielle Wirkung)

Vorkultur:

[0050] Die Testkeime Escherichia coli SBUG 1135 und Bacillus megaterium SBUG 1152
werden tiber Nacht (17 Stunden bei 37°C) in 5 ml Néhrbouillion II angezogen. Die Inkubation
erfolgt in einem Schiittelinkubator (INFORS AG CH 4103, Bottmingen, Schweiz) bei einer
Schiittelfrequenz von 180 rpm.

[0051] Nach 17 h Inkubationszeit hat Escherichia coli eine Zelldichte von ca. 2,4x10"

Zellen/ml und Bacillus megaterium von ca. 2,1x10° Zellen/ml erreicht.

Beimpfung von Nahragar:

[0052] Dic Einsaat der Bakterien in den Agar wird so gewahlt, dass sich nach der Bebriitung
dicht stehende, jedoch nicht konfluierende Einzelkolonien entwickeln.

[0053] Folgende Mengen werden eingesetzt:

[0054] Bacillus megaterium: 0,1 ml der unverdiinnten Ubernachtkultur (UN) in 10 ml
Néhragar entspricht einer Zellzahl von 10°.

[0055] Escherichia coli: die UN wird 1:100 mit physiologischer Kochsalzlosung verdiinnt,
davon werden 0,1 ml in 10 ml Néhragar tiberfiihrt. Das entspricht einer Zellzahl von 10°.
[0056] Der beimpfte Nihragar wird in sterile Petrischalen gegeben und zum Trocknen einige

Minuten stehen gelassen.

Test auf antimikrobielle Wirkung:

[0057] Die Priifsubstanzen werden in abgestuften Mengen (10 pg, 50 pg, 100 pg) auf
Wirkstofftrager (sensi-dics) aufgebracht. Die Priifsubstanzen werden dafiir in Methanol oder
A. dest., je nach ihrer Loslichkeit, gelost. Jede beimpfte Platte wird mit 3 Testblittchen
besttickt.

[0058] Nach einer 20-stiindigen Bebriitung bei 37°C kénnen die Hemmhéfe um die einzelnen

Testblattchen ausgemessen werden. Der Hemmhofdurchmesser wird in mm angegeben.

Testsystem II (Wirkung gegen multiresistente Keime)

[0059] Die Bakterien werden dazu auf Miiller-Hinton-Agar 11-Platten kultiviert.
[0060] Mit 1-1,5 ml physiologischer Kochsalzlosung wird eine Bakteriensuspension

McFarland 0,5 (das entspricht ciner Bakteriendichte von 150x10° Keimen) hergestellt. Mit
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einem sterilen Glasstab wird dann ein kleiner Tropfen der Bakteriensuspension auf die
Miiller-Hinton-Agarplatte gegeben und in drei Ebenen (senkrecht, waagerecht und quer)
ausgestrichen. Danach werden die sensi-disc mit den neuen halbsynthetischen Priifsubstanzen
aufgelegt. Die bestiickten Platten werden fiir 18-20 Stunden bei 37°C bebriitet. Nach der
Inkubation werden die Hemmhofdurchmesser als Maf3 fiir die antimikrobielle Aktivitdt der

neuen halbsynthetischen Priifsubstanzen abgelesen.

Ergebnisse: Die necuen Wirkstoffe wirken stark antimikrobiell (Tabelle 1).

Beispiel 6

Anpassung der kationischen Komponente der Wirkstoffe nach Formel 2 an biologische

Erfordernisse, z.B. antimikrobielle Wirkung durch fraktionierte Fillung

[0061] Durch fraktionierte Fillung von kommerziell erhdltlichem Polyhexanid (Fa. Dr.
Trippen GmbH, Freiburg) mit Natriumhydrogencarbonat wurde ecine Aufspaltung der
Polymermischung in einzelne Fraktionen erreicht, die sich in ihrer Loslichkeit und in ihrem

Verteilungsverhalten Lipid-Wasser deutlich von einander unterscheiden.

Methode entsprechend der Erfindung

[0062] Antimikrobielle Wirksamkeit von Wirkstoffen der allgemeinen Formel 2 bei der das

Anion Amoxicillin darstellt.

Methoden vgl. Beispiel 5

Ergebnisse: Der neue Wirkstoff libertrifft die Wirksamkeit des Handelsproduktes Lavasept®
(Desomed AQ) betriachtlich (Tabelle 2).



WO 2008/092928

17

PCT/EP2008/051214

Tab. 1 Antimikrobielle Wirkung der neuen Wirkstoffe 1a bis 1d und 2a.

Stamm Stoffmenge n [umol]
2a 1a 1b 1c 1d
0.019]0.1]0,19 [0.019 [0.1 [0.19 J0.019 [0.1 [0.19 0.019 [0.1 [0.19 [0.029 [0.14 [0.29
Bacillus
megaterium 36' |38 40 | 22 |30 320 22 |30 |32 22 [30]32] 18 | 30 | 34
SBUG 1152
fég”b”ls AWDE e lsg a0 24 30320 22 |30 32| 22 |30 32 22 | 30 | 34
Escherichia coli )
14 | 16 14 | 18 14 | 18 12 | 16
SBUG 1135 18 122126 | 1 ! ! !
En tel"o coceus T T T T T T T T T T T T
faecalis 769 ro |10 14
E. faecalis 945 r r|or r r r r r r r T T T T T
Staphylococcus T T 8 T 10 | 16 T T 8 T T 12 T T 8
aureus 315
S aureus 33490 16 |24 28 | «r |14 | 18| = 14|20 r |14] 20 [ =+ 14 | 16
S. aureus 34289 T T T T T T T T 12 T T T T T T
S. aureus 36881 T 14 | 18 T 10 | 16 T 12 18 T T 14 T 14 18
S aureus 38418 30 |34 38 | 14 |24 | 26 16 | 24 [ 26 10 |22 28 10 | 20 | 24
S. aureus 391051 16 | 24| 26 T T 14 T 12 18 T T 12 T T 14
S. aureus 520 T T 8 T T 12 T T T T T T T T T
S. aureus 526 T T T T T 10 T T 12 T T T T T T
S. aureus
32 (381400 20 [ 28|30 16 24|28 18 |26 30 14 | 22 | 26
ATCC 6538
S. aureus Nor-
deutscher r [rl10] r |16] 18] s |12l r [10]14] = 10 | 12
Stamm
S. epidermidis | 50 1541 26 | + |10 16| r | 16|20 ¢+ |1a]20] ¢ 12 | 14
1068
fbifl”de”md” 2 (2813 r [18|2] = 18 |2 ¢« |14]20] ¢ 14 | 18
f‘zgpldemld” 26 |36 40 | 14 |24 28] 14 | 22|26 12 | 24| 28] 10 | 20 | 24
‘géplde”md” 24 |28 32 r w016 + |14]20] ¢+ [14]20] = 12 | 18
gﬁpldemld” 12 2630 r |16]20] = 10|12 r |14] 18] ¢ 10 | 14

" Hemmbhofdurchmesser in mm

* r = resistent (kein nachweisbarer Hemmhof)

Tab. 2

Antimikrobielle Wirkung von Verbindungen nach Formel 2 mit X” = Amoxicillinanion gegen

multiresitente Bakterien im Vergleich zu Lavasept (Stoffmenge 0,09 umol)

Testkeim

Hemmbhofdurchmesser

Lavasept

Polyhexamethylenbiguanidkation +
Amoxicillinanion
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Staphylococcus aureus ATCC 6538 12 mm' 44 mm
Staphylococcus aureus 33490 10 mm 34 mm
Staphylococcus aureus 36881 10 mm 20 mm
Staphylococcus aureus 38418 10 mm 40 mm
Staphylococcus aureus 520 r 14 mm
Staphylococcus aureus 315 r 18 mm
Staphylococcus aureus col. 12 mm 34 mm
Staphylococcus epidermidis 125 10 mm 32 mm
Staphylococcus epidermidis 847 10 mm 32 mm
Staphylococcus haemolyticus 535 10 mm 16 mm
Enterococcus faecalis 769 r 36 mm

T . ) . . .
Hemmbhofdurchmesser in mm, “ r = resistent (kein nachweisbarer Hemmbhof)

Tab. 3

Antimikrobielle Wirkung von Verbindungen nach Formel 3 mit X = 6-{2-[2-(2-

hydroxyethylcarbamoyl)-3,6-dioxocyclohexa-1,4-dienylamino]-2-(4-hydroxyphenyl)-

acetylamino }-penicillanat gegen multiresistente Bakterien im Vergleich zu 6-{2-[2-(2-

hydroxyethylcarbamoyl)-3,6-dioxocyclohexa-1,4-dienylamino]-2-(4-hydroxyphenyl)-

acetylamino }-penicillansédure (Stoffmenge 0,09 umol)

Testkeim Hemmhofdurchmesser
Lava- 6-{2-[2-(2- Wirkstoff
sept | hydroxyethylcarba- nach Formel 2 mit
moyl)-3,6- X =6-{2-[2-(2-

dioxocyclohexa-1,4-
dienylamino]-2-(4-

hydroxyethylcarbamoyl)-3,6-
dioxocyclohexa-1,4-

hydroxyphenyl)- dienylamino]-2-(4-
acetylamino- hydroxyphenyl)-
penicillansdure acetylamino }-penicillanat

Staphylococcus aureus ATCC |12 mm' 44 mm 42 mm

6538

Staphylococcus aureus 33490 10 mm 18 mm 34 mm
Staphylococcus aureus 36881 10 mm r 18 mm
Staphylococcus aureus 38418 10 mm 34 mm 40 mm
Staphylococcus aureus 520 r r 14 mm
Staphylococcus aureus 315 r r 18 mm
Staphylococcus aureus col. 12 mm 32 mm 30 mm
Staphylococcus epidermidis 125 | 10 mm 28 mm 30 mm
Staphylococcus epidermidis 847 | 10 mm 24 mm 28 mm
Staphylococcus ~ haemolyticus | 10 mm r 14 mm

535

Enterococcus faecalis 769 r 28 mm 34 mm

" r = resistent (kein nachweisbarer Hemmhof)
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[0063] Der necue Wirkstoff bewirkt bei allen gepriiften multiresistenten Bakterienstimmen
eine Hemmung, auch bei den Stimmen bei denen sowohl das Kation als auch das

Antibiotikum ohne kationische Komponente unwirksam sind (Tabelle 3).

Beispiel 7

Herstellung von neuen Cephalosporinen durch Salzbildung mit Kationen, die selbst ei-

nen Wirkstoffcharakter haben

[0064] Dic Fraktionen nach Beispiel 6 wurden mit 7-Aminocephalosporinsidure sowie mit
Wirkstoffen nach Formel 4 (R1 = OH, R2 = H, R3 = CH3, R4 = CONHCH,CH,OH, X = S)
und mit Wirkstoffen nach Formel 5 (R1 = OH, R2 = H, R3 = CH3, X = S) umgesetzt. Dabei

wurden stark antimikrobiell wirkende Produkte erhalten.

