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Antibakteerista aktiivisuutta omaava 7-(pyridinyyli)-1-
alkyyli-1,4-dihydro-4-okso-3-kinoliinikarboksyylihappo ja

sen valmistus

Tdmd keksintd koskee uutta 7-(pyridinyyli)-l-alkyyli-
l,4-dihydro-4-okso-3~kinoliinikarboksyylihappoa, sen sucloja
ja valmistusta, jolla yhdisteelld on k&yttdd antibakteerise-
na aineena.

GBwpatenttijulkaisussa 822 586 on esitetty I} metyyli-
4-kinoloni-3-karboksyylihapon (vaihtoehtoinen nimitys:
1,4-dihydro-l-metyyli-4-okso-3~kinoliinikarboksyylihappo)
nitraus saattamalla se reagoimaan huoneen ldmpétilassa
nitrausaineen kanssa, joka sisdltdi vedetdntd typpihappoa
yhdessd muun vedett&mdn mineraalihapon, esimerkiksi rikki-
hapon tai fosforihapon kanssa, l-metyyli-6-nitro-4-kinoloni-
3-karboksyylihapon (vaihtoehtoinen nimitys: 1,4<dihydro-1-
metyyli-6-nitro-3-kinoliinikarboksyylihappo) tuottamiseksi.

GB-patenttijulkaisu 830 832 esittdd l-alkyyli-4-ki-
noloni-3-karboksyylihappo- ja antibakteerisina aineina.
Valaisevia esimerkkejd ndistd yhdisteistd ovat l-etyyli-
6-nitro-4-kinoloni-3-karboksyylihappo (esimerkki 18), joka
valmistettiin nitraamalla l-etyyli-4-kinoloni-3-karbok-
syylihappo huoneen l&mpbtilassa vidkevin typpihapon ja vé-
kevdn rikkihapon seoksella, ja l-etyyli-6-fluori-4-kino-
loni-3-karboksyylihappo (esimerkiksi 17) (vaihtoehtoinen ni-
mitys: l-etyyli-1,4-dihydro-6-fluori-4-okso=-3-kinoliini-
karboksyylihappo) joka valmistettiin kuumentamalla 3-etoksi-
karbonyyli-6-fluori-4-hydroksi~kinoliinia dietyylisulfaatin
kanssa natriumhydroksidin vesiliuoksessa.

US-patenttijulkaisu 3 753 993 esittdd antibakteerisina
aineina l—alkyyli—i,4-dihydro-4—okso-7~(pyridinyyli)—3—ki—
noliinikarboksyylihappoja. Ndist#d yhdisteisti esimerkkejd
ovat l-etyyli-1,4-dihydro-7-(2,6~dimetyyli-4-pyridinyyli)-
4-okso-3-kinoliinikarboksyylihappo (esimerkiksi 6A, tunnetaan

myds nimelld Win 35 439), joka valmistettiin vaiheittain
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seuraavasti: ensin 4-(3-aminofenyyli)-2,6~dimetyylipyri-
diini saatettiin reagoimaan dietyylietoksimetyleenimalo-
naatin kansaa dietyyli-3-(2,6-~dimetyyli-4-pyridinyyli)
anilinometyleenimalonaatiksi (esimerkiksi 6B), jota sitten
kuumennettiin difenyylin ja difenyylieetterin eutektisessa
seoksessa (Dowtherm A), jolloin saatiin etyyli-1l,4-dihydro-
7-(2,6-dimetyyli-4-pyridinyyli)-3-kinoliinikarboksylaattia
(esimexrkki 6C), ja kuumentamalla sitten tdtd esterid
etyylijodin kanssa dimetyyliformamidissa vedettdmdn kalium-
karbonaatin l&dsndollessa saatiin l-etyyli-1,4-dihydro-7-
(2,6-dimetyyli-4-pyridinyyli) ~4-okso-3-kinoliinikarboksyyli-
hapon etyyliesteri (esimerkiksi 6A), joka hydrolysoitiin
vastaavaksi hapoksi . Tdssd patentissa on esimerkissd 1A
esitetty myds l-etyyli-l,4-dihydro-4-ckso-7-(4-pyridi-
nyyli)-3-kinoliinikarboksyylihappo, jonka geneerinen nimi
nykyisin on rosoksasiini tai joka tunnetaan my®s nimelld
Win 35 213.

