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Dainippon Pharmaceutical Co. Ltd., 25, 3-chome, Doshomachi, Higashi-ku, Osaka,

Japani.
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Menetelmé bakteereja tappavan & /5, 8-dihydro-2-(Lk-asyyii~l-piperatsinyyli)-s-
okso—pyridojE,3—@7byrimidiini~6—karboksamidq/—p—hydroksibeutsyylipenisilliinin
valiistamiseksi - Forfarande fér framst8llning av ett antibskterielilt wx-/5,5-4i-

hydro-2-(k-acyl-1-piperazinyl)-5-oxopyrido/2,3-d7/pyrimidin-6-karboxamidy/-p-

hydroxibensylpenicillin

Keksinndn kohteena on menetelmd bakteereja tappavan, kaavan I mukaisen
P syl - s s L. Y ] N - i e e
X -/5,8~dihydro-2-(k-~asyyli-1-piperatsinyyli)-5-okso-pyrido /2,3 -d/pvrinidiini-6-
karboksamidq7~p—hydroksibentsyylipenisilliinin ja ser myrkyttdmin farmaseutti-

sesti hyvdksyttévén suolan valmistamiseksi
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jossa kaavassa R on formyyli- tai asetyyliryhnaé.

Myrkyttémit, farmaseuttisestl hyvéksyttavdt suolat ovat suoloja, joita
kaavan (I) mukaiset penisilliiniyhdisteet ovat muodostaneet myrkyttémien, farma-
seuttisesti hyvéksyttivien epiorgaanisten ja orgeanisten emidsten kanssa, ja niiti
ovat esimerkiksi penisilliiniyhdisteiden myrkyttomit metallisuolat, kuten alkali-
metallisuolat (esim. natrium— tai kaliumsuolat) Jja maa-alkalimetallisuolat (esim,
kalsium— tai magnesiumsuolat). Edullisia myrkyttdémi&d suoloja ovat natrium- tai
kaliumsuolat edellisten ollessa erityiéen edullisia. -

Kaavan (I) mukaiset penisilliiniyhdisteet esiintyvét kahtena tautomeerina
(ketotyyppind ja enolityyppind), joilla on seuraavat kaavat (I) ja (I'). Téssi

hakemuksessa némé tautomeerit ilmaistaan kaavan (I) mukaisella ketotyypillé.
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Koska kazvojen (F) ja (I') p-hydroksifenyyliglysiiniryhmén €£-hiiliatomi on
asymmetrinen hiili, kaavan (I) mukaisiin penisilliiniyhdisteisiin, perustuven
t8t4 hiiltd koskevaan steeriseen konfiguraalioon, kuuluvat D-isomeeri, L-iso-
meeri ja niiden isomeerien seos (D,L-seos). Kaikkia n#itd isomeereja ja seoksia

kuvataan kaavalla (I).



Kaavan (I) mukaiset penisilliiniyhdisteet voivat myds esiintyd hydraattien
muodossa, ja tdllaiset hydraatit luetaan my6s keksinndn suojapiiriin kuuluviin
penisilliiniyhdisteisiin. )

D-isomeereille on erittidin hyvd bakteereja tappava aktiivisuus Jja pieni
myrkyllisyys.

DE-hakemusjulkaisusta 2 W61 526 (esimerkit 53 ja 5U4) tunnetaan esilld ole-
vien yhdisteiden kanssa ldheistd kemiallista rakennetta olevia yhdisteitd. Niéiden

yhdisteiden perusrunkona on seuraavan kaavan mukainen penisilliini:
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US-patenttijulkaisussa & 003 887 (vastaa Fl-patenttihakemusta 1197/74)
ja vastaasvassa GB-patenttijulkaisussa 1 446 484 on kuvattu N-asyloituja amoksi-

silliinijohdannaisia, jcilla on seuraava kaava
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Jossa rengas A on beggéenirengas tai 5- tai 8-jdseninen hetercaromaattinen rengas,
joka sisalt84 yhden tai kaksi typpistomie heteroastomeina ja jossa vol olla muka-
na yksi tai uscampia alempi-alkyyii-, alempi-alkoksi—, alempi-alkyylitio—, alempi-
haloalkyyli-, alempi-alkyleenidioksi~, halogeeni-—, hydroxyyli- tai nitroryhmié
tai vapaita tai sucjattuja amino-, alempi-alkyyliamino-, di(alempi)-alkyyliaminro-
tai alempi--alkanoyyliaminoryhmii; X on happi- tai rikkiatomi ja Y on vetyatomi,
alempil alkoksikarbonyyli- tai alempi alkanoyyliryhma.

Esilld olevan keksinndén mukaiset uudet penisilliiniyhdisteet eivat kuulu
US-patenttijulkaicussa i 803 887 ja vastaavassa GB-patenttijulkaisussa esitetyn

kaavan (X) midiritelmin piiriin.
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US-patenttijulkaisussa b 003 887 on esitetty sellaisen yhdisteen C—asyyli-

johdannainen, jolla on seuraava kaava -
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joka saadaan asyloimalla sen amoksisilliinijohdammaisen (X a) (josta kiytetidin
nimitystd 2-dimetyyliaminopyridopyrimidiinijohdannainen) bentseenirungon hydrock-
syyliryhméd, jolloin amoksilliinin aminoryhmd on asyloitu pyridopyrimidiinikarbok-—
syylihapporyhmélls, joka on substituoilu 2-asemassa olevalla dimetyyliaminoryhm&l-—
14, Yhdiste (X a) on rakenteellisesti hyvin samanlainen kuin téamin keksinnén mu-—
kaiset uudet penisilliiniyhdisteet. Kuitenkin, kuten taulukoissa I-III esitetéén,
t#min keksinnén mukaisille uusille penisilliiniyhdisteille on luonteenomaista,

eﬁté niilld on palion parempi bakteerejs tappava aktiivisuus erityisesti Pseudomonas
aeruginosa-lajia vastaan ja paljon vihiisempl myrkyllisyys tasalimpdisille el8imil-
le kuin yhdisteelld (X a).

Hakijat ovat alkaisemmin havainneel, ettd yhdisteilild, joilla on kaava
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Jjossa Rl on vetyatomi, 1-4 hiiliatomia sisdltdvi alkyyliryhmé, 2-4 hiiliatomia

sisdltivi hydroksialkyyliryhmd, bentsyyli-, metoksiryhm8llid substituoitu bentsyy-
li-, fenyyli- tai propargyyliryhmi tai asyyliryhmi, joka voli olla alempi-alkano-~
yyli-, trifluoriasctyyli-, alcempi-alkoksikarbonyyli- tai fenyylisubstituoitu

alempi alkoksikarbonyyliryhmé, Jja R, on vetyatomi, 1-4 hiilistomia sis&ltava al-
kyyliryhmi, hydroksi- tai halogeeniryhmilld substituoitu 2-4% hiiliatomia siséltivi
alkyyliryhmé, vinyyli-, allyyli- tai bentsyyliryhmi, on erityisen hyvi bakteereja
tappava aktiivisuusvdram~ncgatiivisia hakteereja vastaan, kun Rl on vetyatomi Ja

R2 on etyyliryhmi (pipemiidihappo) (US-patenttijulkaisu 3 887 557). Kuten taulukois-
sa I-III esitetiddn, témd yhdiste el osoita mitddn merkittavis bakteereja tappavas
aktiivisuutta .Cram-positiivisia bakbeereja vastaan, Fun taas timén keksinndn mukal-

silla wusilla penisilliiniyhdisteilld on erinomainen bakteereja lappava aktilvisuus



/Gram—positiivisia bakteereja samoin kuin/bram—negatiivisiakin bakteereja vastaan.
Liséksi, ettd keksinndn uudet penisilliiniyhdisteet poikkeavat rakenteellisesti
ko. yhdisteests, koska pyridopyrimidiinikarboksyylfhapporyhmén 2-asema on raken-—
teellisesti substituoitu erityisesti L-formyyli- tai h-asetyyli-1l-piperatsinyyli-
ryhméll4 ja 8-asemassa oleva typpiatomi ei ole substituoitu etyyliryhmdlla.

Témén keksinndn mukaisia uusia penisilliiniyhdisteitd ja monia samanlaisia
rakenteita omaavia yhdisteitd tutkittaessa hakijat havaitsivat, ettid koska pyrido-
pyrimidiiniosan 2-asema on substituoitu l-piperatsinyyliryhmélléi, joka sisdltis
kaksi typpiatomia, kaavan (I) mukaisilla penisilliiniyhdisteilld on huomattavasti
suurempi bakteereja tappava aktiivisuus etenkin Pseudomonas aeruginosa-lajia vas-—
taan kuin penisilliiniyhdisteills, jotka on saatu substituoimalla 2-asema substi—.
tuoidulla aminoryhm#dllé, joka sisdlt&i yhden typpiatomin, esimerkiksi dimetyyli-
aminoryhmi118 tai heterosykliselld ryhm#lli, joka sisdltéd yhden typpiatomin, esi-
merkiksi 1-pyrrolidinyyliryhmdllé; ja koska piperatsinyyliryhmin h-asema on subs-
tituoitu formyyli- tai asetyyliryhmilli, keksinndn mukaisilla penisilliiniyhdis-
teilld on erittéin véh#inen myrkyliisyys tasalfmpdisille eldimille,; samalla kun ne
sdilytrévat korkean bakteereja tappavan aktiivisuuden in vivo.

Esilld olevan keksinn®n mukaiselle menetelmflle on tunnusomaista, ettd

A) annetaan kaaven II mukaisen yhdisteen
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Jjossa R on sama kuin ylld mddriteltiin, tai sen suolan tai resktiokykyisen karbok-—
syylijohdannaisen reagoida kaavan IIT mukaisen 6-¢~amino-p-hydroksibentsyyli-

penisilliinin kanssa
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tal sen suolan tai johdannaisen kanssa, tai

B) annetaan kaavan V mukaisen yhdisteen

CONHCHCOOH
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Jossa R on sama kuin yll4 mddriteltiin tai sen suolan tal reaktiokykyisen
karboksyylijohdannaisen reagoida 6-aminopenisillaanihspon tai sen suolan tai
johdannaisen kanssa,

Ja tarvittaessa reaktiotuote hydrolysoidaan tai katalyyttisesti hydrataan,
Ja

haluttaessa reaktiotuote muutetaan myrkyttoméksi, farmaseuttisestl hyvik-
syttévéksi suolaksi.

Menetelmi (a) voidaan kuvata seuraavalla reaktiokaaviolla:

Reaktiokaavic (A)
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(1)

jossa R kaavoissa (I) Ja (I1) on sama kuin edelld mifdriteltiin.

Kaavan (II) 2-substituoidun pyridopyrimidiinikarbokéyylihapon reaktiivisia
karboksyylijohdamaisia ovat kaikki reaktiokykyiset Jjohdannaiset, jotka tunnetaan
Ja Joita alalla kiytetdin penisilliinien tai kefalosporiinien valmistuksessa,
Tyypillisid esimerkkejd oval sen happoanhydridit, jotka on nmuodostettu sellaisten
happojen kuin alkyylikarbonihappojen {csim. etyylikarbouinupon, isopropyylikarbond -

hapon, iso- tai sek.-butyylikarbonihapon), alkyylikarbeksyylihappojen {esim.



pivaliinihapon, valeriaanahapon, isovaleriaanahapon, 2-etyylivoihapon ja 2-etyyli-
heksaanihapon), fosforihappojen (esim. dietyylifosforihapon) ja sulfonihappojen
(esim. metaanisulfonihapon) kanssa; sen reaktiokykyiset esterit, kuten p-nitro-
fenyyllesterl, trikloorifenyyliesteri, p-nltrofenyyllesterl trikloorifenyyli-
esterlgﬁ nltrofenyylltlopsterl N- hydrok51p1per1d11n1esterl, N-hydroksisukkin-
imidiesteri, tai N-hydroksiftaali-imidiesteri, sen reaktiokykyiset amidit, ku+en
happokloridi; ja sen happoatsidit. -

Kaavan (III)-mukaisten yhdisteiden johdannaiset ovat hyvin tunnettuja puoli-
synteettisten penisilliinien valmistuksessa, ja niit#d voidaan kdyttds menetelmissi
(a). Tyypillisii esimerkkeji tdllaisista johdannaisista ovat trimetyylisilyyli-
esteri, trityyliesteri, p-nitrobentsyyliesteri ja fenasyyliesteri. Johdannaisia,
Jotka on saatu suojaamalla kaavan III mukaisen yhdisteen bentseenirungon hydrok-
siryhmid esimerkiksi etoksikarbonyyli- tai bentsyylioksikarbonyyliryhméllé, voidaan
myOs kayttaa.