Beispiel 8

Antimikrobielle Wirkung in vitro der Stoffe nach Formel 7 (Beispiel 7)

Methode
[0065] Es wurde ein Reihenverdiinnungstest durchgefiihrt. Die Konzentration in Gewichts-
Prozent, die eine absolute Wachstumshemmung bewirkt (Minimale Hemmkonzentration,

MHK), wurde bestimmt.

Ergebnisse

Die Wirkstoffe nach Formel 7 sind gegen ein breites Keimspektrum wirksam (Tab. 4).
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Tab. 4 MHK von Wirkstoffen der allgemeinen Formel 7 in pmol/l
Staphylococcus | Bacillus sub- | Proteus E. coli Serratia
aureus tili mirabilis | SBUG marcescens
SBUG 11 SBUG 14s SBUG 47 | 17 SBUG 9
Wirkstoff 0,06 0,06 0,12 0,5 0,5
nach
Formel 7
Beispiel 9

Nachweis der antimikrobiellen Wirkung der Verbindungen nach Beispiel 6 bei lokaler

Anwendung

Methode

[0066] Der Nachweis erfolgte am Modell ,,Méuseohr-Test™:

[0067] Nach Totung der Tiere werden die Mauseohren abgeschnitten und in eine spezielle
Haltevorrichtung eingespannt. Die Kontamination der Ohren erfolgt mit Sul einer 1:10
verdiinnten Suspension des MRSA-Stammes ,,Norddeutscher Epidemie Stamm‘ mit einer
optischen Dichte entsprechend dem McFarlandstandard 0,5. Nach einer Bebriitung von 1,5 h
bei 30°C erfolgt bei der Hilfte der Ohren die Behandlung mit den erfindungsgemiflen
Wirkstoffen nach Beispiel 6, die andere Hilfte bleibt unbehandelt. Die Auswertung der
wachsenden Bakterienkolonien erfolgt nach 24 h Bebriitung bei 37°C.

Ergebnisse
[0068] Bei den unbehandelten Ohren wurden Keimzahlen zwischen 1.000 und 10.000

beobachtet. Dagegen war bei den untersuchten Wirkstoffen nach Beispiel 6 das

Keimwachstum vollstindig gehemmt.

Beispiel 10

Einarbeitung der Wirkstoffe in Lipide und Herstellung von Mikro- und Nanopartikeln

Methode

Rezeptur
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ErfindungsgeméiBer Wirkstoff Menge in g
Wirkstoff nach Beispiel 1 0,1
Lipidmischung 10,00
Emulgator (Plantacare 2000) 0,1
Demineralisiertes Wasser ad 100,00

[0069] Die Lipide werden auf eine Temperatur von 50°C erwiarmt und anschlieBend der
verwendete Wirkstoff nach Beispiel 1 darin dispergiert. Davon getrennt wird eine wéssrige
Emulgatorlosung auf die entsprechende Temperatur (50°C) erwérmt. Danach werden beide
Phasen bei der gewiinschten Homogenisierungstemperatur vereint. AnschlieBend wird das
Gemisch mit Hilfe eines Ultra Turax T25 der Fa. Janke und Kunkel GmbH & Co KG
(Staufen, Deutschland) in einem Emulgierungsprozess bei 8000 Umdrehungen pro Minute

und einer Dauer von 30 Sekunden verarbeitet.

[0070] Die Suspension wird danach mit einem Kolbenspalt-Hochdruckhomogenisator Micron
Lab 40 (APV-Gaulin, Liibeck) bei einem Druck von 500 bar und einer Temperatur von 50°C
viermal homogenisiert. Die entstechende Formulierung wurde wie im Beispiel 9 beschrieben

auf antimikrobielle Wirksamkeit bei Einsatz auf der Haut gepriift.

Ergebnis
[0071] Auf der behandelten Haut wurde das Keimwachstum vollstindig gechemmt.

Beispiel 11
Antimikrobielle Wirksamkeit in vivo der neuen Stoffe nach Formel 4 (Beispiel 1 - Bei-

spiel 4)

Methode zur Wirksamkeit iz vivo mit dem Modell Staphyvlococcus aureus infizierte Maus

Vorbehandlung der Miuse:

[0072] Am Tag 0 werden mindestens 3 BALB/c Maiuse pro Testsubstanz (Tab. 8) bzw.
Kontrollen mit Cyclophosphamid (250mg/kg) in 250 pl PBS inta peritoneal (i.p.)
vorbehandelt.

[0073] Am Tag 2 erhalten die Tiere nochmals 100 mg/kg 1.p.
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Bakterienvorkultur:

[0074] Am Tag 2 wird eine Kolonie des Testkeims von eciner bewachsenen Agarplatte
(Miiller-Hinton-Agar, Beckton Dickinson) in ein Kélbchen mit 10 ml CASO Bouillon
(CASO-B.,Sojapepton-Caseinpepton-Bouillon, SIFIN, 30 g/l) liberfiihrt und tiber Nacht bei
37°C und einer Schiittelfrequenz von 250U/min kultiviert.

[0075] Am Tag 3 wird die Vorkultur (Vk) 1:50 mit CASO-B. verdiinnt und ca. 2 Stunden
weiterkultiviert bis eine Extinktion im Medium von 0,6 bei einer Wellenldnge von 550 nm
erreicht ist. Dann wird 1x mit PBS bei Raumtemperatur gewaschen und erneut auf eine
Extinktion von 0,6 eingestellt.

Infektion:
[0076] Mindestens 3 Tiere fiir eine Testsubstanz bzw. Kontrollen werden mit 10 ul/g
Korpergewicht gewaschenen Keimen einer Bakteriensuspension mit der Extinktion 0,6

(ca.10' - 10'* CFU, Colony forming units) i.p. infiziert.

Testsubstanzen:

Variante 1:
[0077] Nach ca. 30 Minuten wird den Méusen Antibiotikumlésung in einem Volumen von
200 ul PBS mit 3% DMSO ip. injiziert. 6 Stunden spidter erfolgt die zweite

Antibiotikuminjektion in der gleichen Konzentration.

Variante 2:

[0078] Nach 6 und 20 Std wird den Méusen Antibiotikumldsung in einem Volumen von 200
ul PBS mit 3% DMSO i.p. injiziert.

Ergebnis

[0079] Im Infektionsmodell ,mit Staphylococcus aureus infizierte Maus* sterben die Tiere
ohne wirksame Behandlung zu 100 %. Nach Therapie mit dem erfindungsgeméfBen Wirkstoff

nach Formel 4 tiberleben alle Tiere (Tabelle 5).

Tab. §
Effektivitit von in vitro aktiven Wirkstoffen im Infektionsmodell ,,mit Staphylococcus aureus

infizierte Maus*
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Erfindungsgemifer | getestete Konzentrati- | Uberleben/ Uberleben/ Kon-
Wirkstoff onen getestete  Maéuse | trollen n/n

n/n

Staphylococcus aureus ATCC 6538
5

2a 2 x 0.5 mg (25 mg/kg) 10/10 0/10
1a 2 x 0.5 mg (25 mg/kg) 9/9 0/13
1b 2 x 1.0 mg (50 mg/kg) 6/6 0/10
1d 2 x 0.5 mg (25 mg/kg) 4/6 2/10 10

Beispiel 12

Gezielte Erhohung der Lipophilie des handelsiiblichen Antibiotikums Cefadroxil (For-
mel 5, R1 = OH, R2 = H, R3 = CH3, X = S) durch radikalvermittelte Einfithrung neuer

Substituenten

[0080] Um ecine ausreichende Fixierung auf einer lipophilen Oberfliche zu erreichen, sollte
die Lipophilie des handelsiiblichen Antibiotikums Cefadroxil (Formel 5, R1 = OH, R2 = H,
R3 = CH3, X = S) durch radikalvermittelte Einfiihrung paradihydroxylierter Substituenten
gezielt erhoht werden. Zunéchst wurde das Verteilungsverhalten von Cefadroxil zwischen

einer wassrigen und einer lipophilen Phase nach folgender Methode bestimmt.

Methode

[0081] Bestimmung des Verteilungsverhaltens durch Ermittlung des logP-Wertes nach der
Methode von Donovan et al., (Journal of Chromatography A, 952, 2002, 47-61) mittels
HPLC.

Chromatographie-Bedingungen:

o Betricbstemperatur 18-24 °C
. Fluss 1,5 mL/min
o Linearer Gradient (Methanol / 0,1% Phosphorsdure pH 2) von 10% auf 100% Metha-

nol in 9,4 min, Equilibrierzeit zwischen 2 Laufen 6 min

Probenbereitung:
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[0082] Zu 0,5 ml einer Standardlésung (440 mg Methylphenylsulfon und 380 L Toluol in
150 mL Methanol) werden ca. 0,5 mg des Analyten gegeben. 2 pL dieser Probenlosung
werden injiziert.

Berechnung:

[0083] Da die Verteilungskoeffizienten der beiden Standards, die bei jedem Versuch
mitlaufen, bekannt sind, ldsst sich der Verteilungskoeffizient des Analyten aus den

Verhiltnissen der Retentionszeiten Analyt/Standard ermitteln.

Ergebnis:

[0084] Der bestimmte logP-Wert des handelsiiblichen Antibiotikums Cefadroxil (Formel 5,
R1 = OH, R2 = H, R3 = CH3, X = S) betrigt -3,50. Um eine ausreichende Bindung an eine
lipophile tragende Matrix zu erreichen, sollte die Lipophilie gezielt erhdht werden.

[0085] Dic Aufgabe wurde erfindungsgemd3 durch radikalvermittelte Umsetzungen
entsprechend dem Beispiel 1 mit 2,5-Dihydroxy-N-(2-hydroxyethyl)benzamid (logP-Wert = -
1,21; Formel 6, R4 = CONHCH,CH,OH), entsprechend dem Beispiel 2 mit 2,5-
Dihydroxybenzamid (logP-Wert = -0,4; Formel 6, R4 = CONH,), und entsprechend dem
Beispiel 4 mit 2,5-Dihydroxybenzoesiureethylester (logP-Wert = 2,65; Formel 6, R4 =
COOCH,CH3) gelost.

[0086] Es wurden Antibiotika mit deutlich héherer Lipophilie (Tabelle 6) bei Erhaltung der

antimikrobiellen Aktivitét (Tabelle 1) gewonnen.

