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Derivaty 3-(heteroarylacéiamido)—2—oxo-azetidin-1-sulf6nov§'ch kyselin ako antibakterialne

pripravky

Oblast’ techniky

Vynalez sa tyka novych Syn izomérov racematov a optickych izomérov 3-
(heteroarylacetamido)-2-oxo-azetidin-1-sulfonovych kyselin a ich pouzivanie na lie¢bu infekcii

vyvolanych gram-negativnymi patogénnymi baktériami.

Doterajsi stav techniky

Baktérie su velmi prispdsobivé mikroorganizmy, ktoré maji schopnost’ adaptovat’ sa a
prezit pri nepriaznivych podmienkach. Lekéari v nemocniciach a na klinikach po celom svete
“prehravaji boj snaporom novych bakterialnych infekcii rezistentnych voli liekom, ktoré
zahffiaju tiez infekcie spOosobené kmefimi: Stafylokokus, Streptokokus, Enterokokus a
Pseudomonas. '

Bakterialna rezistencia voci suéasnym antibiotikam prudko vzrasta v dosledku zmeny
ciela, zmeny priepustnosti alebo kvoli vytekaniu aktivnej zlozky a tiez deaktivaciou antibiotik
este pred dosiahnutim miesta posobenia.

B-Laktamové antibiotika (peniciliny, cefalosporiny, monobaktamy a karbapenémy) patria
medzi najpouzivanejSiu skupinu antibiotik na liecbu celého radu infekénych chorGb pre svoju
preukéazanu klinicku G¢innost a ich vyborny bezpecny profil. Bakterialna rezistencia tykajuca sa
gram-pozitivnych patogénov voli B-laktamovym antibiotikam je hlavne dosledkom zmien
proteinov, ktoré viazu penicilin (PBP), odtokom aktivnej zlozky a deaktivaciou aktivnej zlozky.
Zatial' o bakterialna rezistencia vzhadom ku gram-negativnym patogénom voci B-laktamovym
antibiotikam je spOsobena tiez zmenami v modely priepustnosti vonkajSej membrany, okrem
tych dévodov, ktoré sa uvddzaji pre gram-pozitivne patogény.

V poslednych rokoch sa ohlasil cely rad B-laktamovych zlucenin (cefem a monobaktam),
ktoré obsahuju chelatujice katecholové a dihydroxypyridonové skupiny obsahujice Zzelezo,
s cielom prekonat’ zmeny v priepustnosti vonkajsej membrany (29 ICAAC, Houston Texas, 18.
september 1989, abstrakt & 355, 356; 30' ICAAC, Atlanta, Georgia, October 22, 1990, abstrakt
¢..458; Antimicrobial Agents and chemoterapy 1991, 35, 104-110). Siiny ucinok tychto zlu€enin
je 'spc‘)sob_en)'/ ich schopnostou vyuzit TonB-zavislych transportnych systémov Zeleza na prenos
cez vonkajsiu bakterialnu membranu (Antimicrobial Agents and chemoterapy 1995, 39, 613-

619).



2.

Monobaktamy su triedou antibakterialnych latok a pouZivaju sa na lie¢bu infekcii
sposobenych gram-negativnymi mikroorganizmami. V sucasnosti sa v klinickej praxi pouzivaju
Aztreonam a Carumonam. Vyvija sa chinoxalin priamo pripojeny k oximovému bo¢nému
refazcu jadra monobaktamu (Curr. Opin. Anti-infect. Drugs 1999, 1(1), 96-100; Antimicrobial
Agents and Chemoterapy 1997, 41, 1010-1016). Dalej sa uvadza dihydroxypyridin pripojeny
prostrednictvom metylénového spojnika k oximovému boénému ret'azcu v opacnej orientacii ako
inhibitor B-laktamazy (USP-5888998 (1999)).

Vynalez opisuje triedu zlicenin, pri ktorych sa dihydroxypyridonova skupina navazuje
priamo alebo prostrednictvom vhodného spojnika na oximovy boén§ refazec v jadre
monobaktamu a opisuje jeho pouZivanie pri lietbe gram-negativnych infekeii, s vyhodou infekcii
sposobenych kmefiom Pseudomonas. Pseudomonas aeruginasa je stale vel'mi ¢astym prihodnym
‘patogénom, ktory je schopny vyvolat’ cely rad infekcii u pacientov s oslabenym imunitnym

systémom. Tieto infekcie su Casto zavazné a tazko sa lieia.

Podstata vynalezu

Ulohou vynalezu je poskytnut noveé Syn izoméry racematov a optickych izomérov
3-(heteroarylacetamido)-2-oxo-azetidin-1-sulfonovych kyselin so v3eobecnym vzorcom I
majucich antibakteriadlny u€inok proti gram-negativnym patogénnym baktériam, zvlast kmefiov

Pseudomonas.
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Dalsou tlohou vynélezu je poskytnit farmaceuticku kompoziciu obsahujiicu zlageninu so
v§eobecnym vzorcom [ s farmaceuticky prijatel'nym nosi¢om alebo riedidlom.
- DalSou ulohou vynalezu je poskytnut sposob liecby bakterialnych infekcii spdsobenych
gram-negativnymi baktériami zahrfiajucimi kmen Psendomonas. |
V zhode s predkladanym vynalezom su tu poskytnuté Syn izoméry racematov a optickych
izomérov  3-(heteroarylacetzmido)-2-oxo-azetidin-l-sulfonovych  kyselin  so vieobecnym

vzorcom I
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M je vodik alebo farmaceuticky prijatel'na sol’ tvoriaca kation;

X je CH, N alebo C-halogeén;

R je C, - C; alkyl, ktory je nesubstituovany alebo substituovany aspon jednym (a) atomom
halogénu (b) ORs, kde Rs je vodik, CONHj; alebo 2,5-dihydroxy-4-oxo-1,4-dihydropyridin-2-yl-
karbonyl a kde C, alkyl neméze byt substituovany obidvoma, ako atomom halogénu, tak ORs.

R, a R; st nezavisle OH, COOH, CONH,, volitel'ne substituované fenylom alebo C;-C;
alkylom; alebo

R a R; spolo€ne st -O-CH=CH-CHj;-, -0-CH,-CH;-O-, -CH,-CH;-CH;-, CH,-CH,-CH,-
CH,-, -CH=CH-CH=CH- alebo -CH=C(OH)-C(OH)=CH-, ktoré spolu s uhlikovym atémom, ku
ktorému st viazu, tvoria pét’ alebo Sest’ ¢lenny cyklicky kruh.