Kaavan (II) ja kaavan (III) mukaisten yhdisteiden epiorgaanisia tai orgaa-
nisia suoloja ovat slkalimetazllisuolat, kuten natrium- tai kaliumsuolat, ja suolat
orgaanisten emisten, kuten trietyyliamiinin tai N~etyylimorfoliinin kanssa.

Menetelmin A mukainen reaktio suoritetaan ~L0 -~ +40°C:ssa 1-10 tunnin aika-
na liuottimessa edullisesti emfksen 1ldsniollessa. Livotin, emis ja muut reaktio--
olosuhteet ovat cleellisesti samat kuin penisiltliinikemiassa vleisesti kiytetdin.

Kun kéytetéén esimerkiksi anhydridid, joka on perdisin kaavan (TT) muksi-
sesta Z-substituciduste pyridopyrimidiinikarboksyylihaposta ja. etyyliklooriformiaa-
tista, reaktio suoritetaan jéfhdyttiden tai huconeenlampdtilassa tertiddrisen amii-
nin, kuten trietyyliamiinin tai N ,2N-dimetyylianiliinin ldsniollessa inertissi
liuvottimessa, kuten asetonissa, tetrahydrofuraanissa, dimetyyliformamidissa, kloro-
formissa, dikloorimetaanissa tai heksametyylifosforiamidissa, t&llaisten inerttien
livottimien seoksessa, vedessd tal vesipitoisessa orgaanisessa liuottimessa.

Kun kéytetdsn kaavan (II) mukaisen 2-substituoidun pyridopyrimidiinikarbok-—
syylihapon N-hydroksisuk kinimidiesteriéd, reaktio suoritetaan 0-10 °Cissa 1-2 tunnin
aikana trietyyliamiinin, lutidiinin, natriumhydroksidin tai natriumkarbonaatin
lasndcllessa dimetyyliformamidissa, dikloorimetaa anissa, dioksaanissa, vedessi tai
ndiden liuottimien secksessa.

Kaavan (IT1) mukaisen 2-substituoidun pyridopyrimidiinikarboksyylihapon tai
sen suolan reaktio kaavan (III) mukaisen yhdistcen tai sen suolan kanssa suorite—
taan edullisesti kondensoivan aineen, kuten N,N'-disykloheksyylikarbodi-imidin
lidsnéollessa.

Kun 2-substituoidun pyridopyrimidiinikarboksyylihapon tai sen reaktiokykyi-—
sen karboksyylijohdannaisen annetaan reagoida kaavan IIT mukaisen vhdisteen joh-—
darnmaisen kancsa, muodostuu joskus reaklio-olosuhtbeista riippuen reaktiotuote,

Joka sisiltdd kaavan ITT mukaisen yhdisteen osan, joka on muutettavissa keksinndn



mukaiseksl penisilliiniyhdisteeksi. Ndin on esimerkiksi silloin, kun reaktiotuct-
teen karboksyyliryhmi on esterin, kuten silyyliesterin muodossa tai kun resktio-—
tuotteen bentseenirungossa oleva hydroksyyliryhméd on suojattu esim. asyyliryhmilli.
Téallaisessa tapauksessa tuote edelleen hydrolysoidaan tai katalyyttisesti hydra-
taan tavanomaisella penisilliinikemiassa tunnetulla tavalla timén keksinndn mukai-
sen penisilliiniyhdisteen muodostamiseksi.

Haluttaessa ndin muodostettu kaavan (I) mukainen penisilliiniyhdiste voidaan
muuttaa sen myrkyttéméksi, farmaseuttisesti hyvéksyttiviksi suolaksi tavanomaisel—
la tavalla.

Kaavan (III) mukainen yhdiste voi olla D-isomeerin, L-isomeerin tai D,L-
seoksen muodossa.

Jos léhtdalneena kdytetddn kaavan IIT mukaisen yhdisteen D-isomeeria, voi-
daan té&mdn keksinndn mukainen penisilliiniyhdiste saada D-muodossa. Jos l&htdai-
neena kdytetddn kaavan III mukalsen yhdisteen D,L-seosta, saadaan té&min keksinndn
mukainen penisilliiniyhdiste D,L-seosmuodossa. Kuten yll# esitettiin, t&mén kek-
sinndn D-muodossa olevilla uusilla penisilliineilld on erityisen suuri bakteereja
tappava aktiivisuus.

Tédstd Jjohtuen menetelmissd (A) 1&htdaineena kiytetyn kaavan (IIT) mukaisen
vhdisteen isomeerityyppi valitaan lopputuotteen halutun isomeerin mukaisesti.

Tamén keksinndn mukaiset uudet penisilliiniyhdisteet voidaan myds valmistza

menetelméllé (B). Se voidaan kuvata seuraavalla reektiokaaviolla (B).
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jolssa R on sama kuin ylld mddriteltiin.
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Y1la kaavamalsestl esitetty menetelmid (B) koostuu vaiheesta 1 Ja valheesta
2. Veiheessa 1 annetaan kaavan (II) mukaisen 2-substituoidun pyridopyrimidiini-
 karboksyylihapon, sen epiorgsanisen tai orgaanisen suclan tai sen reaktiokykyisen
karboksyylijohdannaisen reagoida kaavan (IV) mukaisen p—hydroksifenyyliglysiinin
tai sen epforgaanisen tai orgaanisen suolan tai sen johdannaisen kanssa &(-/5,8~
dihydro-2-(k-formyyli- tai h-asetyyli-1-piperatsinyyli)-5-oksopyrido(2,3-d)pyrimi-
diini—6—karboksamidg]—p—hydroksifenyylietikkahapon (josta kdytetddn nimitysts
2-substituoitu pyridopyrimidiinikarbonyyliglysiini tai PPGG) nuodostamiseksi.
Vaiheessa 2 annetaan PPGG-yhdisteen, sen suolan tai sen reasktiokykyisen karboksyy-
lijohdannaisen reagoida kaavan (VI) mukaisen 6~aminopenisillaanihapon (kiytet&in
nimitystd 6-APA), sen epiorgaanisen tai orgaanisen suolan tai sen 6-APA~yhdistesk—
si muutettavissa olevan johdannaisen kanssa, minkd jélkeen tarvittaessa hydroly-
soldaan tai katalyyttisesti hydrataan saatu tuote kaavan (I) mukaisen penisiiliini-
yhdisteen muodostamiseksi ja haluttaessa muutetaan resktiotuote sen myrkyttoméksi,
farmascuttisesti hyvéksyttidviksi suolaksi.

Vaiheessa 1 kdytetly kaavan {II) mukaisen 2-substituoidun pyridopyrimidiini-
karboksyylihapon epiorgaaninen tai orgaaninen suola tai reaktiokykyinen karboksyy-
1ijohdennainen voivat olla samoja kuin menetelmfssi (A) kuvatut.

Vaiheen 1 reasktio voidaan suorittaa -L0o - +hOOC:ssa, edullisesti huoneen-
ldmpStilan alapuolella samassa vesipitoisessa tai vedettdmissi liucttimessa kuin
menetelmin (A) yhteydessé kuvattiin.

Vaiheen 1 reaktiolla muodostettu kaavan (V) mukainen vhdiste on uusi yhdis-—

- te.,
Vaiheessa 2 on edullista kiAyttéd kaavan V mukaista yhdistetti sen suolan

tai sen reaktiokykyisen karboksyylijohdannaisen muodossa.

N&md suolat ja reaktiokykyiset johdannaiset ovat samoja kuin yl13 kuvattiin
nenetelmissid (A) kdytettyjen 2-substituoidun pyridopyrimidiinikarboksyylihapon
suolojen Ja reaktiokykyisten karboksyylijohdannaisten yhteydesséa. Kaavan V muksai -
sen yhdisteen johdamnaista, jossa bentseenirungossa cleva hydroksyyliryhmé on
suojattu asyylirynmilla, voidaan kdyttdsd 18htdyhdicsteend vaiheeésa 2.

vat joh-—

0]

Vaiheessa 2 kidytetyt 6-APA:n suclat tai 6-APA:ksi muutetlavissa ol
dannalset voivat olla oleellisesti samoja kuin y11l& menetelmin (A) yhteydessi
kuvatut kaavan III mukaisen yhdisteen suolat tai johdannaiset lukuunobttamatta siti
kaavan IIT mukalsen yhdisteen Johdannaista, jossa bentseenirungossa oleva hydrok-
syyliryhmi on suojattu. On edullista kiyttdd 6-APA:a tdllaisen Johdannaisen muo-—
dossa téssid reaktiossa.

Edullisia 6-APA:n johdannaisia ovat esimerkiks: sen trimetyylisilyyliesteri,
trityyliesteri, p-nitrobentsyyliesteri, bentsyyliesteri Jja 0,H-bis—trimetyyli-

silyylijohdannainen.
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On erityisen cdullista antaa 6-APA:n johdannaisen reagoida kaavan V mukai-
sen yhdisteen suolen tai reaktiokykyisen karboksyy%ijohdannaisen kanssa aprootti-
sessa vilialneessa.

Kun 6-APA:a kAytetédn vapaan karboksyylihapon tai sen suolan muodossa,
reaktiovaihe 2 voidaan myds suorittaa proottisessa vdliaineessa tail vesipitoisessa
valiaineessa. v

Vaiheen 2 reaktio on edullista suorittaa liuottimessa -40 - +40°C:ssa yh-
destéd tunnista kehteen vuorokauteen emiksen lésniollessa. Liuctin, emds ja muut
reaktio-olosuhteet ovat oleellisesti samat kuin ne, joita k#ytetffn penisilliini-
kemiassa.

Esimerkiksi, kun kaavan V mukalsesta yhdisteestd Ja etyyliklooriformaatista
muodostetun anhydridin annetaan reagoida 6-APA:n johdannaisen kanssa, reaktioc suo-—
ritetaan J8&hdyttien tal huoneenldmpdtilassa tertifirisen amiinin, kuten trietyyli-
amiinin tai N,N-dimetyylianiliinin l&sn#ollessa inertissd liuottimessa, kuten
asetonissa, tetrahydrofuraanissa, dimetyyliformamidissa, kloroformissa, dikloori-
metaanissa, heksametyylifosforiamidissa tai n&iden inerttien liuottimien secksessa.

Kun kaavan V mukaisen yhdisteen N-hydroksisukkinimidiesterin snnetaan reagoi-
da €6-APA:n johdannaisen kanssa, reaktio suoritetaan 6-20°C:s3a yhdestéd tunnista
kahteen vuorckauteen emiksen, kuten trietyyliamiinin tai lutidiinin l#snfollessa
dimetyyliformemidissa, diklocrimetsanissa, dioksaanissa tai niZiden seoksessa.

Kun kaavan V mukaisen yhdisteen tai sen suolan tal reaktiokykylsen karbok-—
syylijohdannaisen tai sellaisen jobdanpaisen, jonka bentseenirenkasassa on sucjattu
hydroksyylirylmi, annetaan reagoida 6-APA:n johdannaisen kanssa, muodostuu joskus
reaktio—-olosuhteista riippuen reaktiotuote, jossa on 6-APA- ja/tal keavan V mukai-
sen yhdisteen osa, joka on muutettavissa tamin keksinnén mukaiseksi penisilliini-
yhdisteeksi. HAin on esimerkiksi silleoin, kun reaktictuotteen karboksyyliryhmi on
esterin, kuten silyyliesterin mucdossa tei kun reaktiotuotteen bentseenirungossa
oleva karboksyyliryhmi on suojattu esim. asyyliryhmidlld. Tdllalsessa tapauksessa
reaktiotuote hydrolysoidaan tai katalyyttisesti hydrataan tavanomaisella penisil-
Jiinikemiassa tunnetulla tavalla t&mfn keksinndn mukaisen penisilliiniyhdisteen
saamiseksi.