US-patenttijulkaisussa 3 907 808 on esitetty antibak-
teerisinia aineina kéytettdvid l-alkyyli-1,4-dihydro-4-okso-
5(tai 6)-(halogeeni, alempi-alkyyli tai alempi-alkoksi)-
7-(pyridyyli)-3-kinoliinikarboksyylihappoja. Ndistd yhdis-
teistd esimerkkind on 7-(3,5-dikarboksi-2,6-dimetyyli~4-py=-
ridinyyli)-l-etyyli-é6-fluori-1,4-dihydro-4-okso-3-kino-
liinikarboksyylihappo (esimerkiksi 57A), joka valmistet-—
tiin 6 vaiheessa l&htien 2-fluori-5-nitrobentsaldehydistd
seuraavasti: () seosta, joka sisdlsi 2-fluori-5-nitro-
bentsaldehydid, metyyliasetoasetaattia, metanolia ja vi-
kevdd ammoniumhydroksidia, keitettiin palautusj&dhdyttden,
jolloin saatiin dimetyyli-4-(2-fluori-5-nitrofenyyli)=~1,4-
dihydro-2,6-dimetyyli-3,5-pyridiinidikarboksylaatti(esi-
merkki 57B); 2) esimerkin 57B yhdiste hapetettiin 4-m typ-~
pihapolla dimetyyli-4-(2-fluori-5-nitrofenyyli)-2,6-dime-~
tyyli-3,5-pyridiinikarboksylaatiksi (esimerkiksi 57C); 3)
esimerkin 57C yhdiste hydrattiin katalyyttisesti dimetyyli-
4-(5-amino-2-fluorifenyyli)-2,6-dimetyyli-3,5-pyridiinikarbok-
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sylaattiksi (esimerkki 57D); 4) esimerkin 57D yhdiste
saatettiin reagoimaan dietyylietoksimetyleenimalonaatin
kanssa jolloin saatiin 3-(3,5-dikarbometoksi)=-2,6-dime-
tyyli-4-pyridinyyli)-fluorianilinometyleenimalonaatti
(esimerkki 57E); esimerkin 57E yhdistett&d kuumennettiin
Dowtherm A:ssa, jolloin saatiin etyyli-7-(3,5-dikarbo-
metoksi-2,6-dimetyyli-4-pyridinyyli)-6-fluori-1,4-dihyd-
ro-4-okso-3-kinoliinikarboksylaatti (esimerkki 57E); Jja
6) esimerkin 57FE yhdistettd kuumennettiin etyylijodidin
kanssa dimetyyliformamidissa vedettdmdn kaliumkarbonaatin
ldsndollessa, ja saatu yhdiste saippuoitiin, jolloin saa-
tiin 7-(3,5-dikarboksi-2-6-dimetyyli-4-pyridinyyli) -
l-etyyli-6-fluori-1,4-dihydro-4-okso-3-kinoliinikarbok-
syylihappo (esimerkki 57A). Tdmdn patentin esimerkissi
56F on kuvattu 4-(2-metoksi-5-nitrofenyyli)-2,6~-dimetyyli-
3,5-pyridiinidikarboksyylihapon muuttaminen 4-(2-metoksi-
S-nitrofenyyli)-2,6~dimetyylipyridiiniksi kuumentamalla
Dowtherm A:ssa. Esimerkissd 64C on kuvattu 7-(3,5-dikar-
boksi~2-6~-dimetyyli-4-pyridinyyli)-l-etyyli-1,4-dihydro-
6-metyyli-4-okso-3-kinoliinikarboksyylihapon muuttaminen
7-(2,6-dimetyyli-4-pyridinyyli)-l-etyyli-1,4-dihydro-6-
metyyli-4-okso-3~kinoliinikarboksyylihapoksi kuumenta-
malla dietyyliftalaatissa 240-255°C:ssa.

US-patenttijulkaisussa 4 146 719 on esitetty anti-
bakteerisena aineena kéytettidviksi l-etyyli-6-fluori-
1,4=-dihydro~-4-okso-7-(1l-piperatsinyyli)-3-kinoliinikar-
boksyylihappo, joka tunnetaan nykyisin nimelld norfoloksa-
siini, ja tdmdn hapon suolat.

US-patenttijulkaisussa 4 292 317 on esitetty anti-
bakteerisina aineina kdytettdvid 6-halogeeni-l-substi-
tuoitu-7-substituoitu-amino-1,4-dihydro-4-okso-3-kino~-
liinikarboksyylihappoja ja niiden suoloja, mm. l-etyyli=-
6-fluori-1,4-dihydro-7-(4-metyyli-l-piperatsinyyli)-4-
okso=-3-kinoliinikarboksyylihappo, joka tunnetaan nimelli

perfloksasiini.
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Esilld olevan keksinndén kohteena on kaavan I mukai-
nen l-etyyli-6-fluori-1,4-dihydro-4-okso-7-(2,6-dime=
tyyli-4-pyridinyyli)=-3-kinoliinikarboksyylihappo

P J

ja sen farmaseuttisesti hyvaksyttdvat, myrkyttdmdt happo-
additiosuclat tai kationiset suolat. Kaavan I mukainen
yhdiste ja sen mainitut suolat ovat kdyttdkelpoisia
antibakteerisia aineita, joiden bakteriologinen teho on
mddritetty standardimenetelmin.