R3a Ry su nezavisle vodik, volitel'ne substituované C,-C; alkylom, pripadne substituované
fenylom alebo C3-C¢ cykloalkylom;

Ria R4 st zaroveni C3-Cs cykloalkyl.

Termin ,,C,-C; alkyl“, ktory sa tu pouziva, znamena linearny alebo rozvetveny retazec
alkylu, ktory ma 1-3 uhlikové atomy vybrané zo skupiny metyl, etyl, propyl alebo izopropyl.

Termin ,,C;3-Cs cykloalkyl®, ktory sa tu pouziva, znamena nasytenu alicyklicku Cast’ s 3 az
6 uhlil.('bvymiatémmi vybranymi z cyklopropylu, cyklobutylu, cyklopentylu a cyklohexylu.

Termin ,,atomy halogénov*, ktory sa tu pouziva, znamens fluor, chlor alebo brom.

Termin ,,substituovany®, ktory sa tu aplikuje na skupinu, znamena substituciu s 1, 2 alebo
3 subs_tituentmi vybranymi z OH, NH,, dietylaminu, atomu halogénu, OCH;, COOH, CONH,,
N.Oz-'a'le.bo CN.

Termin ,,racemat”, ktory sa tu pouziva, <iiamena zmes diastereoizomérov majucich nulovu

opticku rotaciu molekuly vSeobecného vzorca l.
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Termin- ,,optické izOméry“, ktory sa tu pouziva, znamena (isté samostatné R alebo
S diastereoizoméry na asymetrickych uhlikovych atomoch, ktoré sa nachadzaju v molekule
vieobecného vzorca I.

Termin ,farmaceuticky prijatelna sol' tvoriaca kation“, ktory sa tu pouziva, znamena
alkalické kovy (napr. sodik, draslik), kovy alkalickych zemin (napr. vapnik, hor¢ik), organicke
bazy (napr. trietylamino; etanolamino, n-metylmorfolin) alebo bazickeé aminokyseliny (napr.
lyzin, arginin, ‘omitin alebo histidin). Navy3e, pokial’ je M vo veobecnom vzorci [, vodik méze
vytvarat' obojaké ionty (skryti alebo vnutornu sol’) tak, Ze interaguje s bazickym atomom dusika,
ktory je pritomny v molekule v§eobecného vzorca .

V zhode svyhodnym uskutoénenim vyndlezu su tu poskytované nové Syn izoméry
racematov a optickych izomérov zlaéeniny 3-(heteroarylacetamido)-2-oxo-azetidin-1-sulfonovej

kyseliny a vieobecného vzorca I
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kde
M je vodik alebo farmaceuticky prijatel'na sol’ tvoriaca kation;
Xje CH,;
R je CH;, CH,F alebo CH,OCONH,,
R] je OH;
Rz je vodik;

R; a Rj su spolo¢ne -CH=C(OH)-C(OH)=CH-, ktoré tvoria Sest ¢lenny cyklicky kruh.
Ria R4 st nezavisle vodik,
R3a Ry su zaroven cyklopropyl,
* Termin Lracemat”, ktory sa tu pouziva, znamena zmes diastereoizomérov, ktoré vykazuju
nulovii opuck rotaciu molekuly vieobecného vzorca I.
Termin “optické izoméry* tu znamena Cisté samostatné R a S diastereoizoméry na

asymetrickych uhlikovych atomoch pritomnych v molekule vieobecného vzorea L.



Termin  farmaceuticky prijatelna sof tvoriaca kation“ tu znamena alkalické kovy (napr.
sodik, draslik). Navyse, pokial' je M v obecnom vzorci I, vodik mdze potom vytvarat' obojake
ionty (skryti alebo vnitorni sof) tak, Ze interaguje s bazickym atomom dusika pritomnym
v molekule vSeobecného vzorca L

Zlu&eniny podla vynalezu sa mdzu pouzit' na lieCbu bakterialnych infekcii spdsobenych
gram-negativnymi baktériami zahffiajucimi kmene, ale neobmedzuju sa na nich: Pseudonionas
E. eloaecae, C. freundii, M. Morganii, K. paeumoniiae, a E. Coli, samostatne alebo v kombinacii
s dalsimi liekmi u cicavcov, o zahfiia aj &loveka. ZliCeniny sa mozu podavat vo
farmaceutickych davkovych formach na parenteralne podavanie, ako su injekcia, Cipky, aerosoly
a podobne, a na oralne pripravky, ako su tablety, potiahnuté tablety, prasky, granule, kapsuly,
tekutiny a podobne. Uvedené pripravky sii vytvorené v obore dobre znamym spdsobom.

Na zostavenie tuhjch pripravkov na oralne podanie sa priddva k zliCenine podla
vynalezu excipient (mastovy zaklad) a pokial je potreba, tiez vizbova latka, dezintegrator,
lubrikant, farbiaci pripravok, opravujiica latka, ochucovadlo, atd’,, a potom sa beznym postupom
vyrobia tablety, potiahnuté tablety, granule, prasky, tobolky alebo podobné pripravky.

Na formulaciu injekcii sa k aktivnej zlozke podla vynalezu prida pripravok upravujuci
pH, pufor, stabilizator, izotonicky pripravok, lokalne anestetikum alebo podobné latky, injekcie
pre podkozné, intramuskulame alebo vnutroZilove podania sa mézu potom pripravit beznym
postupom.

Na formulaciu &ipkov sa k aktivnej zloikevvynélezu prida zéklad, pokial' sa pozaduje, tiez
povrchovo aktivne latky, a Cipky sa vyrobia beznym postupom.