Menetelmsllsd (A) vai (B) saadut penisilliiniyhdisteet voivat olla vapaan
karboksyylihapon tai suolan muodossa lidhtdyhdisteiden, reakltio—olosuhteiden jne.
valinnan mukaisesti. Kerboksyylihappo muutetaan suolaksi kéasittelem8lld sitd cmik-
siselld aineella, kuten natrium-2-etyyiihcksanoaatilla, natriumhydroksidilla tai
natriumkarbonaatilla. Toisaalta suolaa k&sitellddn haluttaessa happamella aineells

vapaan karboksyylihapon muodostamiceksi.
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Tuotieen eristéminen, puhdistus, uuttaminen ja uudelleen kiteyttaminen
Ja muut jalkikidsittelyt suoritetaan tavanomaisten penisilliinikemian menettelyjen
mukaisesti.

Kaaven IT mukainen léhtoyhdiste voidaan saada muodostamalla molekyylin-

sisdisesti rengas yhdisteessd, jolla on yleinen kaava

COOR'!
N
\_}V/'\/ \ N COCR!
CH.CO- N
3 H

Jossa R' on 1-6 hiiliatomia sisdltiva alkyyliryhmi, yhdisteen muodostamiseksi,

(vIz)

jolla on yleinen kaava
0
COOR*
N~ I ‘jﬂ/” &
/N : (viII)
CH_,CO-N N/JQ:N SN '
” \__/ H

jossa R' on sama kuin yll4 mifriteltiin, hydrolysoimella yhdiste (VIII) vhdisteen

mucdostanmiseksi, Jolla on kaava

' COOH
: _Nif\] -~
m’ &N)it:N/;L\N (1)

Ja sitten formyloimalla tai asetyloimalla yhdiste (IX).

Formylointi voidean suoriltas antamalls kaavan (IX) mukaisen vhdisteen
reagoida jonkin tavanomaisen formylointiaineen, kuten N-formyyli-imidetsolin,
p-nitrofenyyliformaatin, etikkahappoanhydridin ja muurahaishapon seoksen tal muu-—
rahaishapon ja formamidin seoksen kanssa mahdollisesti inertin liucttimen, kubten
dimetyyliformamidin ldsnicllessa. Reaktiouika on yleensd 30 minuutista usessn
tuntiin, edullisesti 1-30 tuntia. Reaktiolimpdtila on 20-120°C ja edullisesti
60-90°C. Kun kdytetty formylointiaine on neste, ainetta voidaan kiyttii ylimdirin
sen saamiseksi toimimaan myds liuottimena.

Asetylointi voidaan suorittaa antamalla kaavan (IX) mukaisen yhdisteen

reagoida jonkin tavanomzisen asetylointisineen, kuten etikkahappoanhydridin,



asetyylikloridin, N-asetyyli-imidatsolin, asetoksipyrimidiinien tai keteenien
kanssa mahdollisestl inertin liuottimen, kuten dimetyyliformamidin l&sniollessa.
Reaktioaika on yleensd 30 minuutista useaan tuntiin; edullisesti 1-3 tuntia.
Reaktiolémpdtila on 20-120°C ja edullisesti 60-90°C. Kun kdytetty asetylointiaine
on neste, ainetta voidaan kiyttdd ylim8irin sen séamiséksi tolmimaan myds liuoctti-

mena. " N

2j§f:substituoitu pyridipyrimidiinikarboksyylihappo voidaan myds saada
hydrolysoimalle kaavan (VITI) mukaista yhdistettsd lievissd olosuhteissa esimerkik-
si kloorivetyhapon ja etanolin seoksessa.

Molekyylinsisiinen renkaanmuodostusreaktio kaavan (VII) mukaisen yhdisteen
muuttamiseksi kaavan (VIII) mukaiseksi yhdisteeksi ja hydrolyysi kaavan (VIII)
mukaiseksi yhdisteen muuttamiseksi kaavan (IX) yhdisteeksi voidaan suorittaa
amerikkalaisen patenttijulkaisun 3 887 557 mukaisesti.

Keksinndn mukaisten penisilliiniyhdisteiden farmakologisia ominaisuuksia
on kuvattu seuraavas:za.

Farmskologisissa kokeissa tutkittiin seuraavia yhdisteité:

Yhdiste 1

p-ot(5,8-dihydro~2-(k~formyyli--1-piperatsinyyli)-S-oksopyrido—{2,3-d)-

pyrimidiini-6-karboksamido )~p-hydroksibentsyylipenisilliinin natriumsuola
O CH,
"
/ - CONHCHCONH— 5\
| T’( T o
I-V. Vs
OHC~N NS 1 COCN

(keksinndn mukainen yhdiste)

Yhdiste 2

D-o&(5,8-dihydro-2~{4-asetyyli—~l-piperatsinyyli )-5-oksopyrido-(2,3-d)~

pyrimidiini-6-karboksamido)-p-hydrcksibentsyylipenisilliinin natriumsuola



1k

o ‘
' H— /S\/ CH

/,CONHCHCONH J
(‘OONa

/N/L . J o7

N

CH CoO-N

N

(tamin keksinndén mukainen yhdiste)

Yhdiste A
D-ol-(5,8-dihydro-2~pyrrolidiinc-S--oksopyrido(2,3 d)pyr1m¢d11n1—6—karuoks~

amido)-p-hydroksibentsyylipenisilliini

0

T

|
r/ﬁ\\‘N"L§N N
H

N

{vertailuesimerkilléd 1 saatu yhdiste, keksinndn sucjapiirin ulkopuolella)

Tm e
L3

Yhdiste B
D-0&(5,8~-dihydro-2-dimetyyliamino-5-oksopyrido(2,3-d)pyrimidiini-6-karbo
amido )-p-hydroksibentsyylipenisilliini.

o
CONHCHOONH-———«-—-/S \iACHB
\ /k COOH
P j
Cr
cH,

ol
3
)

(vertailuesimerkillsd 2 saatu yhdiste, keksinndn suojapiirin ulkopuolella



Yhdiste C
5,8-dihydro-8-etyyli-2~(1l-piperatsinyyli )-5-oksopyrido(2,3-d )pyrimidiini-

-

6-karboksyylihappo (pipemiipddihappo)

CO0H

}mﬂkﬁ g

02H5

(Us-patenttijulkaisussa 3 887 557 mainittu yhdiste).

Yhdiste D
D-Q¢amino-p-hydroksibentsyylipenisilliinin natriumsuola (emoksisilliini)

CH

|

‘ 3

S N

H,NCHCONE— —T/ \(‘CH3
o’ ‘ O& N COONa

RN

OH
(US-patenttijulkaisussa 3 674 776 mainittu yhdiste).

Koe n:c 1
Minimiestopitoisuudet (MIC) (Pg/ml) in vitro esitetdin taulukossa I.
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Teulukko I In vitro bakteereja teppava aktiivisuus 20 bakteerilajia vastaan
(MIC, )Ag/rr'_'L)

T Yndiste | | - S
Bakteerit\ 1 2 A . B C I

Staphylococcus aureus - , ,
209% o1 0,78 | 1,56 0,78 0778 12,5 - 0,1

.gg?pgg%gioccus aurgus 1,56 | 1,56 || 0,78 0778 25 0,1

fhoonlin D273 5,15 | 6,25 | 6,25 5,15 200 | 0,78
g};ii’ﬁfgogif 0,004 0,006 0,1 | 0,025p100 | 0,025
g§§iﬁigicéf§§“m : 54131 0,78 0375 0,78| 25 | 0,29

gf;?fﬁ“’“*a coli 1,56 0,78 1,56 1,56 3,13 6,25
seneionie el [ios heys 12ys |5 | sspao )
. = T 1

fatmonelle (o | ol oe i) 1,561 513 0578
et al s w0, 3p01 | 0978 0478 i 0479 0,78| 1,56 0,5
.>g;igclla fiexneri 2a 3,131 34153 1,56 3,13. ""BQIBQ'W'6§25

lshigella flexmeri

J4a P-550 | ]
Qewsicnia o lizs hays | 6250125 | 8,25 200
I i l N ]
g?;;;5b30LCl cloacae 6,25 6;2% 3,1%(12,5 ! 1756!7200
e 0T et simal 070|070 1,56 1,56 | 32,571/ 200
foiiljj)i(‘??f"px) 12 2,1%| 3,15 3,131 2,13 ) 25 )|2200
?%giz;%g Marcescens 6,25| 6,251 6,25 "?395 6,25 50
Trotous norganii Kono 6,25 6,25 6,251 6,25 5,121 200

rstgn v ey fes 6929 6,25| 6,05 50
gfggg?s mirahilj§rm.‘ 3,13] 6,25] 3,13 5,13 A3213? VW}?SS

PP +
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Kéytetty menetelmé: Chemotheraphy 22 (6), 1126 (197h)
X): Kliinisesti eristetty ampisilliinia ja kefaleksiinia kestdvi laji.

Seuraavat johtopddtdkset voidaan tehdi taulukosta I.

1) US*patenttijulkaisussth 887 557 esitetylléd yhdisteelld C on huonompi
bakteereja tappava aktiivisuus’ﬁram—positiivisia bakteereja, kuten Staphylococcus
aureus—, Streptococcus pyogenes— ja Corynebakterium pyogenes-lajeja vastaan kuin
keksinndn mukaisilla penisilliiniyhdisteilld 1 ja 2.

2) Amoksisilliini, yleisesti kidytetty Jja hyvin tunnettu bakteereja tappava
aine, josta kiytetddn nimitysti "yhdlste D" taulukossa I (US-patenttijulkaisu
3 6Th 776) on oleellisesti tehoton,Gram—negat11v151a patogeenisia bakteereja, ku-—
ten Escherichia coli P-1lk0Oa-lajia vastaan, Joka on kliinisesti eristetty ampisil-
liinia Jja kefaleksiinia kestévd laji, ja multalGram—negat11v181a bakteereja, eri-—
tyisesti heikosti patogeenisia bakteereja, kuten Klebsiella pneumonia-—, Entero-
bacter cloacae—, Pseudomonas aeruginosa-— ja Serratia marcescens-lajia vastaan, kun
taas timin keksinndén mukaiset penisilliiniyhdisteet osoittavat erittain v01makka1—
ta bakteereja tappavia aktiivisuuksia néité bakteereja vastaan.,

Koe n:o 2 (in vivo tehokkuus)

Valmistettiin farmaseuttisia valmisteita seuraavasti:

Aseptisissa olcsunteissa liuotettiin D-o4(5,8-dihydro—2-(Lk~formyyli-1
piperatsinyyli )-5-oksopyrido(2,3- d)pyr1m1q11n1 6-karboksgamido j-p-nydrcksibentsyyli-
penisilliinin natriumsuolaa (251 g} 2008 ml: n ruiskeisiin tarkoitettua tislattua
vettd. Liuos suodatettiin Millipore-sucdattimella (okoskoko 0,22 mikronia;
Millipore Corporation'in Bedford, USA). Liuosta kaadettiin 2,0 ml:n midrd tuhanteen
lasipulloon (10 ml), ja pullot lyofilisoitiin. Jckairen lasipullo suljettiin sitten
kumitulpalla ja alumiinikamnella. Ndin saatiin lasipulloja (n:o A), jotka kaikki
sigllsivat 250 mg aktiivista aineosaa.

Ampulleihin lis&ttiin jokaiseen 2,0 ml:n mldréd ruiskeisiin tarkoitettua
fysiologista suolaliuosta, ja ne suljettiin ampullien saamiscksi (n:o B). Ampulleis-
sa (n:0 B) oleva fysiologinen suolaliuos kaadettiin lasipulloihin (n:o A) sucnen-
sidisesti annettavien ruiskeiden valmistamiseksi.

2) Ruiskeisiin tarkoitettus tislattua vettd kaadettiin 2,0 ml:n médrd lasi-
pulloihin (n:c A) ja liuos liuctettiin ruiskeisiin takoitettuun 5-%:seen glykoosi-
liuckseen (250 m1). N&in valmistettiin liuckset Jatkuvaan infuusioon.