Kaavan I mukainen yhdiste on edullisesti perusmuodos-
saan. Kuten jdljempdnd osoitetaan, tdmd yhdiste on erittdin
tehokas antibakteerinen aine, jolla on laaja aktiivisuus-
spektri monia erilaisia mikro-organismeja vastaan, joihin
kuuluvat mm. anaerobiset hampaiden juurikalvon tulehdusta
(periodontiitti) aiheuttavat mikro-organismit.

Bakteerienvastainen koostumus sisdltdd antibakteeri-
sesti vaikuttavan mddrdn kaavan I mukaista l-etyyli-6-
fluori-1,4~-dihydro-7-(2,6-dimetyyli-4-pyridinyyli)-4-okso-
3-kinoliinikarboksyylihappoa tai sen farmaseuttisesti
hyvdksyttdvdd, myrkytontd happoadditiosuclaa tai kationi-
suola yhdessd yhden tali useamman farmaseuttisesti hyvidk-
syttdvdn vdliaineen tai tdyteaineen kanssa. Bakteerien
vastaisessa menetelmdssd ndiden bakteerien elintila saa-
tetaan kosketuksiin kaavan I mukaista yhdistettd tai sen
farmaseuttisesti hyvdksyttdvdd, myrkytdntd happoadditiosuo-
laa tai kationista suolaa sisdltdvin koostumuksen kanssa.

Keksinndn mukainen yhdiste voidaan valmistaa
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a) muuttamalla 6-amino-l-etyyli-1,4~dihydro-7-
(2,6-dimetyyli-4-pyridinyyli)-4~okso-3-kinocliinikarbok=-
syylihappo ensin 6-diatsoniumsuolaksi, joka sitten muute-
taan l-etyyli-6-fluori~l,4~-dihydro~7-(2,6-dimetyyli)-
4-pyridinyyli)-4~okso~3-kinoliinikarboksyylihapoksi, tai

b) etyloimalla é~fluori-1,4-dihydro-7-(2,6-dime-~
tyyli-4~pyridinyyli)-4-okso-3-kinoliinikarboksyylihappo
tal sen alempi-alkyyliesteri, jolleoin siind tapauksessa,
ettd reaktio suoritetaan alempi-alkyyliesterin kanssa
saadaan l-etyyli-6-fluori-1,4-dihydro-7~-(2,6-dimetyyli-
4—pyridinyyii)—4-okso—3—kinoliinikarboksyylihapon, alempi-
alkyyliesteri, josta hydrolysoimalla saadaan vastaava
happo,
ja haluttaessa saatu yhdiste muutetaan happoadditiosuolaksi
tal saatu yhdiste muutetaan kationisuolakgi reaktiossa
vahvan epdorgaanisen tai orgaanisen emidksen kanssa. Tdydel-
linen reaktiosarja menetelmdn a) mukaisesti on seuraava:
l-etyyli-1,4-dihydro-7-~(2,6~dimetyyli-4-pyridinyyli)-4-okso-
3-kinoliinikarboksyylihappo nitrataan l-etyyli-1,4-dihyd-
ro-7-(2,6-dimetyyli-4-pyridinyyli)-6-nitro-4-okso-3-kino-
liinikarboksyylihapoksi, joka pelkistetddn 6-amino-1-
etyyli-1,4-dihydro-7~(2,6-dimetyyli-4~pyridinyyli)=-4~okso~
3~kinoliinikarboksyylihapoksi, joka 6~diatsiniumsuolansa
vdlitykselld muutetaan halutuksi l-etyyli~ 6-fluori-1,4-
dihydro-7-(2,6-dimetyyli-4-pyridinyyli)-4-okso-3-kinoliini-
karboksyylihapoksi. Pelkistysvaiheessa kdytetd&dn pelkisti-
mend edullisesti natriumhydrosulfiittia vesipiroisessa al-
kalisessa vdliaineessa.

l-etyyli-6-fluori-1,4-dihydro-7-(2,6~dimetyyli-4-pyri-
dinyyli)-4-okso~-3-kinoliinikarboksyylihappo,joka sisdltdi
epdpuhtauksina vastaavia 6-~desfluori- ja 6-hydroksiyhdis-
teitd, puhdistetaan muuttamalla se vastaavaksi alempi.
alkyyli-3-karboksylaatiksi, erottamalla esteri reaktio-
seoksesta ja saippuoimalla esteri vastaavaksi puhdiste-

tuksi kaavan I mukaiseksi hapoksi.
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6-aminoyhdiste muutetaan kaavan I mukaiseksi
6~-fluorivhdisteeksi edullisesti valmistamalla ensin
6-diatsoniumkloridi, saattamalla tdmd reagoimaan heksa-
fluorifosforihapon (HPF6) kanssa vastaavaksi 6-diatsonium-
heksafluorifosfaatiksi, sopivasti hydrofluorifosfaatin
muodossa, Jja kuumentamalla viimeksi mainittua yhdistettd,
jolloin saadaan kaavan I mukainen 6-fluoriyhdiste.

