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Den foreliggende opfindelse angér en analogifremgangsmide til frem—
stilling af hidtil ukendte substituerede quinoxaliner med den i
kravet angivne almene formel I, hvori R betegner et hydrogenatom
eller en alkylgruppe med 1 til 5 carbonatomer. De omhandlede
quinoxaliner er nyttige til bekampelse af kolera.

Kolera er en starkt smitsom sygdom, der fremkaldes af en
vibrio-organisme. Selvom smitten kan spredes ved kontakt mellem
personer, er den mest almindelige smittekilde forurenede vand-
forsyninger, idet forureningensadvanligvis stammer fra spildevand,
der indeholder organismen. Kolera bekampes almindeligvis ved admini-
strering af egnede medikamenter til den eller de personer, som

lider af sygdommen. Der er imidlertid mange fordele ved at behandle
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udsatte personer profylaktisk og behandle det forurenede vand for
at forhindre eller i h¢j grad formindske sygdommens forekomst.

Opfindelsen bygger p& den erkendelse, at substituerede
quinoxaliner (i det fglgende betegnet som "Cc-forbindelser") med
den i kravet anfgrte almene formel I, hvori R betegner et hydrogen-
atom eller en alkylgruppe med 1-5 carbonatomer, f.eks. en ethyl-
eller propylgruppe, er nyttige til bekampelse af kolerafremkaldende
organismer. De er isa@r nyttige til profylaktisk administrering f¢r
udviklingen af symptomerne pd kolera.

' De omhandlede C-forbindelser indbefatter, men er ikke begran-
set til

Cco-1: 2-[2-(2-amino-4-pyrimidinyl)ethenyl]-quinoxalin-

1,4-dioxid

COo-2: 2—[2—(2—amino-6—methyl—4—pyrimidinyl)éthenyl]-quinoxalin—

1,4-dioxid.

Fremgangsmiden ifglge opfindelsen er ejendommelig ved, at man
i et molforhold p& i det vasentlige 1:1 omsatter gquinoxalin-
di-N-oxid-2-carboxyaldehyd eller en lavere alkyl-acetal heraf
og en forbindelse med den i kravet anfgrte almene formel II, hvori
R har den ovennavnte betydning, i narvarelse af en stark syre som ka-
talysator.

Omsatningen udfgres fordelagtigt i et passende oplgsningsmiddel, f.eks.
en lavere alkansyre, sésom myresyre eller eddikesyre. Omsztningen fore-
tages ved reaktionstemperaturer, der er tilstrakkelige til at fa
reaktionen til at forlgbe, og disse temperaturer kan ligge i omradet
fra omgivelsernes temperatur, f.eks. OOC, til forhgjede temperaturer
f.eks. 80°C eller mere, og ligger f.eks. fortrinsvis fra ca. 25
til 50°C eller mere. Nir reaktionen er endt, f.eks. efter ca. 10
£il 24 timers forlgb, udvindes produktet fordelagtigt ved at kry-
stallisere det af vand.

Til udfgrelse af fremgangsmdden ifglge opfindelsen egnede
katalysatorer er almindeligt kendt som starke syrer, og en vilkérlig
kendt sterk syre kan anvendes. Egnede starke syrer indbefatter,
men er ikke begranset til saltsyre, hydrogenbromidsyre, svovlsyre,
salpetersyre, arylsulfonsyrer, f.eks. toluensulfonsyre, eller tri-
chloreddikesyre. Syrerne anvendes almindeligvis i et mengdeforhold
p& ca. 0,5 til 2 mol syre pr. mol quinoxalin-udgangsforbindelse.

Det som udgangsmateriale til fremstilling af de omhandlede
forbindelser anvendte quinoxalin-di-N-oxid-2-carboxyaldehyd og

dets acetaler er kendte forbindelser. Acetalerne kan fremstilles
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efter den fremgangsmdde, der er angivet af Haddadin et al., britisk
patentskrift nr. 1.305.128, eksempel XIII. Aldehydet er beskrevet
i USA-patentskrift nr. 3.371.090.

De som udgangsmaterialer anvendte pyrimidinforbindelser er
ligeledes kendte. De fés i handelen, og den sadvanlige kommercielle
kvalitet er egnet. De skal fortrinsvis vare af god kvalitet, fri
for skadeligt materiale.