3) Tuhat lasipulloa (n:o C), jotka kaikki sisdlsividt 500 mg D-¢-(5,8-di-
hydro—Q—(h—ase%yyl%—l—piperatsinyyiiQHS-eksepyrido(2,B—d)pyrimidiini:érkaxb@ks~
amido )-p~hydroksibentsyylipenisilliinin natriumsuolaa. valmistettiin samalla tavoin
kuin yl1li esitettiin, paitsi ettd kdytettiin 502 g té&td aktiivista alneosaa

Fain valmistettujen lasipullojen (n:o A ja n:o C) sisdlldt livotettiin mclem-

mat ionivaihdettuun veteen ja valuistettiin erivikevyyvksisid ruilskeita.
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Yhdiste D liuotettiin ioninvaihdettuun veteen. Yhdisteet A, B ja C liuotet-
tiin natriumkarboraatin vesiliuokseen (pH 8-9) erivikevyisten ruiskeiden valmistami-

seksi.
Jokaista ruisketba annettiin hiirille alla kuvatuissa olosuhteilssa ja saa-—
dut EDSO—arvot esitetd8n taulukossa II.
Koecolosuhteet:
Hiiret: koirashiiria (dd Y) paino. 20 g
Infektio: Staphylococcus aureus n:o 5077&;
Suonensisdinen infektio 50-100 kertaisella LDSO—annoksella
(n. 5 x 108 solua/hiiri) bakteerisuspensiota fysiologisessa suolaliucksessz
Escherichia coli P-5101j
p VatsakalvOnsisdinen infektio 50-100-kertaisella LDsO—annoksella (n.
9 x 10° solua/hiiri) bakteerisuspensiota tryptosoijaliemessi, jossa 4 % musiinia
Pseudomonas aeeruginosa n:o 12%
Vatsakalvensisiinen infektio 50-100-kertaisella LDSO—annoksella (n.
(n. 5 x lO3 solua/hiiri) bakteerisuspensiota tryptosoijaliemessd, jossa It 7 musii-
nia. .
Liaskitys: kahdesti, n. 5 minuuttia Ja 6 tuntia infektion jélkeen.
Havainnot: Staphylococcus aureus n:o 5077h 1l paivas
Escherichia coli P-510L T paivéasg
Pseudomonas aeruginosa n:o 12

Taulukko II In vivo~tehokkuus elimistdén infektiota vastaan.

QQ:::: Bakteeri Staphylococcus  Escherichia coli | Pseudomonas
\\\\\\\\ aureus P-5101 aeruginosa
~ n:o 5077k n:o 12
Anto= oot .
tapa i
| sC sc iv sc iv !
Yhdiste o |
1 2.1 3,7 12,9 2,1 L1
2 3,3 4,6 13,9 5,0 | 6,0
A noin 10 8,6 - 38,6 ~
B noin 10 11,0 - 32,h ~
1 C S 50 6,3 |16 37,7 b2 ,7
| D 0,3 3,h013,0 200 -
{
. ; — LN I
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Huomautus; taulukossa olevat luvut esittavét EDSOarvoja (mg/kg)
EDsO—arvot jaskettiin Behrens-Kaerber—m?netelmén mukaisesti
(Arch. Exp. Path. Pharm.162, 480 (1931))
sc: ihonalainen antotapa
1v: suonensisédinen antotapa

Seuraavat johfopéétékset voidaan tehdd taulukosta II.

1) T&mén keksinndn mukaisilla yhdisteilld 1 Ja 2 on erinomainen bakteereja
tappava aktiivisuus ipn vivo. '

2) Tim8n keksinndén mukaisilla yhdisteilld 1 ja 2 on eritvisen voimakas
bakteereja tappava aktiivisuus Pseudomonas aeruginosa-lajia vastaan ja niilld on
EDSO—arvo 2-6 mg/kg ruoansulatuskanavan ulkdpuolisesti annettuna.

3) Tamin keksinndn mukaisten yhdisteiden 1 ja 2 bakteereja tappavat aktiivi-
suudet Pseudomonas aeruginosa-lajia vastaan:oval noin 6-20 kertaa niin voimakkaat
kuin yhdisteills A ja B, jotka ovat penisilliiniyhdisteitd, jotka ovat perdisin
yhdisteiden 1 ja 2 pyridopyrimidiiniosan 2-aseman substituoinnista i-pyrrclidinyyli-
tai dimetyyliaminoryhm&lld L-substituoidun l-piperatsinyyliryhmin sijasta.

L) Té&mén keksinndn mukaisilla yhdisteilld 1 ja 2 on paljon parempi bakteere-
ja tappava aktiivisuus Pscudomonas acruginosa-lsjis vastean ruoansulatuskanavan
ulkopuolisesti amnettunna kuin yhdisteelld C (pipemiidihappo, joka tunnetaan l#dke-—
aineena, jolla on aktiivisuutta erityisesti Pseudomonas aeruginosa-lajia vastaan).

Koe n:o 3 (&killinen myrkyllisyvs)

Ruiskeita, jotka sisdlsivit yhdisteitd 1 ja 2 Jja yhdisteitid A, B ja C eri
vakevyyksid ja Jotka valmistettiin kokeessa 2, annettiin koirashiirilie (ddy)

(L-8 joka ryhmissi) amnoksena 0,1 ml/10 g ruumiinpainoa. Kuolleiden hiirien luku-
mésra laskettiin seitsemfn pdivdn kuluttua ja kunkin yhdisteen LD -arvo (mg/kg)
laskettiin. Tulokset esitetddn taulukossa III. >0

Suhde LDSO/EDSO (kemoterapeuttinen indeksi) lajilla Pseudomonas acruginosa
n:o 12 laskettiin, ja tulokset esitetidin taulukossa III.

Taulukko I1T. Akillinen myrkyllisyys hiirills

Yhdiste Antotapa LDEO Kemoterapeuttinen indeksi
n:o (;g/kg) (LDSO/EPBO)
1 sc¢ > 6000 > 3000
iv 4518 1102
2 so > 6000 > 1200
iv 4518 753
A sc < 1000 < 26
iv < 1000 -
B 5C 1072 33
C sc 2oLl 60
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LD50~arvot laskettiin Behrens-Kaerber-menetelmidn mukaisesti.

Seuraavat Johtopddtdkset voidaan tehdd taulukosta III.

1) Timén keksinndn mukaisten yhdisteiden 1 ja 2 LD j=arvot ovat noin 410
kertaa niin suuret kuin yhdisteilld A ja B ja t&mén vuoksi ne ovat erittdin tur-
vallisia.

2) Témén keksinnén mukaisten yhdisteiden 1 Jja 2 kemoterapeuttiset indeksit
ovat n. 10-100 kertaa niin suuret kuin yhdisteilld A, B ja C. Tami osoittaa, ettd
témén keksinndn penisilliiniyhdisteilld on erinomainen bakteereja tappava aktiivi-.

suus Pseudomonas aeruginosa-lajia vastaan.

Kuten taulukoissa I-IIT esitetffn, témén
teet osoittavat laajalla alueella erinomaisia bakteereja tappavaa aktiivisuutta
erilaisia(éfam~positiivisia jalﬁram-negatiivisia bakteereja vastaan sekd in vitro
ettd in vivo-kokeessa. FErityisesti t&méin keksinndn mukaisilla penisilliiniyhdis-—
teilld on erinomainen bakteereja tappava aktiivisuus ruoansulatuskanavan ulkopuoli-
sesti amnettuna ampisilliinia kestaviid lajeja vastaan, joita vastaan amoksi-liinil~
la ei ole bakteereja tappavaa aktiivisuutta. Ne osoittavat erinomaista bakteereja
tappavaa aktiivisuutta erityisesti Pseudomonas-suvun bakteereja vastaan, joita
vastaan amoksisilliini ja monet muut tunnetut antibiootit ovat oleellisesti tehot—
tomia, Témén keksinndn mukaisista eri penisilliiniyhdisteistd kaavan (Ia) Formyyli-
johdannainen, erityisesti sen D-isomeeri, on bakteereja tappavalta aktiivisuudel-
taan erityisen ylivoimalnen.

Témin keksinndn mukaiset penisilliiniyhdisteet ovat lisdksi erittiin turval-

lisia, mité osolttavat yllid esitetyt LD_ —arvot, ja niilld on erinomaiset kemo-

5C

terapeuttiset indeksit. Suurta turvellisuutta tukee mySs koe—eldinten hemstologi-—

nen ja kudospatologinen tutkimus Jjatkuvan rucansulatuskanavan ulkopuclisen hoidon

d
Jélkeen.

Keksginndn mukaisten penisilliiniyhdisteiden pitoisuus plasmassa on korkesa
vield useita tunteja ruocansulatuskanavan ulkopuolisen hoidon Jélkeen tasaldmpdi-
51114 elédimilléa, je niiden pitolsuus virtsassa on korkea hyvin pitkid ajanjaksoja.

On havaittu, etltd kiytettiessd keksinndn mukalsia penisilliiniyhdisteitd

1

b

tasaldmpdisilld eliimilld ihmiset mukasnluettuna, ruocansulatuskanavan ulkopuoline
hoito on paljon edullisempi kuin oraalinen holto. Ruoansulatuskanaven ulkopuoli-
sessa hoidossa on suositeltavaa liuottaa keksinndén penisilliiniyhdiste ruiskeisiin
tarkcitettuun ei-~toksiseen nestevidliaineeseen ja ruiskuttaa liuosta lihsksen-—
sisédlsestl, suonensisiisesti ja i1honalaisesti.

On myds mahdollista liuvottaa tal sekottaa keksinndn mukaista penisilliini-
yhdistettsd myrkyttoémiin nestevaliainecscen tal voideperusseokseen ja levittad
liuosta tai seosta suoraan infektickohtaan. Sitad voidaan myds kayttidd perdpuik-

kona sen jélkeen, kun sitd on sekoitebttu tai liuotettu peridpuikon perusseokseen.
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Esimerkkejé myrkyttdmistéd nestevéliaineista, joita kiytetdin ruiskeiden
valmistulkseen, jotka sis&ltdvét aktiivisena aineosana ko. penisilliiniyhdistettd,
ovat steriloitu ionivaihdettu vesi, fysiologinen suolaliuos, ruiskeisiin tarkoitet-
tu gl;koosiliuos, Ringer'in liuos ja ruiskeisiin tarkoitettu aminohappoliuos.

Penisilliiniyhdistettd voidaan myds liuottaa muihin ruiskeisiin ja antaa
rucansulatuskanavan ulkopuolisesti.

Keksinndn mukaisten uusien penisilliiniyhdisteiden valmistus on kuvattu
seuraavissa esimerkeissi.

Valmistusesimerkit 1-9 kuvaavat menetelmidsséd (A) kdytetyn kaavan (II) mu-
kaisen l&htOyhdisteen valmistusta (valmistusesimerkit 1-7) ja menetelméssd (B)
kéytetyn kaavan (V) mukaisen 1&htSyhdisteen valmistusta (valmistusesimerkit 8 ja 9).

Esimerkit 1-16 kuvaavat keksinndén mukaisten uusien penisilliiniyhdisteiden
valmistusta menetelmélld (A) ja menetelmi#lid (B).

Vertailuesimerkit 1 ja 2 kuvaavat yhdisteiden valmistusta, jotka ovat kek-
sinndn suojapiirin ulkopuolella, mutta joille mit&&n valmistusmenetelmii ei ole
kirjallisuudessa tumnettu. NAilld vertailuesimerkeilld valmistettuja yhdisteiié
kéytetdin témin keksinndn mukaisten penisilliiniyhdisteiden farm kologisten vaiku-
tusten arvioinnissa.