Keksinndn mukaisen puhdistusmenetelmdaspektin mu-
kaisesti muodostetaan etyyli-3-karboksylaatti, joka eriste-
td4n ja saippuoidaan puhdistetuksi kaavan I mukaiseksi
yhdisteeksi.

Edullisessa menetelmdvaihtoehdon b) mukaisessa
menetelmdssd 4-(2-fluorifenyyli)-2,6-dimetyyli-3,5~-di-
karboksyylihappoa kuumennetaan, jolloinsaadaan 4-(2-fluo-
rifenyyli)-2,6-dimetyylipyridiinin ja 2,4-dimetyyli-5H
[l]bentsoPyrano [3,4—q]pyridin—5—onin seos, seoksen
komponentit erotetaan ja saatu 4-(2-fluorifenyyli)-2,6-
dimetyylipyridiini nitrataan 4-(2-fluori~5=-nitrofenyyli)-
2,6~-dimetyylipyridiiniksi. Kuten seuraavassa esitetdin
4-(2-fluori-5-nitrofenyyli) -2, 6~-dimetyylipyridiini on
kayttokelpoinen vdlituote valmistettaessa erittdin hy-
valld saannolla vastaavaa 4-(5-amino-2-fluorifenyyli)-
2,6-dimetyylipyridiinid, joka muutetaan neljdssid reaktio-
vaiheessa (kaikki erittdin hyvdlld saannolla) l-etyyli-
6-fluori~1,4-dihydro~7-(2,6~dimetyyli-4-pyridinyyli)-
4-okso-3-kinoliinikarboksyylihapoksi T&mid menetelmi
kokonaisuudessaan edustaa parannettua ja sopivaa keinoa
mainitun antibakteerisen aineen valmistamiseksi suuressa
mittakaavassa.

Lisdksi keksinn&n kohteena on kaavan II mukainen

yhdiste
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jossa Q on vety tai nitro, ja tdmdn yhdisteen happoadditio-
suolat. Kuten edelld todettiin, ndmd yhdisteet ovat tér-
keitd védlituotteita erittdin tehokkaan antibakteerisen
aineen, l-etyyli-6-fluori-1,4-dihydro-7-(2,6~dimetyyli-
4-pyridinyyli)-4-okso-3-kinoliinikarboksyylihapon valmis-
tuksessa.

Kaavojen I ja II mukaiset yhdisteet ovat kayttdkel-
poisia vapaassa muodossa ja myds happoadditiosuoloina,
ja molemmat muodot sisdltyvdt keksinnédn sucjapiiriin.
Happoadditiosuola on yksinkertaisesti vaihtoehtoinen muoto
kdytettdvaksi; itse asiassa happoadditiosuolan kayttd sisgl-
tda perusmuodon kdytdn. Kaavojen I ja II mukaisten yhdis-
teiden happoadditiosuolojen valmistukseen kdytettdvdt
hapot ovat edullisesti sellaisia, jotka muodostavat ndiden
vhdisteiden kanssa farmaseuttisesti hyvédksyttdvid suoloja,
so. suolcoja, joiden anionit ovat suhteellisen haitattomia

eldinorganismille suolojen farmaseuttisina annoksina, siten

ettd anionista johtuvat sivuvaikutukset, eivdt hdiritse vapaan

yhdisteen antibakteerisia ominaisuuksia, Sopivia keksinndén-
suojapiiriin kuuluvia farmaseuttisesti hyvaksyttdvii suo-
loja ovat mineraalihapoista johdetut, kuten kloorivety-
haposta, bromivetyhaposta, rikkihaposta, fosforihaposta,
sulfamiinihaposta johdetut, ja orgaanisista hapoista johde-
tut, kuten maitchaposta, etikkahaposta, sitruunahaposta,

viinihaposta, metaanisulfonihaposta, etaanisulfonihaposta,
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bentseenisulfonihaposta, p-tolueenisulfonihaposta, syklo-
heksyylisulfamiinihaposta, kiniinihaposta ym. jochdetut,
joista saadaan vastaavasti, hydrokloridi, hydrobromidi,
sulfaatti, fosfaatti, sulfamaatti, laktaatti, asetaatti,
sitraatti, tartraatti, metaanisulfonaatti, etaanisulfo-
naatti, bentseenisulfonaatti, p-tolueenisulfonaatti,
sykloheksyylisulfamaatti ja kinaatti.