Excipientmi vhodnymi pre tuhé pripravky na oralne podavanie si take, ktore sa
vieobecne v obore pouzivaji. Uzitognymi prikladmi excipientov su laktoza, sacharoza, chiorid
sodny, skroby, uhligitan vapenaty, kaolin, krystalicka celuloza, metylceluloza, glycerin, alginat
sodny, arabska guma a podobne, vizbové latky, ako su: polyvinylalkohol, polyvinyléter,
polyvinylpyrolidon, etylceluloza, arabska guma, Selak, sacharoza, voda, etanol, propanol,
karboxymetylceluloza, fosforetnan draselny a podobne, lubrikanty, ako su stearan horecnaty,
mastenec a pod., a dalej zahffiaju aditiva, ako su bezne zname ofarbujuce pripravky,
dezintegratory a podobne. Priklady baz vhodnych na zostavenie ¢ipkov su olejnaté baze ako
kakaové maslo, polyetylénglykol, lanolin, triglyceridy mastnych kyselin, witepsol (ochranna
zna.mka, Dynamit Nobel Co. Ltd.) a podobne. Tekuté pripravky mdzu byt vo forme vodnych
alebo olejovych suspenzii, roztokov, sirupov, elixirov a dalSich, ktoré sa mozu

pripravit’ pouzivanim bezne dostupnych prisad.
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Mnozstvo zliceniny vieobecného vzorca I podla vynalezu, ktora je obsiahnuta vo
farmaceutickej kompozicii podla vynalezu, sa li§i podla davkovej formy, rozpustnosti a
chemickych vlastnosti zliCeniny, cesty podania, rozpisu podavania a podobne. S vyhodou sa
v pripade oralneho podavania pohybuje mnozstvo od 1 do 25 hmot. % a v pripade injekéného
podania je to v rozmedzi 0,1 az 5 hmot. %, ¢o je parenteralny pripravok.

Davka zluCeniny vSeobecného vzorca I podla vynalezu sa primerane uréi v zavislosti na
zvazeni individuél}lych symptomov, veku a pohlavia subjektu. V pripade oralneho podavania sa
davka vacSinou pohybuje v rozmedzi od 50 do 1500 mg na defi, u dospelého je rozdelena do 2 az
4 dennych davok. Davka v pripade injekéného podania, napr. pri vnutrozilovej aplikacii, je 2 ml
(asi 1 az 100 mg), ktoré sa podavaju raz denne dospelej osobe, ked' sa moze injekcia zriedit
fyziologickym roztokom alebo roztokom glukézy injekéného roztoku, pokial je to vhodné
a podava sa pomaly pocas aspofl pat minut. Davka v pripade ¢ipkov sa od 1 do 1000 mg podava
raz alebo dvakrat denne v intervale 6 az 12 hodin, priom apiky sa zavadzaju do koneénika.

ZluCeniny vynalezu so vSeebecnym vzorcom Isa mdzu pripravit reakciou 3-amino-
azetidin-2-6n sulfonovej kyseliny vSeobecného vzorca (II) s heteroarylkarboxylovou kyselinou

vSeobecného vzorca III, po ktorej nasleduje odstranenie ochrannych skupin.
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Ur¢ité derivaty vSeobecného vzorca IV sa pripravili spojenim 3-aminoazetidin-2-0n
sulfonovej  kyseliny  (II) s heteroarylkarboxylovou  kyselinou  (III) v pritomnosti
dicyklohexylkarbodiimidu (DCC) alebo s kyslym chloridom zlu€eniny (III) v pritomnosti zasady

alebo s aktivovanym esterom zluceniny (I1I) v ramci postupov znamych v odbore.



Pripadne sa mozu zli&eniny veobecného vzorca I pripravit nasledovne:
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Priprava zlugeniny vieobecného vzorca I (R=CHj;) sa robila podla nasledujuce;

syntetickej schémy 2 tak, ako sa opisané v J. Org. Chem. 1982, 47, 5160-5167.

Schéma 2
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R = trans CHa, odvodeny z treoninu

R = cis CH3, odvodeny z alo-treoninu
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Priprava zlu¢eniny II (R=CH,F, CH,OCONH,) sa robila podl'a nasledujicej syntetickej
schémy 3 z beZného medziproduktu zlu€eniny V tak, ako je opisané v J. Antibiotics 1983, 36,
1201-1204 a J. Antibiotics 1985, 38, 346-357.

Schéma 3
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Bezny medziprodukt zluceniny vzorca V sa pripravil podl'a nasledujucej syntetickej cesty
opisanej v schéme 4. Diastereoizoméry zlugeniny vzorca VI su oddelené pomocou metdd
obtiékéﬁo rozliSenia 0. Antibiotics 1985, 38, 346).
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Schéma 4
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e zastupuje cis izoméry na uhliku 3 a 4
Priprava zlicenin vieobecného vzorca I sa uskutotnila reakciou 2-heteroaryl-2-oxo octovej
kyseliny (VII) s O-heteroaryl hydroxylaminom (VIII) pri izbovej teplote a poskytuje vylucne
syn-izomér. Priprava zlugeniny vieobecného vzorca VIII sa urobila podl'a opisu v schéme 5 a

zatinala od heteroarylmetanolu (J. Antibiotics 1990, 43, 189-198).
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Schéma 5
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DEAD=Dietylazodikarboxylat

V predchadzajucich opisoch (schémy 1-5) reaguji reaktanty spolu s vhodnym
rozpudtadiom pri zvySenych alebo nizkych teplotach po dostatotne dlhu dobu, aby reakcia
kompletne prebehla. Reakéné podmienky budi zavisiet na vlastnostiach a reaktivite reagujicich
latok. Pokial' sa vreakcii pouziva zasada, je vybrand zlatok: trietylamino, tributylamino,
trioktylamino, pyridin,  4-dimetylaminopyridin, diizopropyletylamino, 1,5-diazabi-
cyklo[4,3,0]non-5-én, 1,8-diazabicyklo[5,4,0Jundek-7-én, uhli¢itan sodny, hydrogénuhligitan
sodny, uhli¢itan vapenaty, hydrogénuhli¢itan vapenaty alebo uhliCitan cézny.

Odstranenie ochrannej skupiny sa robi bud” hydrogenaciou, alebo hydrolyzou s vhodnymi
kyselinﬁmi, ako je napriklad kyselina chlorovodikova, trifludroctova kyselina alebo kyselina
octova v rozpustadle, ako je metanol, etanol, propanol alebb etylacetat. Hydrogena¢na reakcia sa
obvykle robi pri pritomnosti kovového katalyzatora, ako je Pd, Pt alebo Rh, pri normalnom az
vysokom tlaku.