IL&htfaineiden valmistus

Valmistusesimerkki 1
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Difenyylieetteriin (16 ml), jota pidettiin 250~2550C:ssa, lisdttiin sekoit-
taen dietyyli—N~ZE—(h~asetyyli—l-piperatsinyyli)—h—pyrimidinyyl%f—aminometyleeni—
malonaattia (2,0 g). Seosta refluksoitiin varovasti 10 minuwuttia ja annettiin sit-
ten jédhtyd huoneenlimpdtilaan. Seckseen lisdttiin n-heksaania (12 ml). Saastu sakka
kerdttiin talteen, pestiin etanolilla ja kiteytettiin uudelleen etanclista, jolloin
saatiin etyyli-2-(l-asetyyli-l-piperatsinyyii)-5,8-dihydro-5-oksopyrido (2,3-d)-

pyrimidiini~6b-karboksylaattia (1,52 g), sp. 300-302°¢C (bajoaa).
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Valmistusesimerkkl 2
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Suspensiota, jossa oli etyyli-5,8-dihydro-2- (4ﬂ§setyyll -l-piperat-
sinyyli)-5-oksopyrido(2, 3- d)pyrimidiini-6-ka rboquy&i&%taa (1 000 g) ja
vikevdd kloorivetyhappoa (800 ml) veden (1 200 ml) ja etanolin (1 000 ml)
seokgessgsa, refluksoitiin kahdeksan tuntia ja annettiin seistd yli yon.
Saostuneet kiteet ker&ttiin talteen, pestiin etanolilla ja liuotettiin
kuumentamalla natriumhydrcksidin (250 g) vesiliuokseen (10 1). Liuos suo-
datettiin, sdddettiin pH-arvoon 7-8 etikkahapolla ja annettiin seistd yli
yon samalls j8illi jdZhdyttden. Kiteinen sakka kerditiin talteen, pestiin
vedelld ja kuivattiin llOoC:ssa, jolloin saatiin 5,8-dibydro-2«(l-pipe-
ratsinyyli)-5-oksopyridc (2, 3-d)pyrinidiini-6-kerboksyylibappoa (625 g),
8p. 299-305°C (hajoaa).

' Analyysi: laskemalls kaavasta Cl,)El,I\l5 5t C, 52,%6; H, 4,76; N,
25,45. Kokeellisesti: C, 52,18; I, 4,63; N, 25, 3a.

Valmistusesimerkki 3
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Muurahaishappoa (140 mJ) ligdttiin tipoittain etikkeha ppopnhydv¢u11n
(200 ml), Jota jEZhdytettiin jiHhsuteella. Lluosta pidettiin )O C:gosa 15
ninvuttia Jja jdZhdytettiin sitten EOC:seeno Livokseen lisdttiin 5,8-di-
hydro-2-(1-piperatsinyyli)-S-oksopyrido(2,3--d)pyrinidiini~-6-karbokeyyli-
beppoa (70 g). Seosta pidetiiin 80°C:ssa kolme tuntia ja jddhdyvtettiin

sitten. Saostuneet kitecet kerditiin talteen suodettanalla ja pestiin etyy-

lieetterills, jolloin ssatiin 5,8-dihydro-2-(4-fornyyli~l-piperatsinyyli)-
N - @
S»brsopyrido(Z,3—0)pyrlmldl1n1~6~karboksyy11happoa (72,5 g), sp. yli 300°C,

Anglyysi: Laskemalla kaavagta € -H1§N504: C, 51485 U, 4,3%2; N,
23,09, Kokeelllsesti: C; 51,413 B, 4,47; N, 23,04,
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' Valmistusesimerkki 4
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Samalla menettelylld kuin:valmistusesimerkissé’ 3 kuvattiin, saatiin.
5,B—dihydro—Q—(4-asetyyli~l—piperatsinyyli)—5~oksopyrido-(2,S—d)pyrimi—
diini-6~karboksyylihappoa (933 g) 5,8-dihydro-2~(l-piperatsinyyli)-5~ok-
sopyrido(2,3- d)pyrlmldilnlmé-karboksyyl1haposta (900 g) ja etikkahappo-

. enhydridisti (3 200 ml). Sp. 298-300°C.

Analyysi: Laskemalla kaavasta 014}’151\7504 C, 52,99; H, 4,77; N,

22,07. Kokeellisesti: C, 52,923 B, 4,57; N, 21,91.

Valmistusesimerkki 5
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Suspensiota, jossa oli 5, 8~dihydro~°—(4~formyyli»l—viuer~*ﬂ‘nyyli)—
5-oksopyrido(?2,3-d)pyrinidiini~6-karboksyylihappoa (273 g) ja trietyyl
amiinia (299 ml) kuivatussa dikloorimetaanissa (3 500 ml), sekcitettiin
hyvin buoneenldmpttilassa tunnin ajan. Suspensioon lisgittiin tipoittain
jaihdyttien 0-10°Ciseen isopropyyliklooriformaattia (221 g) ja reakticseos-
ta sekoitettiin kaksi tuntia. Liuvcs, jossa oli N-hydroksisukkinimidid
(207 &) dimetyyliformamidissa (350 ml), lisittiin seokreen ja saatua seos=
ta pidettiin 5~lOOC:ssa vield kaksi tuntia. Kiteinen tuote kerdtitiin tal-
teen suodattamslla ja pestiin perdkkiin vedelld (2 000 ml) ja asetonilla
(2 000 ml), jolloin saatiin N-(5,8~dihydro-~2-{4~formyyli~l-piperatsinyy~
1i)-% ok<opyrlao(?,)—d)pyrtmndl.nJmG -karbonyyiioksi)sukkininidii (%26 g),
spe. y1li 300 °c,

Analyysi: Laskemalla kaavasta 037 16N6O C, 51,00y B, 4,03; N,
20,99. Kokeellisesti: C, 50,70; H, 3,89; N, 20,84.
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Valmistusesimerkki 6
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Suspensiota, jossa oli 5, 8-dihydro—2-(4~formyyli-l—piperatsinyVli)—
5w oksopyrldo(Q 3-d)pyrimidiini-6-karboksyylihappoa (6 g) ja trietyyliamii-
nia (6,1 ml) kuivatussa dikloorimetaanissa (100 ml), sekoitettiin hyvin
huoneenldnpdtilasss tunnin ajan. Suspensioon lisdttiin tipoittain O~5°C:ssa
eﬁyyllkloorlfo rmaattia (3,8 ml) ja rcaktioseosta sekoitettiin tunnin ajan
)n? C:ena. Liukenematon aine suodatettiin pois, ja suodokseen lisdttiin
livos, jossa oli N~hydroksiftaali-imidig (7,19 g) dimetyyliformamidissa
(10 ml). Saatua seosta pidettiin huoneenlimpStilassa kaksi tuntia. Kitei-
nen tuote kerdttiin talteen suodattamalle ja pestiin pérékkéin dikloorime-
taanilla Jja asetonilla, jolloin saatiin N-(5,8-dihydro-2~(4~formyyli-1-
piperatsinyyli)-5-cksopyrido(2,3-d)pyrimidiini~6-karbonyylioksi)ftaali-
iwidis (8,4 g), sp. 265-288°C (hajosa). ' |

Analyyei: Laskemalla kaavagta CZLHL606V6 c, 56,25; H, 3,60; N,
18,74, Kokeellisesti: C, 56,03; H, 3.54; N, 18,99,

4
|

Valmistusesimerxki 7
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Suspensiota, jossa oli §5,8-~dihydro-2-{4-formyyli-l-piperatsinyyli)-
5-oksopyrido(2,3-d)pyrinidiini-6-karboksyylihappoa (6 g) ja trietyyliamii-
nia (6,1 1m1) kuivetussa dikloorimetaanissa (100 ml), sekoitettiin hyvin
hucneenliimpdtilassa tunnin ajan. Suspensioon lisdttiin O«SOC:ssa etyyli-
klooriformaattia (3,8 ml) ja reaktioseosta sekoitettiin tumnin ajan 5-7°
Csssa. Liuvkenematon moteriaali suodatettiin pois ja suodokseen lisdttiin
livos, jossa oli 2,4,6-~triklcorifenolia (8,68 g) dikloorimetaanissa (50 m1).
Resktioscosta pidcettiin huoneenldmpotilassa kolme tuntia. Kiteinen tuote

kerdttiin tealteen suodattamalla ja pestiin dikloorlmetaanilla, jolloin
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saatiin 2,4,6-trikloorifenyyli~5,8-dihydro-2-(4-formyyli-1- -piperatsinyy-
1i)-5-oksopyrido(2,3- d)pyrlmldlinl 6-karboksylaattia (8,2 &), sp. 285-290°C
(hajoas)

Analyysi Laskemalla haavasta C O,N Cl C, 47,285 H, 2,92;

19 14 453"
N, 14,51. Kokeellisestit C, 47,12; H, 3,22; N, 14,72.

Valmlstusesinerkki 8

N _COON l ,,CONHC HCOOH
l Q7 | O

OHC~N' ’ N —> CHC- N N’ N~
. ./ H

- OIHChCUuN/A\7

I /
..."‘"“""'% OHC-N N N
RO - OH '

Sugspensiota, jossa oli D-p-hydroksifenyyliglysiinii (3,3 g) ja tri-
etyyliamiinia (5,6 ml) kuivatusss dimetyyliformamidissa (50 ml), sekoitet-
tiin hnoneenlimpétilassa tunnin ajan. Suspensioon lisdttiin N-(5,8-dihyd~
1ro-2«(4-formyyli~l-piperatsinyyli)-5-oksopyrido (2,3~ d)py“imwdjlniné kar-

]vonyylio xsi)sukkinimidia (8,0 g). Seoste sekoitettiin 5 ®Ciesa tunnin ajan
Ja sekoitettiin sitten huoneenléimpdtilessa vield kolme tuntia. Ssatu sak-
ka kerdttlin ftalteen ja liuvotettiin jdivetcen., Vesiliuos tehtiin happameksi
10 %:sella kloorivetyhapolla. Saostunect kiteet kerdttiin talteen ja ki~
teytettiin vudelleen metanoliste, Jjolleoin gastiin D«aw(5,8~dihydron2m(4~
formyyli~l-piperateinyyli)-5~oksopyrido(2] %-d)pyrinidiini-6-karboksamido)-

p~hydrokgifenyylictikkahappoa.

TR (KBr):)) c=o 1710 cm ™t

NMR (DHSO-dg» § )
(1H, d, J=Pliz DW-CH-CO-),



26

| N . ' b
8.12 (1H, s, =N N-CHO), 9.12 (1H, s N.fjr )
pw— ,L\

Anslyysi: Laskemalla kaavasta C2lH20N6 6" H 0: C, 53,61; Hy, 4,715
N, 17,87. Kokeellisesti: C, 53,87; H, 4,49; N, 17, 55.

Liuokseen, jossa 0li D=-o- (5,8-dihydro-2- (4«forﬂyyli~l—piperatsi—
ryyli)=-5-oksopyride(2,3- -3 )pyrinidiini-6- -karboksamido )~p~hydroksifenyyli-
etikkahappoa (9,0 g) je N-hydroksisukkinimidid (4,6 g) kuivatussa dime-
tyyliformanidissa (100 ml), lisdttiin -10 %C:ssa disykloheksyylikarbodi-
imidid (5,8 g). Seosta sekoitettiin ~-10 - O C:ssa tunnin ajan ja annettiin
.eitten seistd yll yén huoneenlémpdtilassa. Sakka suodatettiin pois ja
. guodokseen lisdttiin jddvetid (500 nl). Saostuneet kiteet kerdttiin tal-
teen ja liuotettiin esetonitriiliin (50 nl). Asetonitriililivos kuivat-
tiin vedetiomilld nagnesiumsulfaatilla ja vikevoitiin alipalnceoqa. Sag-
dut kiteet kerittiin talteen, jolloin saatiin N-(D-c~(5,8~dihydro-2~{4~
formyyli~-l-piperatsinyyli)=~5-oksopyrido- (2,3-d)pyrimidiini~-6-karboksami-
do)—pwhydrok81fenyyllaseuOkSl)suAklnimldla (6 &) \

) . N <1
IR (KBr):V ¢=0 1730, 1780, 1810 cm
NMR (DIMSC--dg s 8): ’

H
j A "O cTTT T o .— ’T:_-.TTTN oLl L _'_—.”.-,'1?7_." T :' ‘_—_ — TS T I T T T
I /1 R . e e
2(. 78 (QH) Sy -N B )a C) 92 (].F, d, J= 7}17 9 /J.] CI{”CO“ Je
— i -
0 H L\\ l
T T SOPRRIS R G

7\ . -
. 8 1? (1}:’17 Sy -N -\I O}IO)) 9 10 (1H7 Sy N«)/\\/)
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Samalla menettelylld kuin valmistusesimerkisséd 8 saatiin N-(D-%-
5, 8-dihydro-2-(4~asetyyli-l-piperatsinyyli)-S-oksopyrido(2,3-d)pyrimi-
diini-6~karboksamido)=-p-hydroksifenyyliasetoksi)-sukkinimidii D-p-hydrok-
sifenyyliglysiinistd je N-(5,8-dihyiro-2-(4-asetyyli-l-piperatsinyyli)-

S5-oksopyrido{2,3-d)oyrinidiini-6-karbonyyliokss )sukkinimidists,

Lopputuotteiden valmistus:

Esimerkki 1
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Natriumhydroksidin (22 g) vesiliuokseen (2 000 ml) lisittiin perik-
k#in 0-2°C: sga jidihdyttden D-o-amino-p- hydrokb¢bentsyyllpeniolllilnia
(230 g) ja N»(S,8~a1hydro~a~(4-formyyl;n¢~piperat81nyy11)«pwoksopyrldo—
(2,§-d)pyrimidiiniu6akarbonyylioksi)gukkinimidiﬁ (200 g) ja seosta sekoi-
tettiin puoli tuntia. Natriumhydroksidin 1-N livosta (550 ml) lisittiin
geokseen ja saatus seosta sekoitettiin vield tunnin ajan ja suodatettiin sit-
ten. Suodokseen lisittiin jiivettd (3 000 ml). Livos siHdettiin pH-ar- V
voon 2 10-%:sella kloorivetyhapolla. Saatu sakka ker#ttiin talteen suo-
dattamalla, pestiin kahdesti jHivedelld (4 000 ml) ja liuvotettiin riitti-
viin miiriin 4-%:sta natriunhydroksidilivosta pH:n sidtimiseksi arvoon
6,5. Vegiliuos sucdatettiin ja suodos lyofilisoitiin, jolloin saatiin D=
" am(5g8-dihydro=2-(4~fornyyli~l-piperatsinyyli)-5~oksopyrido(2,3~d)pyrini-
diini-6~karboksamido)-p-hydroksibentsyylipenisilliinin natriumsuolaa (324 g).