Tab. 6

logP-Werte

Erfindungsgemifler Wirk- [logP-Wert
stoff

la 1,00

1b 1,33

1d 1,76

Beispiel 13
7-{2-[2-(2-Hydroxyethylcarbamoyl)-3,6-dioxocyclohexa-1,4-dienylamino]-2-phenyl-

acetylamino}-desacetoxycephalosporansiure le
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[0087] Der Wirkstoff wurde durch Umsetzung von Wirkstoffen der allgemeinen Formel 5
(R1 = H, R2 = H, R3 = CHs, X = S) mit Stoffen der allgemeinen Formel 6 (R4 =
CONHCH,CH;0H) erhalten.

Strukturanalytik

NMR-Spektren wurden bei 300 MHz ('H) und 75 MHz ("°C and DEPT-135) in Acetonitril-ds
aufgenommen. "H NMR § 2.01 (s, 3H, H-10), 3.15 (d, J = 18.4 Hz, 1H, H-2), 3.37 (m,
J=5.7Hz, 2H, H-9""), 3.44 (d, ] = 18.4 Hz, 1H, H-2), 3.57 (t, ] = 5.6 Hz, 2H, H-10""), 4.90
(d, J=4.7 Hz, 1H, H-6), 5.69 (dd, J =4.6 Hz, ] = 8.9 Hz, 1H, H-7), 6.00 (d, J= 6.5 Hz, 1H,
H-13), 6.59 (d, J=10.2 Hz, 1H, H-4""), 6.71 (d, J=10.1 Hz, 1H, H-5""), 7.46 (m, 6H, H-2’,
H-3', H-4", H-5", H-6, H-11), 9.79 (t, 1H, H-8""), 13.29 (d, 1H, J = 6.2 Hz, H-14). °C NMR
§ 19.93 (C-10), 30.35 (C-2), 42.10 (C-9°"), 57.95 (C-6), 59.81 (C-7), 61.50 (C-10""), 63.15
(C-13), 101.42 (C-1""), 123,15 (C-4), 128.41 (C-2", C-6"), 129.84 (C-4"), 130.09 (C-3", C-5"),
132,41 (C-3), 133.33 (C-4""), 138.36 (C-1"), 141.34 (C-5""), 153.39 (C-2""), 161.46 (C-8),
165.01 (C-9), 170.12 (C7""), 171.96 (C-12), 184.60 (C-6""), 185.52 (C-3""). LC/MS m/z 543.1
([IM+H]', 563.0 [M+Na]" API-ES pos. mode).

Beispiel 14
7-[2-(2-Carbamoyl-3,6-dioxocyclohexa-1,4-dienylamino)-2-phenyl-acetylamino]-

desacetoxycephalosporansiure 1f

[0088] Der Wirkstoff wurde durch Umsetzung von Wirkstoffen der allgemeinen Formel 5
(R1 = H, R2 = H, R3 = CH3, X = S) mit Stoffen der allgemeinen Formel 6 (R4 = CONH)

erhalten.

Strukturanalytik

NMR-Spektren wurden bei 300 MHz ('H) in Acetonitril-d; aufgenommen.

"H NMR §2.02 (s, 3H, H-10), 3.15 (d, J = 18.4 Hz, 1H, H-2), 3.44 (d, ] = 18.4 Hz, 1H, H-2),
4.90 (d, J=4.6 Hz, 1H, H-6), 5.69 (dd, J =4.5 Hz, J = 8.5 Hz, 1H, H-7), 6.00 (d, J=6.7 Hz,
1H, H-13), 6.59 (d, J=10.2 Hz, 1H, H-4""), 6.71 (d, J = 10.2 Hz, 1H, H-5""), 7.46 (m, 5H, H-
2’,H-3, H-4’, H-5", H-6"), 7.59 (d, J = 8.4 Hz, 1H, H-11), 9.09 (s, 2H, H-8""), 13.29 (d, 1H,
J = 6.7 Hz, H-14). LC/MS m/z 497.0 ((M+H], 519.0 [M+Na]" API-ES pos. mode).
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Beispiel 15
7-[2-(2-Methoxycarbonyl-3,6-dioxocyclohexa-1,4-dienylamino)-2-phenyl-acetylamino]-

desacetoxycephalosporansiure 1g

[0089] Der Wirkstoff wurde durch Umsetzung von Wirkstoffen der allgemeinen Formel 5
(R1 =H, R2 =H, R3 = CH3, X = S) mit Stoffen der allgemeinen Formel 6 (R4 = COOCH3)

erhalten.

Strukturanalytik

NMR-Spektren wurden bei 300 MHz ('H) in Acetonitril-d; aufgenommen.

"HNMR §2.01 (s, 3H, H-10), 3.14 (d, J = 18.2 Hz, 1H, H-2), 3.43 (d, ] = 182 Hz, 1H, H-2),
3.65 (br s, 3H, H-87"), 4.88 (d, J =4.6 Hz, 1H, H-6), 5.65 (dd, J =4.6 Hz, ] = 8.8 Hz, 1H, H-
7), 592 (d, J = 6.8 Hz, 1H, H-13), 6.57 (d, J=10.2 Hz, 1H, H-4""), 6.69 (d, J=10.1 Hz, 1H,
H-5""), 7.47 (m, 5H, H-2', H-3", H-4’, H-5", H-6"), 7.52 (d, J = 8.8 Hz, 1H, H-11), 13.18 (d,
1H, J = 6.8 Hz, H-14). LC/MS m/z 510.0 ((M-H]" API-ES neg. mode), 534.0 ((M+Na]~ API-
ES pos. mode).

Beispiel 16
7-[2-(2-Ethoxycarbonyl-3,6-dioxocyclohexa-1,4-dienylamino)-2-phenyl-acetylamino]-

desacetoxycephalosporansiure 1h

[0090] Der Wirkstoff wurde durch Umsetzung von Wirkstoffen der allgemeinen Formel 5
(R1 = H, R2 = H, R3 = CHs, X = S) mit Stoffen der allgemeinen Formel 6 (R4 =
COOCH,CH5) erhalten.

Strukturanalytik

NMR-Spektren wurden bei 300 MHz ('H) in Acetonitril-d; aufgenommen.

"HNMR 3 1.12 (br, 3H, H-9"), 2.01 (s, 3H, H-10), 3.12 (d, ] = 18.2 Hz, 1H, H-2), 3.40 (d, J
= 18.2 Hz, 1H, H-2), 3.99 (br, 2H, H-8""), 4.86 (d, J = 4.7 Hz,1H, H-6), 5.67 (dd, J=4.6 Hz, J
= 8.7 Hz, 1H, H-7), 6.19 (d, J = 8.4 Hz, 1H, H-13), 6.58 (d, J = 10.1 Hz, 1H, H-4""), 6.68 (d,
J=10.2 Hz, 1H, H-5""), 7.37 (m, 5H, H-2’, H-3’, H-4", H-5", H-6"), 7.46 (d, J = 8.7 Hz, 1H,
H-11). LC/MS m/z 426.3 ((M+H]', 548.1 [M+Na]" API-ES pos. mode).
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Beispiel 17
Antimikrobielle Wirkung der neuen Verbindungen nach Formel 4 (Beispiel 13 - Beispiel

16) in vitro

Methoden vgl Beispiel 5

Ergebnisse:

[0091] Die neuen Wirkstoffe wirken stark antimikrobiell (Tabelle 7).

Beispiel 18

Herstellung von neuen Cephalosporinen durch Salzbildung mit Kationen, die selbst ei-

nen Wirkstoffcharakter haben

[0092] Dic Fraktionen nach Beispiel 6 wurden mit 7-Aminocephalosporinsiure sowie mit
Wirkstoffen nach Formel 4 (R1 = H, R2 = H, R3 = CH3, R4 = CONHCH,CH,0H, X = S) und
mit Wirkstoffen nach Formel 5 (R1 = H, R2 = H, R3 = CHs, X = S) umgesetzt. Dabei wurden

stark antimikrobiell wirkende Produkte erhalten.

Beispiel 19
Antimikrobielle Wirksamkeit in vivo der neuen Stoffe nach Formel 4 (Beispiel 13, Bei-

spiel 14)

Methoden vgl. Beispiel 11
Ergebnis
[0093] Im Infektionsmodell ,mit Staphylococcus aureus infizierte Maus® sterben die Tiere

ohne wirksame Behandlung zu 100 %. Nach Therapie mit dem erfindungsgeméafen Wirkstoff

nach Formel 3 iiberleben alle Tiere (Tabelle &).
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Tab. 7 Antimikrobielle Wirkung der neuen Wirkstoffe 1e bis 1h und 2b.
Stamm Stoffmenge n [pmol]
2b | le | 1f | 1g | 1h
[0.019 [0.1 [0.19 J0.029 [0.14 [0.29 J0.02 0.1 [0.2 [0.029 [0.14 [0.29 J0.019 [0.09 [0.19

Bacillus
megaterium 32" |38 40 20 28 [ 321 20 [30] 32 20 | 30| 34 18 28 | 32
SBUG 1152
B. subtils
AWD 166 30 (36 38 22 30 | 32 24 |30 321 24 | 30| 32 22 30 | 32
Escherichia
coliSBUG | 20 261 30 | © |16 |18 «r [14]18) + 16|21 r | 14] 18
1135
Enterococcus . . . . . .
faecalis 769 T T T T T T T T T
E.faecalis T T T T T T T T T T T T T T T
945
Staphylococ-
cus aureus T 10| 14 T T 12 T T 10 r r 12 r r 10
315
S. aureus
33490 20 |26 30 8 16 20 T 14 | 16 T 20 | 24 T 16 | 20
S' aureus T T T T T T T T T T T T T T T
34289
S. aureus
36381 T 20| 24 T T 14 T T 14 T T 12 T T 12
g'gjbl‘geus 26 |36 38 | 14 |26 |30 14 [24]30] 16 |26 |30] 12 | 22| 28
S. aureus
39105 14 |24 28 T T 14 T T 12 T 10 18 T 8 14
S. aureus 520
S. aureus 526
S. aureus
ATCC 6538 30 (36 40 20 30 | 32 20 |30 341 20 | 28 | 32 20 28 | 30
S. aureus
Nordeutscher r 8 12 T 10 16 T T 10 T 10 | 14 T 8 12
Stamm
S. epidermi-
dis 1068 16 |24 | 28 T 14 16 T 12| 16 T 14 18 T 10 16
S. epidermi-
dis 1071 22 |28 30 10 18 20 8 16 | 18 T 18 | 22 T 14 | 20
S.epidermi- | 5y Tagl g | v |24 |28 |10 |22 28| 14 |24 | 28| 12 |24 | 28
dis 125
S.epidermi- | 5p il 3 | v | as | 2a | r |18 24| r | 8 [ 14| ¢ |14 18
dis 563
S.epidermi- | 5, 1ogl 30 | v |16 |20 ¢ |16 20| ¢ |14 18| ¢ |12 18
dis 847

" Hemmbhofdurchmesser in mm; * r = resistent (kein nachweisbarer Hemmhof)
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Tab. 8
Effektivitét von in vitro aktiven Wirkstoffen im Infektionsmodell ,,mit Staphylococcus aureus

infizierte Maus*

Erfindungsgemifer | getestete Konzentrati- | Uberleben/ Uberleben/ Kof-
Wirkstoff onen getestete  Méuse | trollen n/n
n/n
Staphylococcus aureus ATCC 6538
2a 2 x 0.5 mg (25 mg/kg) 10/10 0/10 10
le 2 x 0.5 mg (25 mg/kg) 3/3 0/5
1f 2 x 0.5 mg (25 mg/kg) 3/3 0/5

Beispiel 20

Gezielte Erhohung der Lipophilie des handelsiiblichen Antibiotikums Cefalexin (Formel
5, R1 =H, R2 = H, R3 = CHj3, X = S) durch radikalvermittelte Einfiihrung neuer Substi-

tuenten

[0094] Um ecine ausreichende Fixierung auf einer lipophilen Oberfliche zu erreichen, sollte
die Lipophilie des handelsiiblichen Antibiotikums Cefalexin (Formel 5, R1 =H, R2=H, R3 =
CH3;, X = S) durch radikalvermittelte Einfiihrung paradihydroxylierter Substituenten gezielt
erhéht werden. Zundchst wurde das Verteilungsverhalten von Cefadroxil zwischen einer

wissrigen und einer lipophilen Phase bestimmt.