“ Vyt;er rozpustadiel pre reakciu sa urobi na zaklade pouzivanych reagujucich latok zo
skupiny,rozp1'1§t’adiel: benzén, toluén, acetonitril, tetrahydrofuran, etanol, metanol, chloroform,
etylacetat, metylénchlorid, dimetylformamid, dimetylsulfoxid, hexametyltriamid fosfore¢ny a

podobnych. Mozu sa tiez pouzit’ zmesi rozpustadiel.
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Reakéna teplota sa bude vieobecne pohybovaf v rozmedzi -70 °C az 150 °C. Vyhodny
molarny pomer reaktantov je 1:1 az 1:5. Reakéna doba sa pohybuje od 0,5 do 72 hodin

v zavislosti na reaktantoch.

Priklady uskutonenia vynilezu

Vynalez je d'alej ilustrovany prostrednictvom nasledujucich nelimitujucich prikladov.

Priklad 1
(3S)-trans-3-[(2-amino)tiazol-4-yl-(Z)-2-{(1,5-dihydroxy-4-pyridon-2-yl
metoxy)imino }acetamido]-4-metyl-2-oxoazetidin- 1-sulfonova kyselina, sodna sol’

Krok 1: 1,5-Dibenzhydryloxy-2-(N-ftalimido)oxymetyl-4-pyridon

o
Q)
0 0 oG,

K roztoku 20 g 1,5-dibenzhydryloxy-2-hydroxymetyl-4-pyridonu (0,041 mol) a 6,64 g
N-hydroxyflalimidu (0,048 mol) v zmesi s 200 ml TF a 200 ml suchého DMF sa v dusikovej
atmosfére pridal trifenylfosfén a ochladil na 0 °C. K reak¢nej zmesi sa poiom po kvapkach pocas
10 minit pridaval dietylazodikarboxylat, jednu hodinu sa zmes miesala pri 0°C a potom sa
zriedila etylacetatom a vodou. Organicka vrstva sa oddelila, premyla vodou a solankou, susila
nad siranom sodnym, filtrovala a odparila vo vakuu. Ziskany surovy produkt sa Cistil kolonovou
chromatografiou na silikagéle s pouZivanim gradientu EA:Hexan (1:2 az 1:0), o poskytlo Cistu
titulnu zlaceninu.

Vyt'azok: 19,0 g, 73%

'HNMR (DMSO-de): & 4,78(s, 2H), 6,24(s, 1H), 6,29(s, 1H), 6,46(s, 1H), 7,18-7,38(m,
20H), 7,62(s, 1H), 7,85(s, 4H).

Krok 2: 2-(2-tritylamino)-tiazol-4-yl-(Z)-2-[l,5-dibenzhydryloxy-4-pyridon-2-yl

metoxy]-imino octova kyselina
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K roztoku 10 g 1,5-dibenzhydryloxy-2-(N-ftalimido)oxymetyl-4-pyridonu (15,8 mmol) v

100 ml etanole (98 %) sa pridalo 0,76 ml hydrazinu. Zmes sa zahrievala na reflux po dobu 1
hodiny a ochladila na izbovu teplotu. Takto ziskana suspenzia sa filtrovala a filtrat sa odparil az
dosucha a k nemu sa pridal tetrachlormetan. Takto vytvorena tuha latka sa odfiltrovala. Matec¢ny
roztok ~sa koncentroval a ziskany zvySok sa rozpustil v etanole (98 %) a potom sa pridal roztok
6,38 g 2-oxo0-2-[(N-tritylamino)tiazol-5-yl] octovej kyseliny v chloroforme. Reak&na zmes sa
mieSala 18 hodin pri izbovej teplote a potom sa odparila vo vakuu. Ziskany zvysok sa rozpustil
v etylacetate a zriedil hexanmi. Oddelena tuha latka sa filtrovala a sudila, ¢o poskytlo 2-(2-
tritylamino)tiazol-4-yl-(Z)-2-[1,5-dibenzhydryloxy-4-pyridon-2-yl metoxyJimino octovi
kyselinu.

Vytazok: 11,2 g 79 %

'HNMR (DMSO-dg): & 4,62(s, 2H), 6,03(s, 1H), 6,28(s, 1H), 6,40(s, 1H), 6,66(s, 1H),
7,18-7,35(m, 35H), 7,48(s, 1H), 8,64(s, 1H).

Krok 3: (3S)-trans-3-[2-(2-Tritylamino)tiazol-4-yl-(Z)-2-{(1,5-dibenzhydryloxy-4-pyridon-2-yl

metoxy)imino }acetamido-4-metyl-2-oxoazetidin-1-sulfonova kyselina

OCEHPH,
/0 g
g
\“‘C}i,
(c,a,),am—(/{ ]/kﬂj\_[
. h ° 04’_“\30:1*

Zmes 7,3 g (3S)-trans-3-amino-4-metyl-2-oxoazetidin-1-sulfonovej kyseliny 40,52 mmol,
J. Org. Chem., 47, 5160, (1982)] a 36,5 g 2-(2-tritylamino)tiazol-4-yl-(Z)-2-[1,5-
dibenzhydryloxy-4-pyridon-2-yl metoxyJimino octovej kyseliny (40,51 mmol, z kroku 2), 9,15 g
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DCC (44,34 mmol) a 5,47 g 1-hydroxybenzotriazolu (40,5 mmol) v 400 ml suchom DMF sa
miesalo po dobu 30 mindt pri teplote miestnosti a k tejto zmesi sa pridalo 3,40 g NaHCOs (40.52
mmol); Zmes sa miesala cez noc v dusikovej atmosfére pri teplote miestnosti a potom filtrovala.

| Mate€ny roztok sa odparil vo vakuu, aby sa odstranil DMF a takto ziskany zvysok savrozpustil
v etylacetate a destilovanej vode a pH sa upravilo priblizne na 3. Organicka vrstva sa susila nad
bezvodym siranom sodnym, filtrovala a odparila vo vakuu.

Takto ziskany produkt sa €istil pomocou HP-20 kolonovej chromatografie s pouzivanim
gradientu zmesi voda:acetonitril (1:0 az 1:9), ¢o dalo titulnu zla€eninu. Kolonova chromatografia
na silikagéle s pouzivanim gradientu zmesi etylacetat:metanol (1.0 az 1:9) dala titulni zlaéeninu.

Vytazok: 37,00 g, 85,9 %

'"HNMR (DMSO-de): & 1,29(d, 3H, J=6,0Hz), 3,34-3,61(m, 1H), 4,30-4,35(m, 1H), 4,70,

| 2H), 5,98(s, 1H), 6,29(s, 2H), 6,71(s, 1H), 7,25-7,35(m, 35H), 7,51(s, 1H), 8,83(s, 1H), 9,39(d,
1H, J=7,7Hz).