IR (KBr):) C=0 1760 em L.

NMR (DSO-dgs § ) S I
8.10 (lH) Sy =N N-CHO); 3098 (lI’I; Sy >C~-COO-—>,
S/ .

.
5.80 (1H, &, J=8Hz, -N-CH-CO-)

;ET

-

O
9.14 (1, s, )
e \/IL\rj

Anelyysit Laskewmalls kaavasta C29H49N8068L“ ?H 0: C, 49,15 H,

4,69; N, 15,81; S, 4,53, Kokeecllisesti: C, 49,11; H, 4,78; X, 15,75;
S, 4,63,
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Liuokseen, jossa oli D-a-amino-p-hydroksiltentsyylipenisilliinii

(230 g) Jja trietyyliamiinia (76 ml) kuivatussa dimetyyliforamidissa
(1 000 ml), lisdttiin N»(S,8«dihydro—2~(4~formyyll~1~p1peratsinyyli)~5~
oksopyrido(2,3-d)pyrimidiini~6-kerbonyylioksi)sukkinimidid (200 g} 0-2°
C:ssa ja reaktioseosts sekoitettiin 1,5 tuntis. latrivm-2-etyyliheksano-
aatin 30-%:sta linesta n-butanolissa (335 ml) ja asctonia (7 000 ml) 1i-
s&ttiin per8lkkiin seokseen. Sastu sakka Kerdttiin taltcen suodattemalla,
pestiin asetonilla je liuotettiin jHiveteen. Vesiliuos Lehtiin happameksi 10-%:
sei]a kloorivetyhapolla ja saocstuneet kiteel kexdittiin talteen, pestiin
hyvin vedelld ja 1liuotettiin 2-%:scen natriumhydroksidiliuoksecen. Liuos
gidddettiin pH-arvoon 6,5 ja suodatettiin. Sucdos lyoefilisoitiin, jolloin
seatiin Dea-(5,8~dihydro~2-(4~fornyyli-l-piperatsinyyli)-5~oksopyrido-
(2,3-d)pyrinidiini-6~karboksamid do)-p-hydrcksibentsyylipenisilliinin nat-
riumsuolea (289 g).

| Tamd yhdiste identifioitiin esimerkin 1 yhdisteen kanssa vertsa-

nglle IR- ja NMR-spektrejd,
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Livokseen, jossa oll D-a-amino-p-hydroksiventsyylipenisilliinii
(4,61 g) ja trietyyliamiinia (1,53 ml) kuivatussa dimetyyliformamidissa
(30 m1), lisittiin N-(5,8-dihydro-2-(4~formyyli~l-piperatsinyyli)-5-okso-
pyrido(2,3-d)pyrinidiini~6-karbonyylioksi)-ftaali-inidii (4,48 g) ja reek-
tioseosta sekoitettiin huoneenlédmpbtilassa tunnin ajan. Liuvkenematon ma-~
teriaali suodatettiin pois ja suodokseen lisdttiin natrium-2-ectyyliheksa-
nosatin 30-%:sta liuosta n-butanolissa (7,3 ml) ja asetonia (%00 ml). Saa-
tu sakka kerdttiin talteen suodattamalla, pestiin asetonilla ja liuotet-
tiin jd8veteen. Vesiliuos sifdettiin pH-arvoon 2 10-%:sella kloorivetyha-
polla. Sakka kerdttiin talteen, pestiin vedelld ja liuotettiin dimetyyli-
formanidiin (60 ml). Liuosta kisiteltiin aktiivihiilelld (1,% g) je suo-
datettiin., Suodokseen lisdttiin per#kkiin natrium-2-etyyliheksanoaatin
30-%:sta liuosta n-butanolissa (7 ml) ja asetonia (300 ml). Sakka kerit-
tiin talteen ja liuvotettiin jHdveteen., Vesiliuos siidettiin pH-axrvoon 2
lO-%:éella kloorivetyhapolla. Saatu sakka kerdttiin talteen, pestiin ve-
- delld ja liuotettiin 2-%: geen natriumhydroksidilivokseen pH.n sditimisek-
gl arvoon 6,5. Vesiliuos suodatetiiin ja‘lyofilisoitiin, jolloin saatiin
D-a~(5,8~dihydro-2~(4~formyyli-l-piperatsinyyli)~5~oksopyrido(2, 3-d)py-
rimidiini-6-karboksamido)-p-hydroksiventsyylipenisilliinin natriuvmsuolaza
(4,83 g). '

Tdms yhdiste identifioitiin esimerkin 1 yhdisteen kanssa vertaa-

nalle IR- ja NMR-spekirejid.
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Liuvokseen, jossa 0li D-a-amino-p-hydroksibentoyylipenisilliinii

(1,11 g) Ja trietyyliamiinia (0,38 nl) kuivatusea dimetyyliformamidisaa
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(10 ml), lisdttiin 2,4,6-trikloorifenyyli~5,8-dihydro-2~(4-Fformyyli-1-
piperatsinyyli)-5-okeopyrido(2,3-d)pyrinidiini-6-karboksylacttia (2,16 g)
ja resktioseosta sekoitettiin huoneenlémpﬁtilassé kaksi pdividid. Liukene-
maton materiaali suodatettiin pois ja suodokseen lisdttiin perdkkiin nat-
rium-2-etyyliheksanoaatin 30-%:sta liuosta n-butanolissa (1,5 m1) ja ase-
tonia (150 ml). Saatu sakka keridttiin talteen suodattamalla, pestiin ase-~
tonilla ja liuotettiin jddveteen. Vesiliuos siddettiin pH-arvoon 2 10-%:sel~
le kloorivetyhapolla. Sakka kerdttiin talteen, pestiln vedelld ja liuo~
tettiin dimetyyliformamidiin. Dimetyyliformamidiliuoste kidsiteltiin ak-
tiivihiilelld ja suodatettiin. Suodokseen lisidttiin perdkkiin natriuvm-2-
etyyliheksanoaatin 30-%:sta n-butancliliuvosta ja asetonia. Sakka kerst-
tiin talteen ja liuotettiin jidveteen. Vesiliuos siidettiin pH-arvoon 2
10-%: sella kloorivetyhapolla. Sakka kerdttiin talteen, pestiin vedells
ja livotettiin 2-%:seen natriumhydroksidiliuckseen pH:n sditdmisecksi ar-
voon 6,5. Vesiliuos suodatettiin ja lyofilisoitiin, jelloin saatiin Dec-
(5,8~dihydro—2-(4-formyyli—l~piperatsinyyli)~5«oksopyiido(293-d)pyrimi~
diini~6~karboksgmido)~p~hydroksiben$yylipenisilliinin natriumsuolaa
(1,24 g).

Tdmd yhdiste identificitiin esimerkin 1 yhdisteen kanssa vertas-

nalla IR~ ja HME-spektreji.
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Suspensiota, jossa oli 5,8~dihydro-2-(4-~fornyyli-l-piperatsinyyli)-

5~oksopyrido(2,3~d)pyrimidiini~6—karbo“*y\llhappﬂa (90 g) jo trietyyli-
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amiinia (42 ml) kuivatussa dikloorimetaanissa (1 000 ml), sekoitettiin
hyvin huoneenlimpétilassa tunnin ajan. Iscpropyyliklooriformaasttia (36,8 g)
lisittiin suspensioon jiaZhdyttien ja seosta pidettiin 5~BOC:ssa tunnin
ajan. Liuoz, jossa oli D—a—maino~p-ﬂydrbksibmﬁsyylipenisilliinié (126 g)

ja trietyyliamiinia (46 ml) kuivatussa dimetyyliformamidissa (350 ml),
ligdttiin seokseen. Saatua scosta sekoitettiin 5—7OC:ssa vield 1,5 tuntia
ja annettiin seistid yli yon ~10°C:gsa.

Liukenematon materiaali suodatettiin pois ja suodokseen lisidttiin .
perikkiin 2-etyyliheksanoaatin 30-%:sta n-butanoliliuosta (250 ml) je
agetonia (3 000 ml). '

Saatu sakka kerdttiin taliteen suodattamalla ja liuotettiin Jadve-
- teen, Vesilivos sdddettiin pH~arvoon 2 10-%: sella kloorivetyhapolla. Sak-
 ka pestiin vedelld ja liuvotettiin dimetyyliformamidiin (380 ml). Kun
livosta oli kisitelty aktiivihiilelld (20 g), 2-etyyliheksanoaatin 30-
%:sta'buta.noliliuosta (130 ml) ja asetonia (5 000 ml) lisH#ttiin perdkkiin
liuvokseen.

‘Smatu sakka kerdttiin talteen, pestiin asetonilla ja liuctetiiin
jiiveteen. Vesiliuos sdddettiin pH-arvoon 2 10-%:sella kloorivetyhapol-
lo. Sakka kerdttiin talteen, pestiin vedellid ja liuotettiin 2-%:geen nate-
riumhyﬂruksidiliuokoeon pHin sddtidmiseksi arvoon.G,B. Liuvos suodatettiin
ja lyofilisoitiin, jolloin saatiin D- o~(5,8-dihydro-2-{4~ ?olwvvlinlwpiw
per&ts1nyy13/n -oksopyrido(2,3-d)pyrimidiini-A- xarbokﬂamldo'wrmhydroksﬁ~
bensyylipenisilliinin natriumsuolaa (78,7 &).

Tdn# yhdiste identifioitiin esimerkin 1 yhdisteen kanssa vertaa-

nalla IR~ ja ¥NMR-spektrejd.

Eaimerkki § .
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" Samalla menettelyllié kuin esimerxkissd 5 kuvattiin, saatiin D-a-

(5,8~-dihydro~2-(4~fornyyli-l-piperatsinyyli)-5-oksopyrido(2,3-d)pyrinidii-

ni-6-karboksamido)-p-hydroksibentsyylipenisilliinin natriumsuolaa (155 g)

_ §,8-dihydro-2-(4-formyyli-l-piperatsinyyli)-5-oksopyridc(2,%-d)pyrimidii-

ni-6-karboksyylihaposta (152 g) ja isobutyyliklooriformaatista (79 ml).

Témd yhdiste identifioitiin esimerkin 1 yhdisteen kanssa vertag-

malla IR- ja NMR-spektreji.

Egimerkki 7
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Samalls menettelyll® kuin esimerkissd 5 kuvattiin, poatiin Deoa-
(5,8-dinydro-2-{4-formyyii-l-piperatsinyyli)-5=-oksopyrido(2,3-d)pyrini-

diini-S-karboksamido)-p-hydroksibenteyylipenisilliinin natriumsuolaa (29 g)
5-okgopyrido(2, 3~d)pyrinidii-

5,8-dihydro-2-{4~formyyii-1- piperstsinyyli)-~5
ni-6-karbokesyylihaposta (30 g) ja sek.-butyyliklooriformaastista (13,7 g).