Methode vgl. Beispiel 12

Ergebnis:

[0095] Der bestimmte logP-Wert des handelsiiblichen Antibiotikums Cefalexin (Formel 5, R1
= H, R2 = H, R3 = CHs, X = S) betridgt -2,63. Um e¢ine ausreichende Bindung an eine
lipophile tragende Matrix zu erreichen, sollte die Lipophilie gezielt erhoht werden.

[0096] Dic Aufgabe wurde erfindungsgemdl durch radikalvermittelte Umsetzung
entsprechend dem Beispiel 13 mit 2,5-Dihydroxy-N-(2-hydroxyethyl)benzamid (logP-Wert =
-1,21; Formel 6, R4 = CONHCH,CH,OH) gelost.
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[0097] Es wurde ein Antibiotikum mit deutlich héherer Lipophilie (Tabelle 9) bei Erhaltung

der antimikrobiellen Aktivitét (Tabelle 7) gewonnen.

Tab. 9

logP-Wert

Erfindungsgemifler Wirk- [logP-Wert
stoff

le 1,61

Beispiel 21

3-Chlor-7-{2-[2-(2-hydroxyethylcarbamoyl)-3,6-dioxocyclohexa-1,4-dienylamino]-2-

phenyl-acetylamino}-8-o0xo-1-thia-5-azabicyclo[4.2.0]oct-3-en-4-carbonsiure 1i

[0098] Der Wirkstoff wurde durch Umsetzung von Wirkstoffen der allgemeinen Formel
5 (R1 = Hy R2 = H, R3 = Cl, X = S) mit Stoffen der allgemeinen Formel 6 (R4 =
CONHCH,CH,OH) erhalten.

Strukturanalytik

NMR-Spektren wurden bei 300 MHz ('H) und 75 MHz ("°C and DEPT-135) in Acetonitril-ds
aufgenommen. "H NMR § 3.36 (m, J=5.7Hz, 2H, H-9"), 3.38 (d, J = 18.2 Hz, 1H, H-2),
3.57 (t, J=5.6 Hz, 2H, H-10""), 3.75 (d, ] = 18.2 Hz, 1H, H-2), 4.99 (d, J = 4.9 Hz, 1H, H-6),
572 (dd, T=4.8Hz, J = 9.0 Hz, 1H, H-7), 5.94 (d, J=6.7Hz, 1H, H-13), 6.56 (d,
J=10.1 Hz, 1H, H-4""), 6.71 (d, J = 10.1 Hz, 1H, H-5""), 7.42 (m, 5H, H-2", H-3", H-4", H-5",
H-6"), 7.66 (d, J = 8.9 Hz, 1H, H-11), 9.76 (t, 1H, H-8""), 13.25 (d, 1H, J = 6.2 Hz, H-14). °C
NMR § 31.27 (C-2), 42.11 (C-97"), 58.09 (C-6), 60.04 (C-7), 61.48 (C-10""), 63.48 (C-13),
101.40 (C-1""), 124.60 (C-4), 128.41 (C-2’, C-6"), 129.13 (C-3), 129.84 (C-4"), 130.09 (C-3’,
C-57), 133.36 (C-4""), 138.69 (C-1"), 141.89 (C-5""), 153.55 (C-2""), 162.30 (C-8), 165.83 (C-
9), 170.10 (C7°"), 171.37 (C-12), 184.75 (C-6""), 185.51 (C-3""). LC/MS m/z 562.2 ((M+H]",
584.1 [M+Na]" API-ES pos. mode).

Nachweis der Stabilitit
[0099] Der neue Wirkstoff erwies sich iiber einen Zeitraum > 60 Tage als lagerstabil. Figur 2

zeigt die Lagerstabilitdt der 3-Chlor-7-{2-[2-(2-hydroxyethylcarbamoyl)-3,6-dioxocyclohexa-
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1,4-dienylamino]-2-phenyl-acetylamino } -8-0xo-1-thia-5-azabicyclo[4.2.0]oct-3-en-4-

carbonsaure 11.

Beispiel 22

3-Chlor-7-[2-(2-carbamoyl-3,6-dioxocyclohexa-1,4-dienylamino)-2-phenyl-acetylamino]-

8-ox0-1-thia-5-azabicyclo[4.2.0]oct-3-en-4-carbonsiiure 1j
[0100] Der Wirkstoff wurde durch Umsetzung von Wirkstoffen der allgemeinen Formel 5
(R1 = H, R2 = H, R3 = Cl, X = S) mit Stoffen der allgemeinen Formel 6 (R4 = CONH;)

erhalten.

Strukturanalytik

NMR-Spektren wurden bei 300 MHz ('H) in Acetonitril-d; aufgenommen.

'HNMR § 3.41 (d, ] = 18.4 Hz, 1H, H-2), 3.77 (d, ] = 18.4 Hz, 1H, H-2), 5.01 (d, J = 4.9 Hz,
1H, H-6), 5.74 (dd, J=4.9 Hz, J = 8.5 Hz, 1H, H-7), 5.96 (d, J = 6.7 Hz, 1H, H-13), 6.60 (d,
J=10.3 Hz, 1H, H-4""), 6.71 (d, J = 10.3 Hz, 1H, H-5""), 7.45 (m, 5H, H-2", H-3", H-4", H-5',
H-6"), 7.61 (d, J = 8.5 Hz, 1H, H-11), 9.09 (s, 2H, H-8""), 13.27 (d, 1H, J = 6.7 Hz, H-14).
LC/MS m/z 518.2 ((M+H]', 540.0 [M+Na]" API-ES pos. modc).

Beispiel 23

3-Chlor-7-[2-(2-methoxycarbonyl-3,6-dioxocyclohexa-1,4-dienylamino)-2-phenyl-

acetylamino]-8-oxo-1-thia-5-azabicyclo[4.2.0]oct-3-en-4-carbonsiure 1k
[0101] Der Wirkstoff wurde durch Umsetzung von Wirkstoffen der allgemeinen Formel 5
(R1 =H, R2 = H, R3 = Cl, X = S) mit Stoffen der allgemeinen Formel 6 (R4 = COOCHz3)

erhalten.

Strukturanalytik

NMR-Spektren wurden bei 300 MHz ('H) in Acectonitril-d; aufgenommen 'H NMR & 3.23 (d,
J =184 Hz, 1H, H-2), 3.38 (d, J = 18.4 Hz, 1H, H-2), 3.83 (br s, 3H, H-8"), 4.92 (d,
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J=4.6 Hz, 1H, H-6), 5.65 (dd, J = 4.6 Hz, ] = 7.5 Hz, 1H, H-7), 5.96 (d, J = 6.7 Hz, 1H, H-
13), 6.68 (d, J=10.2 Hz, 1H, H-4""), 6.74 (d, J = 10.1 Hz, 1H, H-5""), 7.42 (m, 5H, H-2", H-
3',H-4",H-5",H-6"), 7.61 (d, ] = 7.5 Hz, 1H, H-11), 13.27 (d, 1H, J = 6.7 Hz, H-14). LC/MS
m/z 532.5 ((M+H]", 554.5 [M+Na]" API-ES pos. mode).

Beispiel 24

3-Chlor-7-[2-(2-ethoxycarbonyl-3,6-dioxocyclohexa-1,4-dienylamino)-2-phenyl-

acetylamino]-8-o0xo0-1-thia-5-azabicyclo[4.2.0]oct-3-en-4-carbonsiure 11

[0102] Der Wirkstoff wurde durch Umsetzung von Wirkstoffen der allgemeinen Formel 5
(R1=H, R2=H, R3 =Cl, X = S) mit Stoffen der allgemeinen Formel 6 (R4 = COOCH,CH3)
erhalten.

Strukturanalytik

NMR-Spektren wurden bei 300 MHz ('H) in Acetonitril-d; aufgenommen. '"H NMR § 1.14
(br, 3H, H-9""), 3.35 (d, J = 18.2 Hz, 1H, H-2), 3.73 (d, J = 18.2 Hz, 1H, H-2), 4.16 (br, 2H,
H-8), 4.95 (d, J=4.6 Hz, 1H, H-6), 5.69 (dd, J=4.6 Hz, J = 8.8 Hz, 1H, H-7), 6.59 (d,
J=10.2 Hz, 1H, H-4""), 6.70 (d, J = 10.2 Hz, 1H, H-5""), 7.38 (m, 5H, H-2", H-3", H-4", H-5",
H-6"), 7.55 (d, J = 8.7 Hz, 1H, H-11). LC/MS m/z 547.0 ((M+H]', 569.0 [M+Na]" API-ES

pos. mode).

Beispiel 25
Antimikrobielle Wirkung der neuen Verbindungen nach Formel 4 (Beispiel 21 — Beispiel

24) in vitro

Methoden vgl Beispiel 5

Ergebnisse:

[0103] Die neuen Wirkstoffe wirken stark antimikrobiell (Tabelle 10).
Beispiel 26

Herstellung von neuen Cephalosporinen durch Salzbildung mit Kationen, die selbst ei-

nen Wirkstoffcharakter haben
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[0104] Dic Fraktionen nach Beispiel 6 wurden mit 7-Aminocephalosporinsiure sowie mit
Wirkstoffen nach Formel 4 (R1 = H, R2 = H, R3 = CI, R4 = CONHCH,CH,0H, X = S) und
mit Wirkstoffen nach Formel 5 (R1 = H, R2 = H, R3 = Cl, X = S) umgesetzt. Dabei wurden

stark antimikrobiell wirkende Produkte erhalten.