Krok 4: (3S)-trans-3-[(2-Amino)tiazol-4-yl-(Z)-2-{(1,5-dihydroxy-4-pyridon-2-yl

metoxy)imino }acetamido]-4-metyl-2-oxoazetidin- 1-sulfonova kyselina.

OH
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K suspenzii 5,00 g (3S)-trans-3-[-2-(2-tritylamino)tiazol-4-yl-(Z)2-{(1,5-dibenzhydryl-
oxy-4-pyridon-2-yl metoxy)imino}acetamido]-4-metyl-2-oxoazetidin-1-sulfonovej kyseliny
(4,703 mmol) v 14 ml suchom anizole sa pod dusikom pridalo pri teplote -10 °C 25 ml
trifludroctovej kyseliny a zmes sa miesala po dobu 2 hodin pri 0 °C. Rozpuitadla sa odparili pri
znizenom tlaku a zvySok sa rozmelnil so zmesou éteru-hexanu a etylacetatu (1:1:1). Takto
ziskana tuha latka sa filtrovala, premyla zmesou éter-hexan a etylacetatu (1:1:1), ¢o dalo tuhu
latku. Tato tuha latka sa dalej Cistila pomocou HP-20 kolonovej chromatografie s pouzivanim
gradientu zmesi destilovanej vody a acetonitrilu (1:0 az 1:9) a prisluiné frakcie sa lyofilizovali.
%o dalo titulni zlgeninu. ’

Vytazok: 2,7 g, 92 %; mp: 200 °C roziclad

'HNMR (DMSO-dg): 8 1,41(d, 3H, J=6,2Hz), 3,70-3,80(m, 1H), 4,46(dd, 1H, J=2,4Hz a
5,2Hz), 5,30(s, 2H), 6,85(s, 1H), 7,05(s, 1H), 7,35(br, s, 2H), 8,17(s, 1H), 9,50(d, 1H, J=7,7Hz).
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Krok =~ 5: (3S)-trans-3-[(2-Amino)tiazol-4-yl-(Z)-2-{(1,5-dihydroxy-4-pyridon-2-vyi

metoxy)imino jacetamido]-4-metyl-2-oxoazetidin-1-sulfonova kyselina, sodna sol

OH
4
. g\ H o
Hy _é’ﬁ ) Lr-
S o 4 Nso Na

Suspenzia 1,30 g (3S)-trans-3-[(Z)-(2-amino)tiazol-4-yl-2-{(1,5-dihydroxy-4-pyridon-2-yl
metoxy)imino }acetamido]-4-metyl-2-oxoazetidin-1-sulfonovej kyseliny (2,66 mmol) v 15 ml
destilol'vane.j vody sa ochladila na priblizne 5 °C az 6 °C a pri mieSani sa po Castiach pridalo
0,223g NaHCO; (s, 2,654 mmol). Takto ziskany Cisty roztok sa pocas 10 minut filtroval a
lyofilizoval, Co dalo (3S)-trans-3-[{(2-amino)tiazol-4-yl-(Z)-2-{(1,5-dihydroxy-4-pyridon-2-y!
metoxy)imino }acetamido]-4-metyl-2-oxoazetidin-1-sulfonovu kyselinu, sodnu sof’.

Vytazok: 1,32 g, 97,13 %

'HNMR (DMSO-de): 8 1,42(d, 3H, J=6,1Hz), 3,70-3,80(m, 1H), 4,48-4,53(m, 1H), 5,13(s,
2H), 6,64(s, 1H), 6,79(s, 1H), 7,24(br, s, 2H), 7,68(s, 1H), 9,52(d, 1H, J=7,0Hz).

Priklad 2
3-[2-(2-Aminotiazol-4-yl)-(Z)-2-{(1,5-dihydroxy-4-pyridon-2-yl metoxy)imino}-

acetamido]-4-karbamoyloxymetyl-2-azetidinon-1-sulfonova kyselina, sodna sol’

Krok 1: 3-[2-(2-Tritylamino)-tiazol-4-yl-(Z)-2-{(1,5-dibenzhydryloxy-4-pyridon-2-y!

metoxy)imino jacetamido]-4-karbamoyloxymetyl-2-azetidinon
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K roztoku 0,34 g 2-(2-tﬁtylamino)—tiazol-4-yl-(Z)-2-[(1,5-dibenzhydryloxy~4-pyrid6n-2-yl
metoxy)imino octovej kyseliny (0,377 mmol) v 20 ml suchom DMF sa pridalo 0,078 g DCC
(0,377 mmot) a 0,050 g 1-hydroxybenzotriazolu (0,0377 mmol). Zmes sa miesala pod dusikom
po dobu 30 minut pri izbovej teplote a k tejto zmesi sa pridalo 0,032 g NaHCO; (0,377 mmol) a
0,06 g 3-amino-4-karbamoyloxymetyl-2-azetidinonu (0,377 mmol) v 5 ml DMF. Reakéna zmes
sa mieSala pri izbovej-teplote po dobu 18 hodin a potom sa DMF odstranil vo vakuu. Takto
ziskany produkt sa Cistil kolonovou chromatografiou na silikagéli s gradientom zmesi etylacetatu
a metanolu (10:1 az 9,5:0,5), ¢o dalo titulni zlaéeninu.

Vytazok: 0,2 g,97,13 %

'HNMR (DMSO-de): & 3,80-3,92(m, 2H), 3,97-4,05(m, 1H), 4,70(s, 2H), 5,17-5,25(m,
1H), 6,00(s, 1H), 6,31(s, 1H), 6,53(br, s, 2H), 6,74(s, 1H), 7,24-7,38(m, 35H), 7,58(s, 1H),
8,50(s; 1H), 8,80(s, 1H), 9,29(d, 1H, J=9,0Hz).