Kaavojen I ja II mukaisten yhdisteiden happoadditio-
suoloja valmistetaan joko liuottamalla yhdiste veteen tai
vesi-alkoholiseokseen tai muuhun sopivaan liuottimeen,
joka sisdltdd sopivaa happoa, ja eristdmdlld suola haihdutta-
malla liuos, tai saattamalla yhdiste ja happo reagoimaan
orgaanisessa liuottimessa, jossa tapauksessa suola erottuu
suoraan tai saadaan konsentroimalla liuocs.

Muita kaavan I mukaisen yhdisteen farmaseuttisesti
hyviksyttdvid suoloja ovat kationosuolat so. vahvojen epd-
orgaanisten tai orgaanisten emdsten kanssa muodostetut
suolat, esim. natriumhydroksidin, kaliumhydroksidin, tri-
metyyliammoniumhydroksidin kanssa muodostetut natrium-,
kalium- ja trimetyyliammoniumsuolat.

Vaikka l&hinnd kaavan II mukaisten emdksisten yhdistei-
den farmaseuttisesti hyvdksyttdvdt suolat ovat edullisia,
niin kaikki happoadditiosuolat kuuluvat keksinndén suoja-
piiriin. Kaikki happoadditiosuolat ovat kdyttékelpoisia
vapaan emdsmuodon ldhteind, vaikka kyseistd suolaa sindnséa
tarvitaan vain vdliaikaisesti esimerkiksi silloin, kun
suola on muodostettu ainoastaan puhdistus- tai identi-
fiointitarkoituksiin, tai kun sitd kidytetddn vidlituot-
teena farmaseuttisesti hyvdksyttdvin suolan valmistami-
seksi ioninvaihtomenetelmdlld.

Kaavan I mukaisten yhdisteiden ja vastaavien 6-nitro-
ja 6-aminovdlituotteiden sekd kaavan II mukaisten yhdis-
teiden molekyylirakenne vahvistettiin infrapuna-, ultra-
violetti-, ydinmagneettinenresonanssi- ja massaspektreilld

saadun todistusaineiston perusteella ja parustuen alku-
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aineanalyyseissd saatujen arvojen ja laskettujen arvojen
vastaavuuteen sekd valmistusmenetelmdn perusteells.

Esilld olevan keksinndn valmistus- ja kdyttdtapoija
kuvataan seuraavassa yleisesti siten, ettd farmaseuttiseen
kemiaan perehtynyt alan ammatti-ihminen pystyy keksintda
soveltamaan.

Tunnetun l-etyyli-1,4-dihydro-7-(2,6-dimetyyli-4-
pyridinyyli)-4-okso-3-kinoliinikarboksyylihapon (US-pa-
tenttijulkaisu 3 753 993) nitraus vastaavaksi 6-nitro-
yhdisteeksi suoritettiin saattamalla tdmd tunnettu yh-
diste reagoimaan vdkevdn typpihapon kanssa vikevidn rikki-
hapon l&dsndollessa; reaktio suoritettiin sekoittamalla
reaktantit ensin huoneen lampdtilassa ja kuumentamalla
sitten reaktioseosta noin 9O—llOOC:ssa, sopivasti hoyry-
hauteella. Tuote saatiin kaatamalla jidhdytetty reaktio-
seos ylimddrddn jddvesiseosta ja osittain neutraloimalla
(Ph~arvoon noin 5,5-~6,0 ) vesipitoinen hapan liuos vike-
vd8lld ammoniumhydroksidilla ja ottamalla talteen saostunut
6-nitroyhdiste.

l-etyyli-1,4-dihydro~7-(2,6-dimetyyli-4-pyridinyyli)-
6-nitro-4-okso-3-kinoliinikarboksyylihappo muutettiin vas-
taavaksi 6-aminoyhdisteeksi kuumentamalla 6-nitroyhdis-
tettd, sopivasti hoyryhauteella, natriumhydrosulfiitin
(kdytetddn myds nimed natriumditioniitti) kanssa alkali-
sessa vesipitoisessa védliaineessa, joka sisdltd3 orgaanista
liuotinta, esim. dimetyyliformamidia, jolloin liuoksen
tekemiseksi alkaliseksi k&dytetdin sopivasti natriumbikarbo-
naattia. 6-aminoyhdiste eristettiin tekemidlli Jjddhtynyt

reaktioseos happameksi pH-arvoon noin 5,5- edullisesti

etikkahapolla, ja ottamalla talteen saostunut 6-aminoyhdiste.