Beispiel 27
Antimikrobielle Wirksamkeit in vivo der neuen Stoffe nach Formel 4 (Beispiel 21 - Beispiel

24)

Methoden vgl. Beispiel 11
Ergebnis
[0105] Im Infektionsmodell ,mit Staphylococcus aureus infizierte Maus® sterben die Tiere

ohne wirksame Behandlung zu 100 %. Nach Therapie mit dem erfindungsgeméfBen Wirkstoff

nach Formel 4 iiberleben alle Tiere (Tabelle 11).

Tab. 10 Antimikrobielle Wirkung der neuen Wirkstoffe 1i bis 11 und 2c.

Stamm Stoffmenge n [pumol]
2c 1i 1j 1k 11
0.01 0.1 (0.1940.0210.140.2940.02 (0.1 0.2 J0.02 [0.14 [{0.290.01 |0.09 |0.19
9 9 9 9

Bacillus megaterium 1
SBUG 1152 36 38114026 (32|34 ]28 |36 | 40|30 |36 (38 7]30] 34| 38

B. subtils AWD 166 | 36 [ 38 | 40 § 30 | 36 [ 38 § 30 | 38 | 40 § 30 | 36 | 38 930 | 34 | 38

Escherichia coli 24 [ 30 [ 3218 |24 | 28| 18|26 | 28|18 |24 |28 )18 24028

SBUG 1135

ﬁzr;tce;loiizcgg s I 8 14 r r r r 8 12 r 8 14 r r r
E. faecalis 945 r 8 12 r r r r r r r r r r r r
Staphylococcus r w2 ol | 8|2 |24 |10]14
aureus 315

S. aureus 33490 24 | 30 | 32 14 | 22 | 26 16 | 24 | 26 16 | 24 | 26 14 | 20 | 24
S. aureus 34289 r r 10 r r r r r r r r r r r r
S. aureus 36881 r 12 18 r 12 18 r 12 16 r 14 18 r 8 18
S. aureus 38418 26 34 | 38 0020 | 30 | 34 Q22 (30| 341] 22 30 | 34 18 | 28 | 30
S. aureus 39105 22 | 24 | 28 r 18 | 22 r 16 18 8 20 | 22 r 18 | 22
S. aureus 520 r 10 14 r r r r 8 12 r r 10 r r 10
S. aureus 526 r 8 12 r r r r r r r r r r r r
S. aureus ATCC 30 | 3811 40 | 26 | 34 [ 36 ] 28 | 34 | 38 4 28 36 | 38 1 24 | 30 | 34
6538

S. aureus Nordeut- . 10| 14 r 12 | 16 r 12 16 r 14 | 18 r 10 | 16
scher Stamm

S. epidermidis 1068 | 22 | 24 | 30 § 12 | 18 | 22 J 16 | 22 [ 26 § 14 | 22 | 24 § 14 | 20 | 22

S. epidermidis 1071 | 28 | 30 | 32 § 14 | 22 | 26 J 18 | 26 [ 28 Q18 | 24 | 28 J 16 | 24 | 28

S. epidermidis 125 26 | 34 | 36 20 [ 28 | 32 § 22 |30 [32Q§120]30 )32 )18 2 |28

S. epidermidis 563 30 | 34 [ 36 112 | 22 | 24 420 (26| 32 Q18 |28 [30 )16 ] 28 | 30

S. epidermidis 847 14 | 24 | 28 § 12 | 20 | 24 § 10 | 20 | 24 8 24 | 28 r 20 | 22

" Hemmbhofdurchmesser in mm; * r = resistent (kein nachweisbarer Hemmhof)
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Tab. 11
Effektivitét von in vitro aktiven Wirkstoffen im Infektionsmodell ,,mit Staphylococcus aureus

infizierte Maus*

Erfindungsgemifer | getestete Konzentrati- | Uberleben/ Uberleben/ Kon-
Wirkstoff onen getestete  Maéuse | trollen n/n s
n/n
Staphylococcus aureus ATCC 6538

2a 2 x 0.5 mg (25 mg/kg) 10/10 0/10

1i 2 x 0.5 mg (25 mg/kg) 12/12 020 10
1j 2 x 0.5 mg (25 mg/kg) 3/3 0/5

1k 2 x 1.5 mg (75 mg/kg) 3/3 0/5

11 2 x 1.0 mg (50 mg/kg) 3/3 0/5 15

Beispiel 28

Gezielte Erhohung der Lipophilie des handelsiiblichen Antibiotikums Cefaclor (Formel
5, R1 = H, R2 = H, R3 = Cl, X = S) durch radikalvermittelte Einfithrung neuer Substi-

tuenten

[0106] Um ecine ausreichende Fixierung auf einer lipophilen Oberfliche zu erreichen, sollte
die Lipophilie des handelstiblichen Antibiotikums Cefaclor (Formel 5, R1 =H, R2=H, R3 =
ClL, X = S) durch radikalvermittelte Einfiihrung paradihydroxylierter Substituenten gezielt
erhoht werden. Zunidchst wurde das Verteilungsverhalten von Cefaclor zwischen einer

wissrigen und einer lipophilen Phase bestimmt.

Methode vgl. Beispiel 12

Ergebnis:

[0107] Der bestimmte logP-Wert des handelsiiblichen Antibiotikums Cefaclor (Formel 5, R1
=H, R2 =H, R3 =Cl, X =1S) betriagt -3,28. Um e¢ine ausreichende Bindung an eine lipophile
tragende Matrix zu erreichen, sollte die Lipophilie gezielt erhoht werden.

[0108] Dic Aufgabe wurde erfindungsgemdl durch radikalvermittelte Umsetzung
entsprechend dem Beispiel 21 mit 2,5-Dihydroxy-N-(2-hydroxyethyl)benzamid (logP-Wert =
-1,21; Formel 5, R4 = CONHCH,CH,OH) gelost.
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[0109] Es wurde ein Antibiotikum mit deutlich héherer Lipophilie (Tabelle 12) bei Erhaltung

der antimikrobiellen Aktivitét (Tabelle 10) gewonnen.

Tab. 12

logP-Wert

Erfindungsgemifler Wirk- [logP-Wert
stoff

1i 1,81

Beispiel 29

3-Chlor-7-{2-[2-(2-hydroxyethylcarbamoyl)-3,6-dioxocyclohexa-1,4-dienylamino]-2-

phenyl-acetylamino}-8-o0xo0-5-azabicyclo[4.2.0]oct-3-ene-4-carbonsiure 1m

[0110] Der Wirkstoff wurde durch Umsetzung von Wirkstoffen der allgemeinen Formel 5
(R1 = H, R2 = H, R3 = Cl, X = CH;) mit Stoffen der allgemeinen Formel 6 (R4 =
CONHCH,CH;,0H) erhalten.

Strukturanalytik

NMR-Spektren wurden bei 300 MHz ('H) und 75 MHz ("°C and DEPT-135) in Acetonitril-ds
aufgenommen. "HNMR § 1.33 (m, 2H, H-1), 2.40 (m, 2H, H-2), 3.37 (m, J = 5.6 Hz, 2H, H-
9", 3.58 (t, J=5.5 Hz, 2H, H-10""), 3.74 (m, J = 5.0 Hz, 1H, H-6), 5.31 (m, J= 5.0 Hz, J =
8.3 Hz, 1H, H-7), 5.90 (d, J= 6.7 Hz, 1H, H-13), 6.55 (d, J=10.2 Hz, 1H, H-4""), 6.66 (d,
J=10.2Hz, 1H, H-5""), 7.41 (m, 5H, H-2", H-3", H-4, H-5", H-6"), 7.54 (d, J = 7.9 Hz, 1H,
H-11),9.76 (t, 1H, H-8""), 13.23 (d, 1H, J = 6.3 Hz, H-14). °C NMR § 22.19 (C-1), 31.70 (C-
2), 42.12 (C-97"), 53.13 (C-6), 59.24 (C-7), 61.51 (C-10""), 63.62 (C-13), 101.65 (C-1""),
124.74 (C-4), 128.33 (C-2’, C-6"), 129.03 (C-3), 129.79 (C-4"), 130.07 (C-3", C-5"), 133.34
(C-4""), 138.96 (C-17), 141.92 (C-5""), 153.47 (C-2""), 162.22 (C-8), 165.73 (C-9), 170.09
(C7°), 171.37 (C-12), 184.69 (C-6""), 185.49 (C-3""). LC/MS m/z 544.2 ([M+H]', 566.1
[M+Na]" API-ES pos. mode).

Nachweis der Stabilitiit
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[0111] Der neue Wirkstoff erwies sich tiber einen Zeitraum > 60 Tage als lagerstabil. Figur 3
zeigt die Lagerstablitit der 3-Chlor-7-{2-[2-(2-hydroxyethylcarbamoyl)-3,6-dioxocyclohexa-
1,4-dienylamino]-2-phenyl-acetylamino }-8-ox0-5-azabicyclo[4.2.0]oct-3-ene-4-carbonséure

1m.

Beispiel 30

3-Chlor-7-[2-(2-carbamoyl-3,6-dioxocyclohexa-1,4-dienylamino)-2-phenyl-acetylamino]-

8-0x0-5-aza-bicyclo[4.2.0]oct-3-ene-4-carbonsiure 1n

[0112] Der Wirkstoff wurde durch Umsetzung von Wirkstoffen der allgemeinen Formel 5
(R1 =H, R2 = H, R3 = Cl, X = CH;) mit Stoffen der allgemeinen Formel 6 (R4 = CONH)

erhalten.

Strukturanalytik

NMR-Spektren wurden bei 300 MHz ('H) in Acetonitril-d; aufgenommen.

'H NMR § 1.34 (m, 2H, H-1), 2.40 (m, 2H, H-2), 3.72 (m, J = 4.8 Hz, 1H, H-6), 5.35 (m,
J=4.8 Hz, ] = 8.3 Hz, 1H, H-7), 5.90 (d, J = 6.7 Hz, 1H, H-13), 6.55 (d, J =10.2 Hz, 1H, H-
4", 6.66 (d, J=10.2 Hz, 1H, H-5""), 7.41 (m, 5H, H-2", H-3", H-4’, H-5", H-6"), 7.54 (d, J =
8.4 Hz, 1H, H-11), 9.07 (s, 2H, H-8""), 13.14 (d, 1H, J=6.7 Hz, H-14). LC/MS m/z 500.3
([IM+H]', 521.1 [M+Na]" API-ES pos. mode).