TEmd yhdiste identificitiin esimerkin 1 yhdisteen kansza vertaa-

malla IR- ja INlMR-spekirejd. -

Egimerkki 8
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© Samalla mene+tnly11é xuin. esimerkissd 5 kuvattiin, paitsi ettd
reaktio suoritettiin -10°C:ssa, saatiin D-u-(5,8-dihydro-2- ~(4-formyyli-1-
piperatsinyyli)~5—oksopyr1do(2;5~d)pyrlmldiln1~6-karbokalamiao)~p—hydrom~
sibensyylipenisilliinin natriumsuolaa (15 g) 5,8-dihydro-2-(4~formyyli=1-
piper&tsinyyli)—5—oksopyrido(2,B-d)pyrimidiini-6~karboksyylihaposta (30 g)
ja 2-etyyliheksanoyylikloridista (19,5 g)e.
Tims yhdiste identifioitiin esimexkin 1 yhdisteen kanssa vertaamal=-

ls IR~ Ja NLR—wpektreJua

Egimexkki 9
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Suspengiota, jossa oli 5,8~dihydro~2n(4—formyyli-l—piperatsinyyli)m
5..oksopyrido(2,3-d)pyrinidiini-6-karboksyylihappoa (3,0 g) ja trietyyli-
emiinia (1,66 ml) kuivatussa dimetyyliformanidissa (50 ml), sekoitettiin
huoneeniimpdtilagsa 30 minuuttia. Heaktios ceokseen lisgdAttiin etyylikleori-
formaattia (1,14 ml) 5-10 °Ciesa ja seosta sekeltettiin tunnin ajan. -

Samella:» suspensiota, Jjossa oli D~g-amino-p-hydroksibentsyylipeni—
silliinid (5,0 &), frietyyliamiinia (2,77 nl) ja vedetdntd magnesiumsul-
featiia (2,0 g) kuivatussa dimetyyliformamidissa (60 ml), sekoitettiin
huoneenlimpitilasss 30 minuuttia ja liukenematon materiaali suodatettiin.
Suodos lisitiiin edells olevssn suspensioon 5-10 °C:ssa ja seosta sekoi-
tettiin viels kaksi tuntiaz. Liukenematon materizali suodatettiin pois ja
cuodokseen lisdttiin natrium~2-ciyyliheksanoaatin 20- s sta npbutanoli-
tivosta (10 ml). Sen jAlkeen etyylieettcxid (500 ml) lisdttiin eiihen.
Spostuneet kiteet kerittiin talteen ja livotettiin veteen (300 ml). Vesi~
liuos tehtiin happameksi laimealla kloorivetyhapolla. Sakka kerattiin talteen,

pestiin vedelld jo kuiveitiin, jolloin snatiin Deo- (5,8-~dihydro~2- ~(4- £Gy-
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nyyli-l-piveratsinyyli)-5-oksopyrido(2,3-d)pyrimidiini-6-karboksamnido)-p~
hydroksibentsyylipenisilliinii (3,4 g).

IR (KBr):V C=0 1770 cm* -
MR (DMSO-dg» § )~ v T T g
Y LN N e
8.10 (1H, s, -N__ N-CHO), 4.19 (1H, s, >C-000-),
| H | . H
t A
' 5.97 (1H, d, J=8Hz, -N-C-CO), 9.12 (1H, s, W)
T O.—_—v‘ e . .

Analyysi: Laskemalls kaavasta C?9H30 8088 3H 0: C, 49, 43, i, 5,15;%
N, 15,90z S, 4,55. Kokeellisesti: C, 49,64; H, 4,91, N, 15,863 S, 4,72, '

Peimerkki 10
0

- S
'__m__ﬂqu’ ~erOOP

ién CO- N N’i I -

-1“H5CO—N
0o ’ s__ CHy
e CONHCHCOMNH -~T/ o,
jizf;?i?"#g§BCOuN€;}\\”“)\% < :'{ A _COONs
O .

Sumpenisiots, Jjosss c¢li 5, 8~dithro—2-(4—asetyyliml~piperatsinyyli)w
S-okpopyrido(2,3-d)pyrimidiini-6-karboksyylihappoa (9,31 g) ja trietyyli-
emniinin (4,98 ml) kuivetussa dikloorimeteanissa (180 ml), sekoitettiin

nyvin hnoneenlémpétilassa tunnin ajan. Suspensicon ligdttiin tipoittain

sy o 4, 0
Jadhdytiien 3%3-5 C:seen vliklooriformaattia (3,42 ml) ja scosta sckoi-
tettiin 3-6%C:oss tunnin ajan. Reaktioseokseen lisdttiin liuwos, Jjossa oli
D»amaminomp~hydroksﬂxﬁmsvv7Jpcnnq1111¢n1a (15 ¢) ja trietyyliamiinia

(7,5 ml) kuivetussa dimetyyiiformamidisse (120 ml} ja masitua geosta se-

koitettiin kslsi tuntia. Liukenematon materisali suodatettiin pois ja
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guodokseen lisittiin perdkkidin natrium-2-etyyliheksanoaatin 20-%: sta n-bu-
tanolilivosta (27 ml) ja asetonia (1 000 ml). Seatu sakka kerittiin tal-
teen suodattamalle js liuotettiin jddveteen. Vesiliuos siédettiin pH-ar-
voon 2 10-%:sella kloorivetyhapolla ja sakka kerdttiin talteen, pestiin
vedelld ja liuotettiin dimetyyliformamidiin (250 ml). Kun dimetyyliform-
amidilivosta oli kidsitelty aktiivihiilells, natrium~2-etyyliheksanoaatin
00-%: ata n-butanocliliuvosta (27 ml) ja ssetonia (1 000 ml) lisittiin pe-
rikkdin liuvokseen. Saokka kerdttiin talteen ja liuotettiin jddveteen. Ve-
pllivos sdddettiin pHuarvoon 2 10-%:sella kloorivetyhapolla. Sacstuneet
kiteet kerdttiin talteen, pestiin vedelld, livotettiin 2«%:seen natrium-
hydroksidiliuokseen ja 1liuoksen pH sé@fdettiln arvoon 6,5. Sastu liuos suodatettiin
ja lyofilisoitiin, jolloin saatiin D--a--(5,8~difiydro~2—(4—asetyyli-l—pipe~°
ratsinyyli)-5-oksopyrido(2,3-d)pyrinidiini~6-karboksanido)~p-hydroksibent-

syylipenieilliinin natriumsuolaa (8,5 g).

IR (KBr): VC=0 1760 cm™*
:NMR (DMSO~d67 6):; o Mﬂxu¥wf.]fff'ff”f;fﬁﬁ_ﬁ_wfx:;;m_,
, ! e —— I
2.05 (zH, s, CH;CO /N—), 3.95 (UH, s, >C-C00-),

N . 5
599 (U, 4, J=80z, -N-CH-C0-), - T
- e - .t -

>~
S
0-
H .
S i
9.12 (1H, s N//]f ) -

Analyysi: Laskemalla kaavasta CBOH51N8088Na'4H20: C, 47,49 H,
5.18; ¥, 14,77; S, 4,23. Kokeellisesti: Cy 47,595 H, 4,95; N, 14,563
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Esimexrkki 11
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kloorivetyhapon (60 ml) ja etanocliin (20 ml) seoksessa, refluksoitiin
120°C: ssa 1,5 tuntia. Jddhdytyksen jélkeen sakka kerdttiin talteen, pes-
tiin vedelld ja sitten kuumalla vedelld ja liuvotettiin 10-%: seen natrium~
hydroksidiliuvokseen., Livkenematon materiaali suodatettiin pois ja suodos
tehtiin happameksi laimealla kloorivetyhapolla. Saatu sakka keréttiin talteen ja
kiteytettiin uudelleen dimetyylisulfoksidista, jolloin saatiin 5,8~dihyda~
rc-2-(4~asetyyli-l-piperatsinyyli)=-5-oksopyrido(2,3-d)pyrinidiini-6-kar-
beksyylihappos (10 g). Sp. 298-300°C,

Suspensiocta, jossa oli 5,8~dihydro~2m(4~asetyyliwlwpiperatsinyyli)«
5-okgopyrido(2,3~d)pyrinidiini-6-karboksyylibappoa (1,57 g) Jja trietyyli-
eniinia (0,7% ml) kuivetusss dimetyyliformamidissa (20 ml), sekoitettiin
huoneenlinpdtilassa 30 minuuttia. Reaktioseokseen lisdttiin etyyliklooxi-
formaattis (0,5 ml) -5 - -10%C: ssa ja seosta sekoltettiin tunnin ajan.

Samalla - suspensiota, jossa 0li Deg—gminc-p-hydroksibenteyylipeni-
eilliinid (2,10 g), trietyyliamiinia (1,05 ml) ja vedettntii magnesiumsul-

faattia (1,0 g) kuivatussa dimetyyliformamidissa (20 ml), sckoitettiin
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huonecenldmpdtilasea 30 minuuttia ja liukenematon materiaali suodatettiin
pols. Suodos lisidttiin edelld olevaan suspensioon ~5 - -10°¢: gsa ja seos-—-
ta sekoitettiin vield kaksi tuntia. Liukenematon materiaali suodatetiiin
pois ja suodokseen lisittiin natrium-2-etyyliheksanoastin 20-%:sta liuos-
ta n-butanolissa (7,5 ml) ja sitten etyylieetterii (200 ml) lisdttiin sii-
hen. Saostuneet kitect kerdttiin talteen ja liuotettiin natriumbikarbonaat-
tiliuokseen. Vesiliuos tehtiin happameksi laimealla kloorivetyhapolla ja sakka
kerdttiin talteen, pestiin vedelli ja kuivattiin, jolloin saatiin D-o-
(S,8~dihydro«2—(4«aéetyyli—l—piperatsinyyli«5~oksopyrido(2,3~d)pyrimidii~
ni-6-karboksamido )-p-hydroksibentsyylipenisilliinii (1,35 g).

TR (KBr): VY (=0 1770 em L

( () \/ * ] ll‘ O b] 3 / b)

_ . - H
. . , . 1
5.78 (1H, d, J=8Hz,  N-C-CO- ),

<3

9 12 (lH, s, N I/
I Y SN~
Analyysi: lLaskemalla kaavasta C30 2\‘8088 4H20: C, 48,913 H, 5,47;
N, 15,215 S, 4.35. Kokeellisesti: C, 48, 81 H, 4,993 N, 14,783 S, 4,19.

Faimerkki 12

"'O SR S s oo

N \J/\ICOONH
CH CO N, N e im,_¢,”,w o
ST T Ty ‘/‘\ - CORHCIICONT ——— 4011.,

U .~>~Mm~»<+—m~ﬂ"“”“';' < p qw*m*-COONa
CILCO-N WM /[ 0/ f
: ol



39
" Samalla menettelylli kuin esimerkissi 1 kuvattiin, saatiin De-o-
(5,8—dihydrow2-(4~asetyyli~l-pi§eratsinyyli)—5—oksopyrido(é,3~d)pyrimidii~
ni~6—karboksamido)»p»hydroksiﬁeﬁsyylipenisilliinin ngtriumsuolag D-g-amino-
p~-hydrokgibentsyylipenigilliinisti ja N-(S,8-dihydro-2—(4—asetyylinl~piw
peratsinyyli)~5-oksopyrido(2,3~d)pyrimidiini-6-karbonyylioksi)sukkinimi~

-Ailatd.
Tadmd yhdiste identifioitiin esimerkin 10 yhdisteen kanssa vertszo~

‘malla IR- ja NMR-gpektreji.

Esimerkki 13%
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Samalls menettelylld kuin esimerkissid 5 kuvattiin, saatiin D-o-
(5,8-dihydro-2-{4~asetyyli-l-piperatsinyyli)-5-oksopyrido(2,3~d)pyrini-
diini-6~karboksamido)~p-hydroksiventeyylipenisiliiinin natriumsuolas 5,86-
dihydro-2-(4~apetyyli-lepiperateinyyli)-S~oksopyrido(2,3-d)pyrimidiini-
6-karboksyylihaposta ja isopropyyliklooriformaatista.