Vaihtoehtoisesti 6-nitroyhdiste voidaan pelkistdi vastaa-
vaksi 6-aminoyhdisteeksi katalyyttisesti hydraamalla kdyt-
tden Pd/C-katalysaattoria ja liuottimena etikkahappoa.
6-amino-l-etyyli-1,4-dihydro-7-~(2,6~dimetyyli-4=-pyri-
dinyyli)-4-okso-3-kinoliinikarboksyylihappo muutettiin
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vastaavaksi 6-fluoriyhdisteeksi valmistamalla ensin 6-di-
atsoniumsuola, edullisesti kloridi, kdsittelemdlld yh-
disteen vesiliuosta noin -10°C:ssa (jddvesihaude) heksa-
fluorifosforihapolla (lisdtddn varovasti yhtend annoksena)
ottamalla talteen saostunut 6-diatsoniumheksafluorifos-
faatti, hydroheksafluorifosfaattina, kuumentamalla diatso-
niumsuolaa noin 200—24OOC:ssa, edullisesti noin 225-235°C:ssa
sopivassa liuottimessa, esim. parafiinifljyssd, liuvottamal-
la jdadhtynyt reaktioseos ammoniumhydroksidin vesiliucksella
(esim. 5-m), suodattamalla liuvos ja tekemdlld suodos lie=-
védsti happameksi (pH-arvoon noin 5,5) etikkahapolla ja otta-
malla talteen 6-fluoriyhdiste (kaava I), joka sisdlsi

n@in 10-15 % 6-desifluoriyhdistettd (muodostui diatsonium-
suolan hajotessa) ja jonkin verran 6-hydroksiyhdistetti.
6-fluoriyhdiste erotettiin mainituista epdpuhtauksista
muuttamalla alempi-alkyyliesteriksi, edullisesti etyyli-
esteriksi, erottamalla esteri vastaavista 6-desfluori- Jja
6-hydroksiyhdisteiden estereistd suurisuorituskykyisell .
nestekromatografialla ja saippuoimalla sitten esteri kaavan
I mukaisen puhtaan 6~-fluorihapon saamiseksi.

Kuten jdljempdnd esimerkissd 3 osoitetaan, menetel-~
massd b) kaytetty vdlituote, 4-(2-fluorifenyyli)-2,6-dime-
tyyli-3,5-pyridiinidikarboksyylihappo valmistettiin erit-
tdin hyvdlld saannolla lisddmidlli ensin vikevis NH4OH-vesi—
livosta 2-fluoribentsaldehydin ja metyyliasetoasetaatin
seokseen metanolissa, jolloin saatiin dimetyyli-4-(2-fluori-
fenyyli)-1,4-dihydro 2,6-dimetyyli-3,5-pyridiinidikarboksy-
laatti, hapettamalla 1,4-dihydroyhdiste 4-m typpihapolla
dimetyyli-4-(2~fluorifenyyli)-2,6-dimetyyli-3,5-pyridiini~
kKarboksylaatiksi ja saippuoimalla tidm3i esteri kuumentamalla
sitd NaOH-metanoliljiuoksessa noin 60—650C:ssa, jolloin
saatiin 4-(2-fluorifenyyli)=2,6-dimetyyli-3,5-pyridiini-
dikarboksyylihappo.

4~ (2-fluorifenyyli)-2,6-dimetyyli~3,5-pyridiini-
karboksyylihapon dekarboksylointi 4-(2-fluorifenyyli)-
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2,6~-dimetyylipyridiiniksi suoritettiin sopivasti kuumenta-
malla dikarboksyylihappoa noin 240-300°C:ssa edullisesti
noin 240—2550C:ssa, sopivassa korkealla kiehuvassa liuotti=
messa, edullisesti keittdmdlld dikarboksyylihappoa pa-
lautusjddhdyttden difenyylin ja difenyyliesterin eutekti-
sessa seoksessa (Dowtherm A), jolloin saatiin 4-(2-fluori-
fenyyli)-2,6-dimetyylipyridiinid ja vaihtelevia mddrid 2,4-
dimetyyli=-5H-/1/bentsopyrano/3,4-c/pyridin-5-onia sivutuot-
teena, suodattamalla pois sivutuote jd&htyneestd reaktio-
seoksesta ja gitten eristdmdllid haluttu tuote. Sivutuot-
teen poistamisen jdlkeen haluttu tuote eristettiin reaktio-
seoksesta uuttamalla vesipitoisella mineraalihapolla, edul-
lisesti HCl:114, tekemdlld hapan uute alkaliseksi, edul-
lisesti NH4OH—vesiliuoksella, uuttamalla tuote sopi-