Krok 2. 3-[{2-(2-Tritylamino)tiazol-4-y1}-(Z)-2-{(1,5-dibenzhydryloxy-4-pyridon-2-yl

metoxy)imino } acetamido]-4-karbamoyloxymetyl-2-azetidinon-1-sulfonova kyselina

Kroztoku 0,25 g 3-[{(2-(2-tritylamino)tiazol-4-yl)}-(Z)-2-{(1,5-dibenzhydryloxy-4-
pyridén-2-yl metoxy)imino }acetamido]-4-karbamoyloxymetyl-2-azetidinon (0,244 mmol) v 2
ml pyridinu sa pridalo 0,153 g komplexu oxid sirovy-pyridin (0,96 mmol) a zmes sa zahrievala
po dobu 45 minut na 70 °C. Reak&na zmes sa ochladila na izbovu teplotu a pridal sa k nej
dietyléter a tuha faza sa filtrovala, premyla destilovanou vodou a éterom a susila sa, ¢o dalo cis-
3-[{(2-(2-tritylamino)tiazol-4-yl) }-(Z)-2-{(1,5-dibenzhydryloxy-4-pyridon-2-yl
metoxy)imino }acetamido]-4-karbamoyloxymetyl-2-azetidinon-1-sulfonovia kyselinu.

" Vytazok: 0,23 g, 85 %

Krok 3: 3-[2-(2-Tritylamino)-tiazol-4-yl-(Z)-2-{(1,5-dibenzhydryloxy-4-pyridon-2-yl

metoxy)imino }acetamido]-4-karbamoyloxymetyl-2-azetidinon- 1-sulfénova kyselina, sodna sol
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K suspenzii 0,390 g 3-[2-(2-tritylamino)-tiazol-4-yl~(Z)-2-{(1,5-dibenzhydryloxy-4-
pyridon-2-yl metoxy)imino}acetamido]-4-karbamoyloxymetyl-2-azetidinon-1-sulfonovej
kyseliny (0,353 mmol) v 10 ml destilovanej vody pridalo 0,050 g NaHCQs (s, 0,595 mmol) a
mie3alo pri izbovej teplote po dobu 30 minut a &isty roztok sa lyofilizoval. Ziskana tuha latka sa
&istila.HP-20 kolonovou chromatografiou s pouZivanim gradientu zmesi dd. vody a acetonitrilu
(1:0 az 3:7), prislusné frakcie sa lyofilizovali, ¢o dalo 3-[2-(2-tritylamino)-tiazol-4-yl-(Z)-2-
{(1,5-dibenzhydryloxy-4-pyridon-2-yl metoxy)imino}acetamido]-4-karba-moyloxymetyl-2-
azetidindn-1-sulféonova kyselinu, sodni sof.

Vytazok: 0,21 g, 52 %

Krok 4: 3-[2-(2-Aminotiazol-4-yl)-(Z)-2-{(1,5-dihydroxy-4-pyridon-2-yl metoxy)imino}

acetamido]-4-karbamoyloxymetyl-2-azetidinon-1-sulfonova kyselina

OH

N
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Suspenzia 0,8 g 3-[2-(2-tritylamino)tiazol-4-yl-(Z)-2-{(1,5-dibenzhydryloxy-4-pyridon-2-
yl metoxy)imino}acetamido]-4-karbamoyloxymetyl-2-azetidinon-1-sulfonovej kyseliny, sodnej
soh (-0,8..74 mmol) v 5 ml anizole pod dusikom sa ochladila na priblizne 0 °C a potom sa pridalo
25 ml trifludroctovej kyseliny a zmes sa mieSala po dobu 2 hodin pri teplote nizsej nez 10 °C a
potom sa pridal éter. Oddelena tuha latka sa filtrovala, premyla acetonom a rozpustila v zmesi

acetonitril/dd. H,O a susila mrazom, ¢o dalo titulna zluéeninu.
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Vytazok: 0,34 g, 89 %; mp: 190 °C rozklad.
'HNMR (DMSO-dg): & 3,90-4,30(m, 3H), 5,22-5,40(m, SH), 6,50(br, s, 2H), 6,82(s, 1H),
6,95(s, 1H), 7,33(br, s, 2H), 8,00(s, 1H), 9,45(d, 1H, J=7,5Hz).

Krok 5:  3-[2-(2-aminotiazol-4-yl)-(Z)-2-{(1,5-dihydroxy-4-pyridon-2-yl metoxy)imino}-

acetamido]-4-karbamoyloxymetyl-2-azetidinon- 1-sulfonova kyselina, sodna sol

OH
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.K suspenzii 40 mg 3-[2-(2-aminotiazol-4-yl)-(Z)-2-{(1,5-dihydroxy-4-pyridon-2-yl
metoxy)imino }acetamido]-4-karbamoyloxymetyl-2-azetidinon-1-sulfonovej  kyseliny (0,073
mmol) v destilovanej vode sa pridalo 6 mg NaHCO; (s, 0,073 mmol). Po mieSani po dobu 5
minut sa zmes susila mrazom, ¢o dalo titulna zluceninu ako tuhu latku.

Vytazok: 30 mg, 71 %

"HNMR (DMSO-dg): § 4,03-4,15(m, 2H), 4,20-4,33(m, 1H), 5,12(s, 2H), 5,26-5,37(m, 1H)
6,54(br, s, 2H), 6,70(s, 1H), 6,77(s, 1H), 7,24(br, s, 2H), 7,72(s, 1H), 9,38 (d, 1H, J=7,5Hz).

Priklad 3
3-[2-(2-aminotiazol-4-y1)-(Z)-2-{(1,5-dihydroxy-4-pyridon-2-yl metoxy)imino}-

acetamido]-4-fludormetyl-2-azetidindn-1-sulfonova kyselina, sodna sol

Krok 1: 3-[2-(2-Tritylamino)-tiazol-4-yl-(Z)-2-{(1,5-dibenzhydryloxy-4-pyridon-2-y!

metoxy)imino }acetamido]-4-fludrmetyl-2-azetidinon-1-sulfonova kyselina.
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K roztoku 0,5 g 3-(N-benzyloxykarbonyl)amino-4-fluormetyl-2-azetidinon-1-sulfonove)
kyseliny, tetrabutyl amonnej soli (0,89 mmol) v 20 ml DMF sa pridalo 0,3 g Pd-C a suspenzia sa
hydrogenovala po dobu 5 hodin pri tlaku 0,345 MPa (50 psi). Suspenzia sa filtrovala cez celit a
k filtratu sa pridalo 0,18 g DCC (0,89 mmol), 0,12 g 1-HBT (0,89 mmol) a potom sa pridalo 0,4
g - 2-{(2-tritylamino)-tiazol-4-yl}-(Z)-2-[1,5-dibenzhydryloxy-4-pyridon-2-yl  metoxyJimino
octovej kyseliny (0,89 mmol). Reakéna zmes sa mieSala po dobu 18 hodin pri izbovej teplote a
odparila vo vakuu. Zvy$ok sa rozpustil v acetone, pridalo sa 0,6 g nonafludrboratu draselného
v acetone a zmes sa mieSala d'alSich 18 hodin. Rozpustadla sa odparili a ku zvysku sa pridala
zmes etylacetat-éter-hexan (1:1:1). Oddelena tuhd latka sa filtrovala a Cistila kolonovou
chromatografiou na silakagéle s pouzivanim gradientu zmesi etylacetdtu a metanolu (10:1 az
9:1), ¢o dalo titulnd zluceninu.