Témid yhdiste identifiocitiin esimerkin 10 yhdisteen karnssa vertada-

mglla IR ja IPMR-gpektreji.
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Esimerkki 14
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Suspensiota, jossa oli 6-aminopenisillaanihappoa (0,43 g) ja ¥,0
bis(trimetyylisilyyli)asetsnidia (0,5 ml) kuivatussa dimetyyliformamidis-
o (10 ul), sekoitettiin huoneenlimpdtilassa puoll tuntia. Saatuun liuvok-

scen lisititiin D-o~(5,8-dihydro~-2~(4~Fformyyli-l-piperatsinyyli)-5-oksony~

rido(2,3~d)pyrimidiini~6-karboksasmido)=-p-hydroksifenyylietikkahappoa
(0,9 g} ja seos jadhdytettiin jibhauteella. Seokseen lisdttiin disyklo-

hekagyrlilarbedi~imidia (0,6 g). Reaktioseosts pidettiin 0-5 °C:gea tunnin
ajan ja snnettiin sitten seistd huoneenlémpbtilaessa kolme tuntia. Sakka
guodatettiin pois ja suodokscen lisittiin jddvetts (50 ml). Vesiliuvos
gildettiin pHearvoon 2 10-%:sells kloowivetyhapolla. Sakka kerdttiin tal-
teen js liuvotettiin 3-%:scen pnatriumbiksrbonsettiliuvokseen. Liukenematon
meteriaali suodatettiin pois ja suodog sHddettiin pH-arvoon 2 10-%: seila
kloorivetyhapolla samslla jiihdytiien. Sakka kervdttiin talieen, pestiin
vedelii Jja liuvotetiiin 2-%tseen natriumhydroksidiliuokseen, Veeiliuos s
dettiin pH-srvoon 6,5, suodatettiin ja lyofiliscitiin, jolloin saetiin
ja LmaukS,8~dihydzca2m(4mformyylim1upiperatsinyyli) ~okgopyrido(2,3-d )=
ur

pyxT rimldiini-6-karboksamido j~-p~hydroksibentcyylipenisilliinin natriuvmsuvolaa,

(57 = 4120°  (C=1, HL0)

IR (¥Br):V =0 1760 em™t

1NMR (DMSO~d656 )
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Seokseen, jossa o0li 6-~aminopenisilliaanihappoa (0,65 g) ja trime-
tyylisilyylikloridia (0,76 ml) kuivatussa dikloorimetazzonissa (20 ml1), li~
sittiin trietyyliamiinia (0,83 ml) 0-5%°C:ess

e o
Ceasa

Jja seoanta sekoitettiin O- )
puoli tuntia. Seokseen lisittiin N-(D-(5,8-dihydro-2-(4~formyyli-1-

t
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piperatsinyyli)-5-oksopyrido(2,3-d)pyrinidiini-6-karboksamido)-p-hydrok-
sifenyyliasetoksi)sukkinimidia (1,1 g) ja trietyyliesmiinia (0,3 ml).

Seosta sekoitettiin 0-10%C: 5382 tunnin ajan ja annettiin sii{ten
seistd yli yon huoneenlidmpdtilassa. Reaktioseos uutettiin 3-%:sella nat-
riumbikerbonzattiliuoksella ja uvute ééédettiin pH-arvoon 2 10-%:sella
klooxrivetyhapolla.

Sakks kerdttiin talteen ja liuotettiin pieneen miAdrdin dimetyyli-
formamidia. Natrium-2-ctyyliheksancaatin 30-%:sta liuosta (1 ml) ja sen
jilkeen asetonia (50 ml) lisdttiin liuokseen. Sakka kerdttiin falteen ja
livotettiin jiddveteen. Vesiliuos sdddettiin pH-arvoon 2 10-%:sella kloo-
rivetyhapolla. Sakka kerittiin talteen, pestiin vedelld ja liuotettiin
2-%: seen natriumhydroksidiliuokseen. Liuos sdddettiin pH-axrvoon 6,5, suo-
datettiin ja lyofilisoitiin, jolloin saatiin D- ja L---(‘j,8-—(1:’Lhyc’1ro~u2»—(4--=
formyyli»l«piperatsinyyli)—5~oksopyrido(2,3~d}pyrimidiini—6mkarboksamido)~
p«hydioksibaﬁsyylipenisilliinin natriumsuolaa.

Tsmi yhdiste identifioitiin esimerkin 14 yhdisteen kanssa vertaa-

-malls IR~ ja NMR-gpektreji.

Reimerkki 16
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Semalla menedtelylld kuin esimerkissi 15 kuvaitiin, seatiin D~ Ja
Lmdw(S78wdihydro~2m(4wusetyyli«lwpiperatsinyyli) ~oksopyrido(2, 5=d)pyri-
nidiini-G6-kerboksamino)~p-hydroksihentsyylipenicilliinin natrivmsuolaa G
gminopenisilisenihaposte ja F=(D-0-(5,8-3ibydro-2-(4~acectyyli-Llopiperat-
ginyyli)~5- selksopyrido(2, 3-d)pyrinidiini-6-ka arbokpamido)~p-hydroksifenyy-

liansetokei)sukkinimidisti,
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Seuraavat vertailuesimerkit 1 Jja 2 esittivit keksinndn suojapiirin ulko-
puolella olevien yhdisteiden valmistusta, jota ei vield ole julkaistu. Niiti yhdis-
teitd kdytetddn keksinndn mukaisten uusien penisilliiniyhdisteiden farmakoclogis—

ten valkutusten arvioimiseen.
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Susgpensgioon, jossa oli 5,8-dihydro-2-pyrrolidiino-~5-oksopyxrido-
(2,3~d}pyrimidiini—G-karboksyylihappoa (1,29 g) js trietyyliamiinia
(0,73 ml) kuvivatun heksametyylifosforiamidin (25 ml) ja kuivatun dikloo-
rimetasnin (5 ml) scoksessa, lisittiin etyyliklooriformsatiia (0,5 ml)
-8 - =10Csssa Ja seosta sekoitettiin tunnin ajan -8 - 0°C:ssa. Seokseen
lisgttiin sitten 0-10%C:asa livos, jossa o0li D-u-amino-p-hydroksibentsyy-
lipenisilliinii (2,10 g) ja trietyyliamiinia (1,0 ml) heksametyylifcosfo-
ricumidin (20 ml) ja dikloorimetaanin (10 ml) seoksessa, ja seosta sekoi-
tettiin tunnin ajan., Sen Jdlkeen. kun seokseen oli 1lisdtiy dikloorime-

taania (40 ml) ja jdivettd, se sdidettiin pH-srvoon 2 10-%:sella kloori-

©

vetyhapolla. Orgaaninen kerros erotettiin, pestiin vedelld ja uutettiin
kyllisteltylld notriumbiksrbonasttilivoksella. UTute siidetiiin pd-arvoon
1,5 10-%:sella kloovivetyhapolla. Sakka kerdttiin talteen sucdattamalla,
pestiin vedelld ja kuivattiin, jollioin ssatiin De-(5,8-dihydrc=2-pyrroli-
diino-5-ocksopyrido(2,3-4)pyrinidiini~6-karboksamido)~p~hydroksibentayyli-

penisilliinii (1,6 g).

TR (FBr): V) 0=0 1770 cm

NMR (DMBC-dgs § )
’ ]
4.20 (1H, s, DCH-CO0-), 5.78 (1H, d, J=8Hz, -N-CI-CO-)

]
;>|
H ‘:
- g “ Y
9.06 (1, 5, E/ﬂ )
g SN



-
P

Anglyysi: Laskemalla kaavasts 028H29N7 79'3H20: ¢, 50,8%; H, 5,23; N,

14,82; S, 4,85. Kokeellisestis C, 51,07; H, 4,873 N, 15,13; S, 4,79.

Vertailuesimerkki 2

CH; - H SRS /CH5

SRR N CONHCHCONH Ml/sw\“ CH

3 " CH}\Nji \ B "/j N ——cob
3 Tk e b

S ()II

Samalla menettelylld kuin vertailuesimerkissi 1. egitettiin, saa-
tiin D-a~(5,8-dihydro-2~dimetyylismino-5-oksopyrido(2,3-d)pyrinidiini-6e=
karboksamido )-p-hydroksibentsyylipenisilliinid (0,56 g) 5,8-dihydro-2~di-
netyylianino-5-oksopyrido(2,3-4d)pyrinidiini-6~karboksyylihaposta (1,18 g)
Jo Deq~amino-p-hydroksibentayylipenisilliinista (ly58 £)e

IR (EBr):yC=0 1770 em”

MR (Dl’l 50 d/ s S\ -

t _
T s.78 (AH, 4, J-8lz, ~N-CH-CO-), 9. 05 (1H, S, 'f]/)
. i

Analyyei: Leskenalla kaavasta

N, 15,42; 5, 5,04 Kokeellisestis



Patenttivaatimus:

Menetelmd bakteereja tappavan, kaavan I mukaisen &'-/5,8-di-
hydro—Z—(4—asyyli~l—piperatsinyyli)—S—Okso—pyridoza,3—@7pyrimidiini—
6—karboksiamidq7-p—hydroksibentsyylipenisilliﬁnin ja sen myrkyttOmén

farmaseuttisesti hyvédksyttdvdn suolan valmistamiseksi,

0 H, _
.S <, 3
: CONHC HCONH———————[/
‘ . H I
/N g// l Y N ééo% )
R-N N NS N O' -
OH

jossa kaavaséa R on formyyii— tai asetyyliryhmd, t unne t tu
siitd, etta

A) annetaan kaavan II mukaisen yhdisteen

COOH :
/ N /j/\‘/ ‘ (T1)

R~

jossa R on sama kuin ylld mddriteltiin, tai sen suolan tai reaktio-
kykyisen karboksyylijohdannaisen reagoida kaavan III mukaisen 6€-of

amino-p-hydroksibentsyylipenisilliinin kanssa

HZNCHCONH‘~—r——-—f/‘ \\<<i _
ci, (I1T)

= N COOH
O(

OH



tai sen suolan tai johdannaisen kanssa, tai

B) annetaan kaavan V mukaisen yhdisteen

CONHCHCOOH (V)
/

OH

jossa R on sama kuin yl14 mi&riteltiin tai sen suclan tai reaktio-
kkaisen karboksyylijohdannaisen reagoida 6—aminopenisiliaanihapon
tai sen suolan tai johdannaicen kanssa,

ja tarvittaessa reaktiotuote hydrolysoidaan tai katalyytti-
sesti hydrataan, ja

haluttaessa reaktiotuqte muutetaan myrkyttdmiksi, farmaseut-

tisesti hyvéksyttdviksi suolaksi.



Patentkrav:

Forfarande for framstélining av ett antibakteriellt ~(-/5,8-
dihydro—Z—(4—acyl—l—piperazinyl)—5—oxopyrido[§,3-@]pyrimidin—6—

karboxamido/-p-hydroxibensylpenicillin med formeln I

1

CONHCHCONH——m—————«/S\\TC:C (I)
//\\g dfl COOH

9

OH

vari R &r en.formyl- eller acetylgrupp, eller ett giftfritt, farma-
ceutiskt godtagbart salt ddrav, k @ nne t e c knat ddrav, att

man

A) oms&tter en fO8rening med formeln II

COo0H

A
T o

vari R dr som ovan definierats, eller dess salt eller dess reaktiva
derivat vid karboxylgruppen, med ett 6-c-amino-p-hydroxibensyl-

penicillin med formeln III

) P S CH3
HZNCHCONH-—~ “
| l "3 (T11)
i N COOH



eller dess salt eller derivat, eller

B) omsdtter en forening med formeln V

NZ CONHCHCOOH (V)

el N ]

_/ H

OH

vari R dr som ovan definierats, eller dess salt eller dess reaktivé
derivat vid karboxylgruppen, med en 6-aminopenicillansyra, eller
dess salt eller derivat, och

ifall nédvéndigt hydrolyserar eller katalytiskt hydro-
genolyserar reaktionsprodukten, och ‘

ifall Onskvidrt, omvandlar reaktionsprodukten till ett gife-

fritt, farmaceutiskt godtagbart salt.



numeron

(esim. saksal. Offenlegungsschrift)

Merkitse hakemusjulkaisun

utus- ja patenttijulkaisun numeron eteen K Ja P.
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