valla livottimella, kuten kloroformilla, eetterilld ja mety-
leenikloridilla. Dowtherm A:n sijasta voidaan kayttdd muita
korkealla kiehuvia liuvottimia, kuten mineraalidljyd, die-
tyyliftalaattia tms. Kun kdytettiin Dowtherm A:ta, joka

on edullinen liuotin, havaittiin, ettd haluttua 4-(2-fluori-
fenyyli)-2,6~dimetyylipyridiinid saatiin suurempi miira

ja mainittua sivutuotetta vdhemmdn, kun Dowtherm A:n mdi-
rdd lisdttiin. Halutun tuotteen saanto huononi, kun kidy-
tettiin uudelleen kierrdtettyd eli ennen kdytettyd

Dowrher A:ta.

4- (2-fluorifenyyli)=-2,6~dimetyylipyridiini muutet-
tiin 4-(2-fluori-5~nitrofenyyli)-2,6-dimetyylipyridiiniksi
lisddmdlld 4-(2-fluorifenyyli)-2,6-dimetyylipyridiinin ja
vdkevidn rikkihapon (ylimddrin) seokseen mooliekvivalenttinen
mddrd tai hieman ylimd&rin metallinitraattia, edullisesti
kaliumnitraattia, pitdm&lld reaktioseoksen ldmpétila alle
noin OOC, edullisesti nmnin -10 - —1SOC:ssa, sopivasti kédyt-
tden suola-jddhaudetta. Kaliumnitraatin sijasta voidaan
vaihtoehtoisesti kdyttdd muita alkalimetalli- tai maa-al-
kalimetallinitraatteja esim. natriumnitraattia tai kal-

siumnitraattia.
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Kuten jdljempédnd esimerkissd 6 kuvataan, 4-(2-fluori-
S5-nitrofenyyli)-2,6-dimetyylipyridiini muutetaan erittdin
hyvdllsd saannolla l-etyyli-6-fluori-1,4-dihydro-7-(2,6-
dimetyyli~4-pyridinyyli)-~4~-okso-3~kinoliinika boksyyli-
hapoksi ensin pelkistdmdlld 4-(2-fluori-5-nitrofenyyli)-
2,6-dimetyylipyridiini katalyyttisesti hydraamalla
4-(5~amino=-2-fluorifenyyli)-2,6-dimetyylipyridiiniksi
(vaihtoehtoinen nimi: 3-(2,6-dimetyyli~4-pyridinyyli)-
4-fluoribentseeniamiini (esimerkki 6A), saattamalla
5-amino-2~-fliorifenyyli-yhdiste (esimerkki 6A) reagoimaan
di-alempi-alkyyli(dietyyli)etoksimetyleenimalonaatin
(EMME) kanssa, jolloin saadaan di-alempi-alkyyli(dietyyli)-
3=(2,6=dimetyyli-4=-pyridinyyli)-4-fluorianilinometyleeni-
malonaatti (esimerkiksi 6B), keittdmdlld esimerkin 6B
EMME-adduktia palautusjddhdyttéden Dowtherm A:ssa, jolloin
saadaan alempi-alkyyli(etyyli)-6-fluori,l,4~dihydro-7-
(2,6—dimetyyli-4-pyridinyyli)-4-okso-3-kinoliinikarboksy-
laatti (esimerkki 6C), etyloimalla esimerkin 6C yhdiste
kuumentamalla sitd etylointiaineen kanssa, so. epdorgaa-
nisen hapon tai vahvan orgaanisen hapon etyyliesterin,
kuten etyylijodidin kanssa dimetyyliformzmidissa vedettdmdn
kaliumkarbonaatin ldsndollessa, jolloin saadaan etyyli-1-
etyyli-6-fluori-1,4-dihydro-7-(2,6~dimetyyli-4-pyridi-
nyyli)-4-okso-3-konoliinikarboksylaatti (esimerkiksi 6D),
ja hydrolysoimalla esimerkin 6D yhdiste keittdmdlli sitd
palautusjddhdyttden NaOH~vesiliuoksessa, joka sisdltiai
metanolia, jolloin saadaan l-etyyli-6-fluori-1l,4-dihydro-
7-(2,6-dimetyyli~4-pyridinyyli)-4~-okso-3-kinoliinikar-
boksyylihappo (esimerkki 6E). Vaikka karboksylaatti ety-

loidaan edullisesti edelld kuvatulla menetelmilli, on

myds mahdollista hydrolysoida esimerkissd 6C saatu alempi-
alkyyliesteri ja etyloida saatu happo olennaisesti samoissa
reaktio-~olosuhteissa, joita kdytettiin vastaavissa reaktio-
vaiheissa.