De omhandlede C-forbindelser er nyttige til bekampelse af
kolerafremkaldende organismer, f.eks. vibrio-organismer. Forbindel-
serne har en lav toxicitetsgrad og er egnet til anvendelse ved
oral administrering til profylaktisk bekampelse af kolera. De er
fordelagtige derved,at de ikke blot bekanper kolerafremkaldende organis-—
mer, men selektivt kan bekzmpe de kolerafremkaldende organismer uden
i skadelig retning at p&virke den g¢nskede balance af organismer i
et milieu, f.eks. det menneskelige biologiske system.

Fremgangsmaden ifglge opfindelsen belyses narmere ved hjalp

af de efterfglgende eksempler.

Eksempel 1

Til en reaktionsbeholder sattes 15 ml 99%'s myresyre, 1,15 g
g 96%'s svovlsyre, 1,09 g (0,01 mol) 2-amino-4-methylpyrimidin og
2,36 g (0,01 mol) quinoxalin-di—N-oxid-2-carboxyaldehyd-dimethyl-
acetal. Blandingen opvarmedes til 45 til 50°¢ og holdtes ved denne
temperatur i 10 timer. Den afkgledes derpd og fortyndedes med 35 ml
koldt vand, og pH-vaerdien indstilledes pd ca. 5 med natriumhydrogen-
carbonat. Der dannedes et gult, krystallinsk bundfald. Det frafiltre-
redes og vaskedes med vand. Der opnéedes 1,8 g, 64% udbytte, af 2-
[2-(2—amino-4—pyrimidinyl)—ethenyl]—quinoxalin*l,4—dioxid, smp.
237-239°C under sgnderdeling.

Produktet, der for nemheds skyld betegnes Co-1, afprgvedes
mod fem stammer af vibrio cholerae ved koncentrationer p& 10, 30
og 100 mikrogram pr. ml. Resultaterne er anfgrt i tabel 1.

Der udfgrtes ogsd pregver for at se, om forbindelsen var effek-
tiv mod vibrio cholerae El Tor Ogawa 6 i narvarelse af kloakvand.
Kloakvandsprgver opndedes fra kloaksystemet i byen Modena 1 Italien.
De centrifugeredes til fraskillelse af faste stoffer, og den over-’
liggende vaske anvendtes til prgverne. Resultaterne er anfgrt i
tabel 2. Ved 10 pg/ml af CO-1 var der ingen vekst af 3 af organismer-—
ne efter 48 timers forlgb og kun graznsevakst af de gvrige to ved
100 pug/ml.
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Forbindelse CO-1 administreres til mennesker, der er udsat
for kolera under epidemiske betingelser, i doser pa fra 0,3 til 5 g
pr. person pr. dag i 3-5 dage. Ingen af de behandlede personer bliver
smittet, men talrige personer, med hvem de er i daglig kontakt,
bliver derimod smittet. Det fastslds, at CO-1 er effektiv ved oral
administrering som et profylaktisk middel til forhindring af kolera.
CO-1 er ogsd fordelagtig derved, at den selektivt bekamper kolera,
f.eks. hzmmer vaksten af kolerafremkaldende mikroorganismer, uden
i skadelig retning at pavirke organismerne i det menneskelige biolo-

giske system.

Eksempel 2

Til en reaktionsbeholder sattes en oplgsning af 1,15 g 96%'s
svovlsyre i 25 ml eddikesyre, 1,23 g (0,01 mol) 2-amino-4,6-
dimethylpyrimidin og 1,9 g (0,0l mol) 2-formyl-quinoxalin-di-N-oxid.
Blandingen opvarmedes til 4OOC i 16 timer, afkgledes derpa, fortyn-
dedes med vand og indstilledes p& pH 5 med natriumhydrogencarbonat-
oplgsning. Det dannede gule, krystallinske bundfald frafiltreredes
og vaskedes til opndelse af 2,1 g, 71%'s udbytte, af 2-[2-(2-
amino~6-methyl-4-pyrimidinyl)-ethenyl]-quinoxalin-1,4-dioxid, der
for nemheds skyld betegnes som CO-2. Det smelter ved 240°C under
sgnderdeling.