Vytazok: 0,22 g, 42,8 %

'HNMR (DMSO-dg): § 4,00-4,20(m, 2H), 21,40-4,50(m, 1H), 4,67(s, 2H), 5,16-5,24(m.
1H), 6,00(s, 1H), 6,32(s, 1H), 6,37(s, 1H), 6,67(s, 1H), 7,27-7,43(m, 35H), 7,63(s, 1H), 8,85(s.
1H), 9,46(d, 1H, J=9,0Hz).

Krok 2: 3-[2-(2-Aminotiazol-4-yl)-(Z)-2-{(1,5-dihydroxy-4-pyridon-2-yl metoxy)imino}-

acetamido]-4-fludrmetyl-2-azetidinon-1-sulfonova kyselina, sodna sol

OH

SOH
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Kroztoku 0,5 g 3-[2-(2-tritylamino)tiazol-4-yl-(Z)-2-{(1,5-dibenzhydryloxy-4-pyridon-
2-yl metoxy)imino}acetamido]-4-fluormetyl-2-azetidinon-1-sulfénovej kyseliny (0,46 mmol) v
2 ml anizole pod dusikom pri —10 °C sa pridalo 20 ml trifludroctovej kyseliny a miesalo po dobu
2 hodin pri 5 °C az 10 °C. Reak&na zmes sa potom odparila vo vakuu a zvySok sa rozmelnil so
zmesou éter: etylacetdt a hexanmi (1:1:1). Oddelend tuha latka sa filtrovala, rozpustila
v acetonitrile, zmiesala s vodou a susila pri mraze. Takto ziskany surovy produkt sa dalej istil
HP-20 kolonovou chrématograﬁou s pouzivanim gradientu zmesi dd.H,O a acetonitrilu (1:0 az
9,4:0,6), ¢ dalo 3-[2-(2-aminotiazol-4-yl)-(Z)-2-{(1,5-dihydroxy-4-pyridon-2-yl metoxy)-
imino }-acetamido]-4-fludrmetyl-2-azetidinon-1-sulfonovu kyselinu.

Vytazok: 80 mg, 34 %, teplota topenia: 200 °C rozklad.

'THNMR (DMSO-dg): § 3,83-4,35(m, 2H), 4,47-4,63(m, 1H), 4,68-4,85(m, 1H), 5,28(s,
2H), 6,29(s, 1H), 7,03(s, 1H), 7,30(br, s, 3H), 8,12(s, 1H), 9,45(d, 1H, J=8,1Hz).

Krok 3: 3-[2-(2-Aminotiazol-4-yl)-(Z)-2-{(1,5-dihydroxy-4-pyridon-2-yl

metoxy)imino }-acetamido]-4-fludrmetyl-2-azetidinon-1-sulfonova kyselina, sodna sol".
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Kroztoku 80 mg  3-[2-(2-aminotiazol-4-yl)-(Z)-2-{(1,5-dihydroxy-4-pyridon-2-yl
metoxy)imino}-acetamido]-4-fludrmetyl-2-azetidinon-1-sulfonovej  kyseliny (0,158 mmol)
v destilovanej vode sa pridalo 13 mg NaHCO;s (s, 0,155mmol). Zmes sa miesala po dobu 5 minut
a sudila mrazom, &o dalo 3-[2-(2-aminotiazol-4-yl)-(Z)-2-{(1,5-dihydroxy-4-pyridon-2-yl
metoxy)imino }-acetamido]-4-fludrmetyl-2-azetidinon-1-sulfonova kyselinu, sodnu sof.

Vytazok: 75 mg, 89 %

. .'HNMR (DMSO-de): & 3,83-4,30(m, 2H), 4,47-4,64(m, 1H), 4,73-4,84(m, 1H), 5,13(s,
2H), 5,30(s, 1H), 6,55(s, 1H), 6,74(s, 1H), 7,27(br, s, 2H), 7,57(s, 1H), 9,57(br, s, 1H).
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Testovanie antibakterialnej aktivity
ZluGeniny vynalezu sa testovali na minimaine) inhibujucej koncentracii (MIC) proti
baktériam uvedenym v Tabulke 1, podla §andardnych metod riedenia tak, ako je opisané

v dokumente NCCLS. Minimalna inhibi¢na koncentracia je vyjadrena v pg/ml.

Tabul’ka 1: Antibakterialna aktivita zld¢enin v§eobecného vzorca I

Organizmus Testované zhi¢eniny (MIC v pg/ml)

1 2 3 Aztreonam | Carumonam
E. coli 0,06 0,06 0,06 0,06 0,06
TEM-2 |
K. pneumoniae 0,13 0,06 0,06 0,06 0,06
K-1150 '
M. Morganii 0,06 0,13 0,06 0,06 0,06
K 1250
C. freundii 0,13 0,50 0,50 0,13 0,06
K 500
E. cloaacae 0,06 0,25 2,0 g,13 0,06
S 480-2 |
P. aeruginoza 0,06 0,06 0,06 32 8.0
CL 1267
P. aeruginoza 0,13 0,13 0,13 32 8
S 1598
P. aeruginoza 4,0 128 32 64 32
PD 2721
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PATENTOVE NAROKY

1. ZluCenina vybrand zo skupiny obsahujicej Syn izomér racematu a opticky izomér 3-

(heteroaryl acetamido)-2-oxo-axetidin-1-sulfonovej kyseliny a vSeobecného vzorca I

R,

L OH @,

kde

M je vodik alebo farmaceuticky prijatel'na sol tvoriaca kation;

X je CH, N alebo C-halogén;