Beispiel 31

3-Chlor-7-[2-(2-methoxycarbonyl-3,6-dioxocyclohexa-1,4-dienylamino)-2-phenyl-

acetylamino]-8-0xo0-5-aza-bicyclo[4.2.0]oct-3-ene-4-carbonsiure 10
[0113] Der Wirkstoff wurde durch Umsetzung von Wirkstoffen der allgemeinen Formel 5
(R1 =H, R2 =H, R3 = Cl, X = CH;) mit Stoffen der allgemeinen Formel 6 (R4 = COOCH3)

erhalten.

Strukturanalytik



10

15

20

25

30

WO 2008/092928 PCT/EP2008/051214
37

NMR-Spektren wurden bei 300 MHz ('H) in Acetonitril-d; aufgenommen. "H NMR 3 1.34
(m, 2H, H-1), 2.42 (m, 2H, H-2), 3.63 (br s, 3H, H-8""), 3.71 (m, J =4.9 Hz, 1H, H-6), 5.32
(m, J=49Hz, J = 83 Hz, 1H, H-7), 6.57 (d, J=10.1 Hz, 1H, H-4""), 6.67 (d, J=10.0 Hz,
1H, H-5""), 7.34 (m, 5H, H-2’, H-3’, H-4", H-5", H-6"), 7.91 (br d, 1H, H-11). LC/MS m/z
514.7 ((M+H]", 535.9 [M+Na]" API-ES pos. mode).

Beispiel 32

3-Chlor-7-[2-(2-ethoxycarbonyl-3,6-dioxocyclohexa-1,4-dienylamino)-2-phenyl-

acetylamino]-8-o0xo0-5-azabicyclo[4.2.0]oct-3-ene-4-carbonsiiure 1p

[0114] Der Wirkstoff wurde durch Umsetzung von Wirkstoffen der allgemeinen Formel 5
(R1 = H, R2 = H, R3 = Cl, X = CH;) mit Stoffen der allgemeinen Formel 6 (R4 =
COOCH,CH3) erhalten.

Strukturanalytik

NMR-Spektren wurden bei 300 MHz ('H) in Acetonitril-d; aufgenommen. "H NMR & 1.13
(br, 3H, H-97"), 1.33 (m, 2H, H-1), 2.46 (m, 2H, H-2), 3.75 (m, J = 5.1 Hz, 1H, H-6), 4.02 (br,
2H, H-8""), 5.34 (m, J=5.1 Hz, J = 8.4 Hz, 1H, H-7), 6.59 (d, J=10.2 Hz, 1H, H-4""), 6.70
(d,J=10.0 Hz, 1H, H-5""), 7.38 (m, 5H, H-2", H-3", H-4", H-5", H-6"), 7.61 (br d, 1H, H-11).
LC/MS m/z 529.8 ((M+H]', 550.2 [M+Na]" API-ES pos. mode).

Beispiel 33
Antimikrobielle Wirkung der neuen Verbindungen nach Formel 4 (Beispiel 29 — Beispiel

32) in vitro

Methoden vgl Beispiel 5

Ergebnisse:

[0115] Die neuen Wirkstoffe wirken stark antimikrobiell (Tabelle 13).
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Tab. 13 Antimikrobielle Wirkung der neuen Wirkstoffe 1m bis 1p und 2d.

Stamm Stoffmenge n [umol]
2d | 1m | 1n | 1o | 1p
[0.019 [0.094 [0.19]0.018]0.092]0.18 [0.019]0.096]0.19 §0.019]0.094]0.19 [0.019]0.094]0.19
Enterococc
us faecalis r r 8! r r r r r r r r r r r r
769
Staphylo-
coccus r r 10 r r 8 r r 12 r r 10 r r 10
aureus 315
géggiieus r |20 (20|62 | |8 | |2 |12]20

S. aureus >3
38418 18 30 0 20 | 30 | =30 14 | 26 | 30 14 14 | 28 18 | 28 | >30

S. aureus
520 10 | 14

S. aureus
ATCC 28 34 13801 22 |>30|=>30) 22 |28 | 320 22|28 |30]22] 30 32

6538

S. aureus
Nordeut-
scher
Stamm

S-epider- 1 1ot oa Taa 20 26 |28 1a | 22 |26 14 | 20 | 24| 16 | 26 | 28
midis 125

S. epider-
midis 847 14 22 (24 r 14 | 18 r 16 | 20 r 14 | 18 r 16 | 20

Hemmhofdurchmesser in mm , * r = resistent (kein nachweisbarer Hemmhof)
Beispiel 34

Herstellung von neuen Cephalosporinen durch Salzbildung mit Kationen, die selbst ei-

nen Wirkstoffcharakter haben

[0116] Die Fraktionen nach Beispiel 6 wurden mit 7-Aminocephalosporinsidure sowie mit
Wirkstoffen nach Formel 4 (R1 = H, R2 = H, R3 = Cl, R4 = CONHCH,CH,0H, X = CH;)
und mit Wirkstoffen nach Formel 5 (R1 = H, R2 = H, R3 = Cl, X = CH;) umgesetzt. Dabei

wurden stark antimikrobiell wirkende Produkte erhalten.

Beispiel 35
Antimikrobielle Wirksamkeit in vivo der neuen Stoffe nach Formel 4 (Beispiel 29 — Bei-

spiel 32)

Methoden vgl. Beispiel 11
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Ergebnis
[0117] Im Infektionsmodell ,mit Staphylococcus aureus infizierte Maus®™ sterben die Tiere
ohne wirksame Behandlung zu 100 %. Nach Therapie mit dem erfindungsgeméfBen Wirkstoff

nach Formel 4 iiberleben alle Tiere (Tabelle 14).

Tab. 14
Effektivitit von in vitro aktiven Wirkstoffen im Infektionsmodell ,,mit Staphylococcus aureus

infizierte Maus*

Erfindungsgemifer | getestete Konzentrati- | Uberleben/ Uberleben/ Kon-
Wirkstoff onen getestete  Maéuse | trollen n/n 0
n/n
Staphylococcus aureus ATCC 6538

2a 2 x 0.5 mg (25 mg/kg) 10/10 0/10

1m 2 x 0.5 mg (25 mg/kg) 9/9 0/15 B
In 2 x 1.0 mg (50 mg/kg) 3/3 0/5

lo 2 x 1.0 mg (50 mg/kg) 2/3 0/5

1p 2 x 1.0 mg (50 mg/kg) 2/3 0/5

20

Beispiel 36

Gezielte Erhohung der Lipophilie des handelsiiblichen Antibiotikums Loracarbef (For-
mel 5, R1 = H, R2 = H, R3 = Cl, X = CH;) durch radikalvermittelte Einfithrung neuer

Substituenten

[0118] Um eine ausreichende Fixierung auf einer lipophilen Oberfliche zu erreichen, sollte
die Lipophilie des handelsiiblichen Antibiotikums Loracarbef (Formel 5, R1 = H, R2 = H, R3
= Cl, X = CH,) durch radikalvermittelte Einfiihrung paradihydroxylierter Substituenten
gezielt erhoht werden. Zunichst wurde das Verteilungsverhalten von Loracarbef zwischen

einer wissrigen und einer lipophilen Phase bestimmt.

Methode vgl. Beispiel 12

Ergebnis:
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[0119] Der bestimmte logP-Wert des handelsiiblichen Antibiotikums Loracarbef (Formel 5,
R1 =H, R2 = H, R3 = Cl, X = CH,) betrdgt -3,13. Um ¢ine ausreichende Bindung an eine
lipophile tragende Matrix zu erreichen, sollte die Lipophilie gezielt erhéht werden.

[0120] Die Aufgabe wurde erfindungsgemdl durch radikalvermittelte Umsetzung
entsprechend dem Beispiel 29 mit 2,5-Dihydroxy-N-(2-hydroxyethyl)benzamid (logP-Wert =
-1,21; Formel 6, R4 = CONHCH,CH,OH) gelost.

[0121] Es wurde ein Antibiotikum mit deutlich héherer Lipophilie (Tabelle 12) bei Erhaltung

der antimikrobiellen Aktivitét (Tabelle 15) gewonnen.

Tab. 15

logP-Wert

Erfindungsgemifler Wirk- [logP-Wert
stoff

1m 1,62

[0122] Der Strukturanalytik und der Testungen auf biologische Aktivitit der Beispiel 37 -
Beispiel 41 liegen die Bezeichnungen der Strukturelemente sowie der Substanzen

entsprechend der Formel 11 zugrunde.

Beispiel 37

7-[2-(5-Methyl-3,4-dioxocyclohexa-1,5-dienylamino)-2-(4-hydroxyphenyl)-acetylamino]-

cephalosporansiure 1q

[0123] Der Wirkstoff wurde durch Umsetzung von Wirkstoffen der allgemeinen Formel 5
(R1 = OH, R2 = H, R3 = CH3, X = S) mit Stoffen der allgemeinen Formel 9 (R4 = H, RS =
CHs) erhalten.

Strukturanalytik

NMR-Spektren wurden bei 300 MHz 'H und HMBC und HSQC in DMSO-ds aufgenommen.
'H NMR 3 (DMSO-de) 1.86 (s, 3H, H7’"), 1.99 (s, 3H, H10), 3.29 (d, J = 18.4 Hz, 1H, H2),
3.49 (d, J=18.4 Hz, 1H, H2), 4.89 (d, J = 4.4 Hz,1H, H6), 5.19 (d(s), J = 1.5 Hz, 1H, H2""),
531 (d, J=7.0Hz, 1H, H13), 5.65 (dd, J=4.7 Hz, J = 8.1 Hz, 1H, H7), 6.76 (d, ] = 8.2 Hz,
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2H, H3’, H5"), 7.14 (d(s), ] = 1.5 Hz, 1H, H6*), 7.27 (d, J = 8.2 Hz, 2H, H2', H6"), 8.71 (d, J
=7.1 Hz, 1H, H14), 9.29 (d, J = 8.3 Hz, 1H, H11). >C NMR & (DMSO-d¢) 15.6 (C7"*), 19.7
(C10), 29.1 (C2), 57.1 (C6), 58.8 (C7), 59.5 (C13), 95.1 (C2°*), 115.7 (C3’, C57), 122.9 (C4),
126.8 (C1%), 128.9 (C2°, C6°), 129.6 (C3), 133.7 (C6), 140.0 (C5°*), 155.2 (C1°?), 157.8
(C4%), 163.8 (C9), 164.1 (C8), 170.0 (C12), 174.7 (C3°"), 183.6 (C4>"). LC/MS m/z 483.4
(IM]', 504.8 [M+Na]~ API-ES pos. mode)

Beispiel 38

7-[2-(6-Methyl-3,4-dioxocyclohexa-1,5-dienylamino)-2-(4-hydroxyphenyl)-acetylamino]-

cephalosporansiure 1r

[0124] Der Wirkstoff wurde durch Umsetzung von Wirkstoffen der allgemeinen Formel 5
(R1=0H, R2 =H, R3 = CHs, X = S) mit Stoffen der allgemeinen Formel 9 (R4 = CH3, R5 =
H) erhalten.