Produktet afprgvedes mod de 5 stammer af vibrio cholerae som
beskrevet i eksempel 1. Resultaterne er anfgrt i tabel 1. Der var
ingen vakst efter 48 timers forlgb af tre af organismerne ved
10 pg/ml af CO-2 og kun graznsevakst af de ¢vrige to ved 100 pg/ml.

Forbindelsen CO-2 afprgves for toxicitet pd samme made
som beskrevet for CO-1 i eksempel 1. Der opnds tilsvarende resulta-
ter, som viser, at forbindelsen er egnet til profylakse.

Forbindelse CO-2 administreres til mennesker, der er udsat
for kolera under epidemiske betingelser, i doser pd fra 0,3 til 5 g
pr. dag i 3-5 dage. Ingen af de behandlede personer bliver smittet,
men talrige personer, med hvem de er i daglig kontakt, bliver derimod
smittet. Det fastslds, at CO-2 er effektiv ved oral administrering
som et profylaktisk middel til forhindring af kolera.

Forbindelser, der indeholder henholdsvis 6-ethyl-, 6-propyl-,
6-butyl- og 6-pentyl-substituenter i stedet for 6-methyl-substituen-

ten kan ligeledes anvendes som profylaktisk middel.
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Tabel 2

Prgve Koncentration Virkning efter
af Co-1 24 timer 48 timer 5 dage

Kontrol + - +++ +++ +++
Vibrioner

Kloakvand - ——

Kloakvand +
Vibrioner - +++ +++ +++

Kloakvand +
Vibrioner 5 y/ml —_— _— _—

Kloakvand +
Vibrioner 10 y/ml -— - _—

Kloakvand +
Vibrioner 20 Y/ml - - _—

Kloakvand +
Vibrioner 30 y/ml _— —_— —_—

+++ : kraftig bakterievakst
-—- : ingen bakterievakst

Forbindelsen afprgvedes for akut toxicitet ved forskellige
administreringsméder pd fire dyrearter, nemlig mus, rotter, marsvin
og kaniner. Forbindelsen viste sig at have en lav toxicitetsgrad.

Prgveresultaterne er anfgrt i nedenstdende tabeller 3, 4,5 og 6.

Tabel 3
Akut toxicitet af CO-1 hos hunmus

Dosis Dgde/behandlede dyr efter
mg/kg 1 dag 2 dage 4 dage 7 dage
Endoperitoneal adminstrering
2000 . 6/6 6/6
1000 6/6 6/6
500 6/12
250 0/18
Oesophageal administrering
0 (x) 0/6
4000 1/12 1/12
2000 0/12
1000 0/12

(x) Ved gastrisk sondeindgivning og kun af bareren.
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Tabel 5
Akut toxicitet af CO-1 hos marsvin ved
oesophageal administrering

Dosis
mg/kg Dgde/behandlede inden for 21 dage
500 0/4
1000 1/4
2000 5/6
4000 6/6
0(x)

(x) Kun bareren blev administreret.

Tabel 6

Akut toxicitet af CO-1 hos kaniner ved
oesophageal administrering

Dosis Dgde/behandlede Legemsvagt i g (m+SE)
mg/kg inden for 7 dage Start Afslutning
2000 o/2 * 2250-2150 2180-2140
1000 0/4 2037%104,3 1922,5+71,5
0(x) 0/4 2135+75 2262+215
500 0/2 2000-2100 1650-1550

(x) Kun bareren blev administreret

# Der var to dgde ud af syv behandlede dyr inden for 4 dage.

I betragtning af de gunstige data for akut toxicitet blev
forbindelsen administeret oralt i sub-akutte, men forholdsvis
store doser til mus og rotter i 15 dage. Der opsamledes data ved-
rgrende virkningerne pd dg¢delighedstallet, vagten, lever og nyrer.