R je Cy-C; alkyl, ktory je nesubstituovany alebo substituovany aspofi jednym (a)

atomom halogénu (b) ORs, kde Rs je vodik, CONH; alebo 2,5-dihydroxy-4-oxo-1,4-

dihydropyridin-2-yl-karbonyl a kde C, nemdZe byt substituovany obidvoma, ako

atémom halogénu, tak ORs,

R, a R, su nezavisle OH, C_OOH, CONH,, NH, dimetylamino, OCHj, NOz, CN,

volitel'ne substituované fenylom alebo C;-C; alkylom; alebo

R; a R; su spolotne -O-CH=CH-CH,-, -0-CH;-CH;-0-, CH,-CH,-CH;-, CH,-CH;-
-.CH;-CH;-, -CH=CH-CH=CH- alebo -CH=C(OH)-C(OH)=CH-, ktoré spolu

s uhlikovy'rmi atommi, ku ktorym su viazu, tvoria pat’ alebo Sest Clenny cyklicky kruh;

R; a R4 su nezdvisie vodik, volitelne su substituované C,;-C; alkylom, pripadne

substituované fenylom alebo C;-Cg cykloalkylom:;

.-~ Rya Ry st zaroven C3-Cg cykloalkyl.

2. Zlucenina vSeobecného vzorca I pod];é naroku 1, vyznaCujuca sa tym, ze aspofi jeden
zR, Ry, Ry, R;, a2 Ry je vybrany zo skupiny pozostavajlicej z metylu, etylu, propylu a

izopropylu.
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3. Zlagenina vSeobecného vzorca 1 podl'a naroku 1, vyznaCujica sa tym, ze Rs a R4 su
nezavisle nasytené alicyklické Casti majice 3 az 6 uhlikovych atomov vybrané zo

skupiny pozostavajucej z cyklopropylu, cyklobutylu, cyklopentylu a cyklohexylu.

4. Zligenina vieobecného vzorca I podla naroku 1, vyznadujica sa tym, Ze atom halogénu

je vybrany zo skupiny pozostavajucej z fluéru, chloru a bromu.

§. Zli¢enina vieobecného vzorca I podl'a ndroku 1, vyznadujica sa tym, Ze substituenty su
1, 2 alebo 3 substituenty vybrané z OH, NH,, dimetylamino, atomu halogénu, OCHj,
COOH, CONH,, NO; alebo CN.

6. Zlugenina vieobecného vzorca I podla naroku 1, vyznaCujuca sa tym, ze farmaceuticky
prijatelna sol tvoriaca kation je vybrand zo skupiny pozostavajucej z alkalickych
kovov, kovov alkalickych zemin, organickych baz alebo bazickych aminokyselin.

7. Spdsob pripravy obojakych iontov zli¢eniny podl'a naroku 1, vyznaCujica sa tym, ze M

je vodik vyznadujuci sa tym, Ze, zliCenina interaguje s bazickym atomom dusika, ktory

sa nachadza v molekule v§eobecného vzorca L.

8. Zlucenina vieobecného vzorca I

@,

kde
M je vodik alebo farmaceaticky prijatel'na sol tvoriaca kation;
X je CH,



10.

11.

12.

13.

14,

R je CHy, CH,F alebo CH;OCONH,,

R; je OH;

R; je vodik; alebo

R, a R; su spoloéne -CH=C(OH)-C(OH)=CH-, ktoré spolu s uhlikovymi atémmi, ku
ktorym su R, a R; naviazané, tvoria Sest’ ¢lenny cyklicky kruh; a

RiaR4 sﬁ nezavisle vodik; alebo

R; a R4 st spolocne cyklopropyl.

. Farmaceuticka kompozicia vhodnd na lieCbu bakteridlnych infekcii u cicavcov,

vyznalujica sa tym, ze obsahuje zluceninu podia naroku 1 alebo naroku 8, alebo ich

farmaceuticky prijatelnu sofl’ a farmaceuticky prijatelny nosic.

Pouzivanie zluCenin podl'a naroku 1 alebo naroku 8 na lie¢bu bakterialnych infekcii u

teplokrvnych zivogichov.

Sposob liecby bakteridlnej infekcie subjektu, ktory takuto lieCbu potrebuje, pomocou

terapeuticky ucinného mnozstva zliceniny podla naroku 1 alebo naroku 8.
Oralny pripravok obsahujici 1 az 25 hmot. % zlageniny podl'a naroku 1 alebo naroku 8.

Parenteralny pripravok obsahujici 0,1 az 5 hmot. % zli¢eniny podl'a naroku 1 alebo

naroku 8.

Spdsob podl'a naroku 11, kde terapeuticky U¢inné mnozstvo zlii¢eniny podl'a naroku 1

alebo naroku 8 obsahuje oralnu davku v rozmedzi 50 az 1500 mg/deii zhi¢eniny podla

. naroku 1 alebo naroku 8 pre dospelého v 2 aZ 4 rozdelenych davkach.

15.

16.

Spdsob podla naroku 11, kde terapeuticky u¢inné mnozstvo zliceniny podl'a naroku |

alebo naroku 8 obsahuje injekciu 1 az 100 mg zluceniny podl'a naroku 1 alebo naroku 8.

Spdsob podl'a naroku 17, kde terapeuticky G¢inné mnozstvo zlu¢eniny podla naroku 1

- alebo naroku 8 je zriedené fyziologickym solnym roztokom alebo roztokom glukdzy

pre injekciu.



17.

18.

19.

20.
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Sposob podla naroku 11, kde terapeuticky u¢inné mnozstvo zlu€eniny podla naroku I
alebo naroku 8 obsahuje Capik, ktory obsahuje 1 az 1000 mg zli&eniny podla naroku 1
alebo 8.

Sposob vyroby zluCeniny vSeobecného vzorca I, vyznalujuci sa tym, ze 3-
amino-azetidin-2-6n sulfénova kyselina vSeobecného vzorca (II) sa podrobi reakcii
s heteroaryl karboxylovou kyselinou vSeobecného vzorca (III), na Co sa odstrani

chraniaca skupina.

Zluéenina vieobecného vzorca I podl'a naroku 1, vyznaujica sa tym, Ze racematom je

zmes diastereoizomérov s nulovou optickou rotaciou molekuly.

Zlucenina vSeobecného vzorca I podla naroku 1, vyznaCujica sa tym, Ze optickym
izomérom je Cisty samostatny R a S diastereoizomeér na asymetrickom uhlikovom atéme

pritomnom v molekule.
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