Strukturanalytik

NMR-Spektren wurden bei 300 MHz 'H und HMBC und HSQC in DMSO-ds aufgenommen.
'H NMR § (DMSO-ds) 1.99 (s, 3H, H10), 2.32 (s, 3H, H8""), 3.29 (d, J = 18.1 Hz, 1H, H2),
3.48 (d,J=18.4 Hz, 1H, H2),4.99 (d, J = 4.4 Hz,1H, H6), 5.12 (s, 1H, H2""), 5.25 (d, J = 6.1
Hz, 1H, H13), 5.69 (dd, J=4.9Hz, J = 7.8 Hz, 1H, H7), 6.32 (s, 1H, H5""), 6.76 (d, J=8.2
Hz, 2H, H3", H5"), 7.11 (d, J = 6.1 Hz, 1H, H14), 7.34 (d, J = 8.2 Hz, 2H, H2", H6"), 9.29 (d,
J=8.4Hz, 1H, H11). C NMR § (DMSO-ds) 17.5 (C7”*), 19.5 (C10), 28.6 (C2), 56.8 (C6),
58.8 (C7), 59.5 (C13), 97.7 (C2’), 115.9 (C3’, C5°), 123.0 (C4), 126.7 (C1), 128.7 (C2’,
C6’), 1294 (C57’), 129.6 (C3), 147.2 (C6’’), 154.3 (C17’), 158.0 (C4’), 163.6 (C9), 163.9
(C8), 170.2 (C12), 175.6 (C3”"), 182.8 (C4>*). LC/MS m/z 483.4 ([M]’, 504.9 [M+Na]" API-
ES pos. mode).

Beispiel 39

3-Chlor-7-[2-(5-methyl-3,4-dioxocyclohexa-1,5-dienylamino)-2-phenyl-acetylamino}-8-

0x0-5-azabicyclo[4.2.0]oct-3-ene-4-carbonsiure 1s
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[0125] Der Wirkstoff wurde durch Umsetzung von Wirkstoffen der allgemeinen Formel 5
(R1 =H, R2 =H, R3 = Cl, X = CH;) mit Stoffen der allgemeinen Formel 9 (R4 = CH3, R5 =
H) erhalten.

Strukturanalytik

NMR-Spektren wurden bei 300 MHz 'H und HMBC und HSQC in DMSO-ds aufgenommen.
"H NMR § (DMSO-ds) 1.35 (m, 2H, H1), 1.86 (s, 3H, H7’"), 2.48 (m, 2H, H2), 3.72 (m, J =
7.8 Hz, 1H, H6), 5.16 (s, 1H, H2"), 5.25 (dd, J = 7.9 Hz, J = 5.6 Hz, 1H, H7), 5.33 (s, 1H,
H13), 7.19 (s, 1H, H6""), 7.35 (dd, J = 7.4 Hz, 1H, H4’), 7.40 (dd, J = 7.4 Hz, 2H, H3’, HS"),
7.49 (d, T = 7.6 Hz, 2H, H2’, H6"), 8.88 (broad, 1H, H14), 9.39 (d, J = 8.0 Hz, 1H, H11). °C
NMR & (DMSO-de) 21.5 (C1), 28.0 (C2), 51.4 (C6), 57.7 (C7), 60.1 (C13), 95.0 (C2°*), 120.2
(C4), 127.2 (C4’), 127.6 (C2’, C6’), 128.5 (C3), 128.7 (C3’, C5°), 133.5 (C6™’), 136.5 (C1’),
163.9 (C8), 169.1 (C12), 183.0 (C4’*). LC/MS m/z 469.5 (IM]’, 491.3 [M+Na]" API-ES pos.

mode).

Beispiel 40
Antimikrobielle Wirkung der neuen Verbindungen nach Formel 8 (Beispiel 37 — Beispiel

39) in vitro

Methoden vgl Beispiel 5

Ergebnisse: Die neuen Wirkstoffe wirken stark antimikrobiell (Tabelle 16).
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Beispiel 41
Antimikrobielle Wirksamkeit in vivo der neuen Stoffe nach Formel 8 (Beispiel 37)

Methoden vgl. Beispiel 11

Ergebnis
[0126] Im Infektionsmodell ,mit Staphylococcus aureus infizierte Maus®™ sterben die Tiere
ohne wirksame Behandlung zu 100 %. Nach Therapie mit dem erfindungsgeméflen Wirkstoff

nach Formel 8 iiberleben mindestens 50% der Tiere (Tabelle 17).

Tab. 17
Effektivitit von in vitro aktiven Wirkstoffen im Infektionsmodell ,,mit Staphylococcus aureus

infizierte Maus*

Erfindungsgemifer | getestete Konzentrati- | Uberleben/ Uberleben/ Kon-
Wirkstoff onen getestete  Maéuse | trollen n/n s
n/n
Staphylococcus aureus ATCC 6538
2a 2 x 0.5 mg (25 mg/kg) 10/10 0/10
1q 2x0.5 mg 3/6 0/10 20
(25 mg/kg)
2x 1.0mg 1/3 0/5
(50 mg/kg)
Beispiel 42

Ausriistung des hydrophilen Saugkerns einer Wundauflage mit Wirkstoffen nach For-

melbild 3

[0127] Eine Schicht des Saugkerns wurde in 1em? grof3e Stiicke zerschnitten. Diese wurden
mit unterschiedlich konzentrierten Suspensionen des Wirkstoffes nach Formelbild 3 getrinkt
und im Agartest auf Keimminderung tiberpriift. Dazu wurde die Keimsuspensionen mit Hilfe
des Whitley Automatic Spiral-Plater (WASP) linear ausplattiert. So ergaben sich Agarplatten
mit einem gleichméfBigen Bakterienbewuchs. Nach 30min wurden die Bereiche, auf die die
Wundauflagen aufgebracht werden sollten, markiert und die Kontrollflichen genau festgelegt.
Diese Bereiche wurden mit jeweils 25ul Kochsalzlésung betropft. In diese Tropfen wurden
unbeschichtetes Kompressenmaterial und mit den erfindungsgeméflen Substanzen

beschichteten Wundauflagen gelegt und leicht angedriickt. Die Platten wurden 15min zur
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Vordiffusion bei Raumtemperatur stechen gelassen, bis sie in den Brutschrank (37°C) gestellt
wurden. Nach 24h wurden die Flichen der Wundauflagen markiert. Es erfolgte eine
Auszdhlung der Bakterien auf den Flichen unterhalb der Wundauflagen und in den
Kontrollbereichen, die nur mit Kochsalzlosung versetzt worden waren. Die Wundauflagen
wurden auf frischen Agar tiberfiihrt, um eventuell iiberlebende Keime auszuzihlen.

[0128] Bei Auslegen des Saugkerns auf eine unbeimpfte Agarplatte. Bei diesen geringen
Keimzahlen war die Besiedlung nur durch statistische Verfahren zu berechnen. Unter
Annahme eciner Poisson-Verteilung errechnete sich die im Mittel zu erwartende Zahl
uiberlebender Keime m nach der Formel

m = -In p/po

(p = Anzahl der Versuche ohne Keimnachweis, p, = Gesamtzahl der Versuche).

Ergebnisse

[0129] Bei unbeschichteten Wundauflagen kommt es, wie zu erwarten zu einer starken
Keimvermehrung.

[0130] Dagegen wurde bei den mit dem Wirkstoffe nach Formelbild 3 beschichten
Wundauflagen in einer Konzentration von 0,02 % das Bakterienwachstum unter der Auflage
vollstindig unterdriickt. Es wurde aber nur ein Hemmbhof von 0,93 + 0,73mm (n = 7) um die
Wundauflage herum beobachtet, d. h. die Diffusion in Bereiche um die Wundauflage war
minimal.

Nach Uberfiihrung auf frischen Agar in 3 Fillen wurde ein geringes und in 7 Fillen kein Bak-
terienwachstum beobachtet, d.h. es waren im Mittel nur 0,35 tiberlebende Keime bei dieser
Konzentration des neuen Polyhexanid-Wirkstoffes nach Formelbild 3 zu erwarten.

[0131] Bei einer Verringerung der Konzentration des Wirkstoffs auf 0,01 % waren im
statistischen Mittel 0,2KBE unter den Wundauflagen zu erwarten (n = 5). Nach dem
Ausbringen des Saugkerns auf unbeimpften Agar wurde in 2 Féllen geringes und in 3 Féllen
starkes Wachstum beobachtet, d.h. bei dieser Konzentration wurde nur eine Bakteriostase und
kein bakterizider Effekt erreicht.

[0132] Bei einer Erhohung der Konzentration auf 0,04 % trat erwartungsgemill unter der
Wundauflage kein Wachstum auf. Bei Ubertragung auf unbeimpften Agar wurde im
statistischen Mittel eine Keimzahl von 0,22 (n = 5) beobachtet. Der Hemmhof um den
Saugkern stieg aber auf 3 mm, d.h. bei dieser Konzentration begann eine Diffusion in das

umgebende Medium.
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Beispiel 43

Priifung der mit Wirkstoffen nach Formelbild 2 oder 3 beschichteten Wundauflage im

Filterversuch

[0133] Verschieden groBle Stiicke der unterschiedlichen Wundauflagen wurden in einen
Trichter gegeben und die Keimsuspension (200 000 KbE/ml) mit einer Geschwindigkeit von
etwa 20 Tropfen/min aufgetropft (Abb.). Die ersten 2ml des Filtrates wurden aufgefangen. Im
Filtrat wurde nach dem Verdiinnen die Keimzahl mit dem Spiralplater WASP bestimmt und
mit der Ausgangskeimzahl verglichen. Die Verdinnung wurde dabei jeweils der

Ausgangskeimzahl angepasst.

[0134] Figur 4 zeigt die schematische Darstellung des Filter-Versuchsaufbaus

Ergebnis

[0135] Bei unbeschichteten Wundauflagen werden die Keime fast vollstindig
wiedergefunden. Dagegen waren bei den mit dem Wirkstoff nach Formelbild 2 oder 3
beschichteten Wundauflagen alle Keime inaktiviert, in dem aufgefangenen Filtrat lies sich

kein Keimwachstum nachweisen

Beispiel 44

[0136] Der Wirkstoff nach Formelbild 2 wurde mit einem Gemisch verschiedener Fettsduren
(Tetradecansdure, Pentadecansidure, Hexadecansiure, cis-9-Hexadecensdure, Octadecansiure,
cis-9-Octadecensiure, cis-9,12-Octadecadiensdure, erhalten durch n-Hexan-Extraktion aus
Mikroalgen Extraktor DIONEX ASE 200) versetzt. Mit dem erhaltenen Produkt wurden

Saugkompressen mit einer Konzentration von 0,01 % beschichtet.