Disse data er anfgrt i nedenstdende tabeller 7 og 8.
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Tabel 8
Subakut toxicitet af CO-1 hos hunrotter
Daglig dosis: 2 g/kg/dag af CO-1 ved gastrisk sondeindgivning

i 21 dage
Oral behandling Dgde/ Legemsvagt i g (m+SE)
behandlede Start Afslutning
Barer 2/6 (x) 200,0+4,1 233,2+5,1
co-1, 2 g/kg/dag 1/6 (x) 204,1+2,0 210,6+9,6

(x) Dgd fordrsaget ved en fejltagelse vedoesophagus incannalutation.
Denne diagnose blev bekraftet ved undersggelsen efter dgdens
indtraden.

Daglig dosis: 2 g/kg/dag af CO-1 ved gastrisk sondeindgivning

i 21 dage

Oral behandling Gennemsnitlig procentisk vaegt af friske organer (m+SE)

Lunge Lever Nyrer
Berer
(3 dyr) 0,85+0,06 3,45+0,07 0,95+0,04
Cco-1
(5 dyr) 1,07+0,09 NS 4,54+0,10 HS (%) 1,044+03 NS

(x) Dpd forarsaget ved en fejltagelse vedoesophagus incannalutation.
Denne diagnose blev bekraftet ved undersggelsen efter dgdens

indtraden.

I betragtning af den gunstige subakutte toxicitet undersggtes

den kmniske toxicitet hos hunmus. Resultaterne er anfgrt i neden-

stdende tabel 9.
I betragtning af de gunstige resultater med hensyn til

kronisk toxicitet udfgrtes der en teratogenetisk undersggelse med
hanlige og hunlige mus og rotter. Antallet af levendefgdte unger
var sammenligneligt med det for kontroldyrene opndede. Der
observeredes ingen misdannelser i nogen af grupperne. Dataene

er anfgrt i nedenstdende tabel 10O.
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Tabel 9

Kronisk toxicitet hos hunmus

Daglig behandling ved gastrisk sondeindgivning i

18 uger (4,5 méneder)

a. Dgdelighed og legemsvagt

Oral behandling Dgde/ Legemsvagt i g {(miSE)
behandlede Start Afslutning
Barer 3/10 28,2+1 33,0+1,1
C0-1,500 mg/kg/dag 2/10 30,4+0,9 30,0+0,7
co-1,250 mg/kg/dag 0/10 27,3+0,5 26,7+0,7

b. Urinekskretion. Urinmengde udskilt af 6 dyr pd 6 timer

Oral behandling Urinmangde (ml)
Kontrol 6
Cco0-1,500 mg/kg/dag 7
co-1,250 mg/kg/dag 6,5

c. Blodglucose. Middelvardier for 6 dyr. Blodprgver blev taget

24 timer efter sidste dosis

Oral behandling Blodglucose
Kontrol 1,14
co-1, 500 mg/kg/dag 1,06
Co-1, 250 mg/kg/dag 1,10

d. SGPT og SGOT. Middelvardier for 6 dyr. Blodprgver blev taget

24 timer efter sidste dosis

Oral behandling Enheder/ml

SGOT SGPT
Kontrol 125
co-1, 500 mg/kg/dag 159 6
Co0-1, 250 mg/kg/dag 118

e. Frisk vagt af organer

Oral behandling Vagtforhold mellem frisk organ og legeme (m+SE, 4 dyr)
Nyrer Hijerte Lever Lunger
Kontrol 0,938+0,044 0,481+0,055 4,57+0,15 0,674+0,044

co-1,500 mg/kg/dag 1,07+#0,04 0,47 +0,02  4,66+0,91  1,011#0,110
co-1,250 mg/kg/dag 0,87+0,08 0,60+0,08  4,57+0,25 0,731#0,035
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PATENTEKRAYV
Analogifremgangsmdde til fremstilling af substituerede guin-

oxaliner med den almene formel

Q NH,

N

XN N7 TN
l 1

CH=CH R

; 7

hvori R betegner et hydrogenatom eller en alkylgruppe med 1-5
carbonatomer, k end e t e g ne t ved, at man i et molforhold

N\

pd i det vasentlige 1l:1 omsatter quinoxalin-di-N-oxid-2-carboxy-
aldehyd eller en lavere alkyl-acetal heraf og en forbindelse med

formlen

II
H3C R

hvori R har den ovennavnte betydning, i nervarelse af en stark

syre som katalysator.
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