Ergebnisse

[0137] Das Keimwachstum konnte vollstindig unterbunden werden. Mischungen natiirlicher
Fettsduren konnen gemif Anspruch 11 als Sduren bei der Umwandlung der Substanz nach
Formelbild 2 eingesetzt werden. Das erhaltene Produkt zeichnet sich durch eine starke

antimikrobielle Wirksamkeit aus.



10

15

20

25

WO 2008/092928 PCT/EP2008/051214
47

Beispiel 45 Priifung auf der Schweinehaut

Methodik

In eine W/O-Emulsionsgrundlage wurden der handelstibliche Wirkstoff nach Formelbild 1,
Amoxicillin und das Salz gemadl Anspruch 2 mit Amoxicillin als Anion, jeweils in
Konzentration 1 % eingearbeitet.

Die Untersuchungen mit diesen Formulierungen wurden an der Haut von einem
vietnamesischen Hangebauchschwein sofort nach der Schlachtung durchgefiihrt.

Die Haut wurde mit Staph. aurcus (Norddeuscher Epidemiestamm kolonisiert. Danach
wurden die Salben mit den entsprechenden Wirkstoffen auf gekennzeichnete Hautaurcale
aufgetragen. Nach 24 h wurden die entsprechenden Hautareale abgespiilt und die Keimzahl in
der Spiillosung bestimmt.

Ergebnisse

Wihrend bei beiden Einzelsubstanzen noch Keime nachweisbar waren, fiihrte das
erfindungsgemife Produkt zu einer vollstindigen Inaktivierung der Keime.

Tab. 18

Salbe Koloniebildende Einheiten
Grundlage W/O > 100 000
Grundlage W/O +Wirkstoff nach Formel 1 23

Grundlage W/O +Amoxicillin 52

Grundlage W/O +Wirkstoff nach Anspruch 2 0

Beispiel 46 Einarbeitung in ein Cellulose-Gel

Methodik

In cin alkoholfreies Cellulose-Gel wurden der handelsiibliche Wirkstoff nach Formelbild 1,
Amoxicillin und das Salz gemadl Anspruch 2 mit Amoxicillin als Anion, jeweils in
Konzentration von 0,1 und 1 % eingearbeitet.

Die Priifung erfolgte gemil Beispiel 45

Ergebnisse
Die Erfindungsgeméflen Formulierungen sind stabil.
Im Gegensatz zu den Einzelsubstanzen ldsst sich mit der erfindungsgeméflen Formulierung

eine vollstindige Inaktivierung des multiresistenten Staph. aureus —Stammes erreichen




10

15

20

WO 2008/092928 PCT/EP2008/051214
48

Tab. 19

Salbe Koloniebildende Einheiten
Wirkstoffgehalt 0,1 % 1%
Grundlage Cellulose-Gel 507 403
Grundlage +Wirkstoff nach Formel 1 77 15
Grundlage +Amoxicillin 57 64
Grundlage W/O +Wirkstoff nach Anspruch 2 24 0

Beispiel 47

Priifungen der Formulierungen nach Beispiel 46 an der Mundschleimhaut

Methodik

s.Beispiel 45, jedoch wurde Mund- und Rachenschleimhaut verwendet.

Ergebnisse

Auch auf Schleimhéuten zeigt die erfindungsgeméfe Formulierung die beste Wirksamkeit.

Tab. 20

Salbe Koloniebildende Einheiten
Wirkstoffgehalt 0,1 % 1%
Grundlage Cellulose-Gel 149 170
Grundlage +Wirkstoff nach Formel 1 23 45

Grundlage +Amoxicillin 117 28

Grundlage W/O +Wirkstoff nach Anspruch 2 2 0
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Patentanspriiche

1.  PB-Lactam-Derivate der allgemeinen Formel

O O
R5

R4
R4

o)
NH
H NH
R1 N X Oder H X
o} R1 j;(
N~ o)
R3 N
© o 7R3
0~ 0
| 0~ o
R2 |
R2

mit:
Rl= H,OH
= H, Na, CH,OH, CHCH;0COOC,Hs,

CHCH;OCOOCH(CHj3),, CH,OCOC(CHs);

R3= CHs;, Cl

R4 = CONHCH,CH,0OH, CONH,, COOCHs;, COOCH,CHs, COOH, COCH3, CHO, CH3,
CH(CH2)020CH3, C(CHjs)3, CsHs, CL, Br, OCHs, O(CH)o20CHs

R5= CONHCH,CH,0H, CONH,, COOCHs, COOCH,CHs, COOH, COCH3, CHO, CH3,
CH(CH2)020CH3, C(CHjs)3, CsHs, CL, Br, OCHs, O(CH)o20CHs

X= 8§, CH..

2. Salze, deren anionische Komponente aus einem
a)  P-Lactam-Derivat nach Anspruch 1 oder
b)  handelsiiblichen B-Lactam-Derivat oder
¢) Derivat von 6-Aminopenicillansdure oder
d)  Derivat von 7-Aminocephalosporansédure

stammt und deren kationische Komponente Polyhexamethylenbiguanid ist.

3. Salze nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass es sich um Substanzen der allge-

meinen Formel
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handelt, wobei

R3 =CH;,Cl; X =S, CH;

R1

R5 =H,

H\

o

R6

R1=H, OH;
& oder H
R6 =
R4
(0]

R4 = CONHCH,CH,0H, CONH,, COOCH;, COOCH,CH3;, COOH, COCH;, CHO, CHs,
CH2(CH2)0_20CH3, C(CH3)3, C6H5, Cl, BI‘, OCH3, O(CH2)0_20CH3

4.  Salze nach Anspruch 2 oder 3, dadurch gekennzeichnet, dass n = 2-5 ist.

5. Polyhexamethylenbiguanid-Hydrogencarbonat als Zwischenprodukt bei der Herstellung
der Polyhexamethylenbiguanid-Salze gemall Anspruch 2 oder 3.

6.  Verfahren zur Herstellung von B-Lactam-Derivaten gemall Anspruch 1, gekennzeichnet
dadurch, dass B-Lactam-Antibiotika mit einer freien Aminogruppe gemall Formel 5 mit
Substraten von Polyphenoloxidasen, deren Hydroxygruppen ortho-stindig angeordnet
sind, unter dem Einfluss von
a) Enzymen der Klassifikation EC 1.10.3.2. und / oder
b) Peroxidasen der Klassifikation EC 1.11.17 und/oder
¢) Monophenolmonooxygenasen EC 114.99.1 und/oder
d) Ascorbat-Oxidasen EC 1.10.3.3

an der Aminogruppe substituiert werden
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Verfahren zur Herstellung von B-Lactam-Derivaten gemélB Anspruch 1, gekennzeichnet
dadurch, dass Cephalosporine mit einer freien Aminogruppe gemal Formel 5 mit Sub-
straten von Polyphenoloxidasen unter dem Einfluss von

a) Enzymen der Klassifikation EC 1.10.3.2. und / oder

b) Peroxidasen der Klassifikation EC 1.11.17 und/oder

¢) Monophenolmonooxygenasen EC 114.99.1 und/oder

d) Ascorbat-Oxidasen EC 1.10.3.3

an der Aminogruppe substituiert werden

Verfahren zur Herstellung von Salzen nach Anspruch 2, gekennzeichnet durch folgende

Schritte:

¢ Umsetzung eines l6slichen Salzes von Polyhexamethylenbiguanid mit einem Alkali-
oder Ammoniumhydrogencarbonat, wobei Polyhexamethylenbiguanid-
Hydrogencarbonat ausfallt

e Umsectzung des Polyhexamethylenbiguanid-Hydrogencarbonat mit einem -Lactam-

Derivat gemal Anspruch 2a) bis 2d).

Verfahren nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, die Ausfillung des Polyhexa-
methylenbiguanid-Hydrogencarbonat fraktioniert erfolgt und so Polyhexamethylenbigu-

anid-Hydrogencarbonat unterschiedlicher Molgewichtsbereiche erhalten werden.

Verfahren zur Herstellung von Polyhexamethylenbiguanid-Hydrogencarbonat als Zwi-
schenprodukt und dessen Trennung in Molgewichtsbereiche, dadurch gekennzeichnet,
dass Polyhexamethylenbiguanid-hydrochlorid in wissriger Losung mit Alkalihydrogen-
carbonat ausgefallt wird, wobei die Fillung partiell und schrittweise erfolgt und dabei

eine Fraktionierung in enge Molgewichtsbereiche des Polymeren erfolgt.

Verfahren zur Herstellung von antimikrobiell wirksamen Fettsdure-Derivaten, gekenn-
zeichnet durch Umsetzung von Polyhexamethylenbiguanid-Hydrogencarbonat mit Fett-

sauren.

Verfahren nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, dass als Fettsduren
a) Tetradecansdure und / oder
b) Pentadecansdure und / oder
¢) Hexadecansiure und / oder

d) cis-9-Hexadecensédure und / oder



10

15

20

25

30

35

WO 2008/092928 PCT/EP2008/051214

52
¢) Octadecansdure und / oder
f) cis-9-Octadecensdure und / oder

g) cis-9,12-Octadecadiensédure

eingesetzt werden.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

Verfahren nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, dass die Fettsduren durch n-

Hexan-Extraktion aus Mikroalgen gewonnen werden.

Mikro- und Nanopartikel, die aus mindestens einem der B-Lactam-Derivate geméB An-
spruch 1 oder mindestens einem Salz geméil einem der Anspriiche 2 bis 5 hergestellt

wurden.

Saugfihige Wundauflagen, die mindestens ein Salz gemal einem der Anspriiche 2 bis 5

enthalten.

Pharmazeutische Zusammensetzung, die als wirksame Komponente ein oder mehrere [3-
Lactam-Derivate gemif3 Anspruch 1 und/oder ein oder mehrere Salze gemal einem der
Anspriiche 2 bis 5 enthilt.

Pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet, dass

sie zusitzlich pharmazeutisch vertrigliche Hilfs- und/oder Tragerstoffe enthilt.

Pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 16oder 17 in Form eines Gels, einer
Salbe, einer Creme, einer Tinktur, eines Fluids, einer Tablette, eines Pulvers, einer Kap-

sel oder einer Wundspiillosung.

Verwendung der pharmazeutischen Zusammensetzungen nach den Anspriichen 16 bis

18 zur Prophylaxe und Therapie der Mastitis.

Arzneimittel, die einen oder mehrere der Wirkstoffe gemil einem der Anspriiche 1 bis 5

umfassen.

Verwendung der Arzneimittel gemdBl Anspruch 20 zur Prophylaxe und/oder zur lokalen
und/oder systemischen Behandlung von Infektionen in der Human- und Veterindrmedi-

zin.
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Figur 3
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Figur 4
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