Seuraavat esimerkit valaisevat ldhemmin keksintoid,
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jota ne eivdt kuitenkaan rajoita.
Esimerkki 1
A. l-etyyli-1,4-dihydro-7-(2,6-~dimetyyli-4-pyri-

dinyyli)=6-nitro-4-okso-3-kinoliinikarboksyylihappo

7-{2,6-dimetyyli-4-pyridinyyli)-l-etyyli-1,4-di-
hydro=-4-okso-3-kinoliinikarboksyylihapon (200 g) liuokseen
440 ml:ssa 95-98-%:ista rikkihappoa lisdttiin sekoittaen
tunnin kuluessa 90-%:isen typpihapon (80 ml) ja 95-98-%:isen
rikkihapon (80 ml) seos. Saatua liuosta sekoitettiin
huoneen ldmpdtilassa vield 20 minuuttia, sitten liuosta
kuumennettiin héyryhauteella 8 tuntia. Reaktioseos sai seis-
td huoneen ldmp&tilassa y&n yli, sitten seos kaadettiin
6000 ml:aan jddvettd. Sakka koottiin ja lietettiin noin
2000 ml:aan vettd. Lisdttiin vidkevdid NH4OH:a pH-arvoon
5,5-6,0. Sakka koottiin ja pestiin pienelld m8drdalld
etanolia jaestterid. Lisdd8 tuotetta saatiin kédsittele-
mdlld ensimmdistd suodosta NH4OH:lla edelld kuvatulla
tavalla. Kiteyttamdlld dimetyyliformamidista saatiin
useina erind kaikkiaan 135 g (59 %) tuotetta, jonka
sp. oli 274-298°C. 2,8 g:n nayte kiteytettiin uudelleen
20 ml:sta dimetyyliformamidia, kiteet pestiin eette-
rilld ja kuivattiin 120°C:ssa 16 tuntia alennetussa
paineessa (0,02 mmHg), jolloin saatiin 1,54 g l-etyyli-
1,4-dihydro-7-(2,6~dimetyyli-4-pyridinyyli)-6=nitro~4-
okso-3~kinoliinikarboksyylihappoa, sp. 289-291°C.

B. 6—amiho—l-etyyli-l,4—dihz§;o~7—(2,6~dimetyyli—4—

pyridinyyli)-4-okso-3-kinoliinikarboksyylihappo
35 g l-etyyli-1,4-dihydro-6~-nitro-7-{(2,6-dime-

tyyli-d-pyridinyyli)-4-okso-3~kinoliinikarboksyylihappoa
suspendoitiin kuuman dimetyyliformamidin (350 ml), kyl-

ldstetyn NaHCO,:n (280 ml) ja veden (70 ml) seokseen,

3:
ja suspensiota sekoitettiin ja kuumennettiin h&yryhauteella,
Suspensioon lisdttiin annoksittain natriumhydrosulfiitin

(58 g) seosta vedessd (100 ml), 20 minuutin kuluessa jona

aikana reaktioseos muuttui kirkkaaksi liuokseksi ja sitten
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tummeni. Lisdttiin uusi erd (50 ml) kylldstettyd
NaHCO3—liuosta, ja reaktioseosta kuumennettiin 16 tuntia,
jonka ajan kuluttua pelkistys ei ollut tdydellinen.
Lisdttiin uudelleen natriumhydrosulfiittia (12 g) suo-
raan reaktioseokseen ja kuumennusta jatkettiin tunnin
ajan, jonka ajan kuluttua pelkistys oli tdydellinen
(ochutkerroskromatografian mukaan). Lisdttiin vettd (100 ml),
joka liuotti pienen mddrdn Jliuoksesta saostunutta ainesta,
ja seosta kuumennettiin vield 90 minuuttia, jotta varmis-
tuttaisiin tdydellisestd pelkistymisestd. 1,15 g:n ndyte
(sp. 288-290°C haj.) kiteytettiin uudelleen etanolista ja
kuivattiin 16 tuntia suurvakuumissa lBOOC:ssa, jolloin
saatiin 0,9 g 6-amino-~l=-etyyli-1,4-dihydro-7-(2,6-dime-
tyyli-4-pyridinyyli)-4-okso-3-kinoliinikarboksyylihappoa
monohydraattina, sp. >300°C.

C. 3-karboksi-l-etyyli-1,4~dihydro-7-(2,6-dimetyyli=~

4-pyridinyyli)-4- okso-6-kinolinyylidiatsonium-heksafluori-
fosfaatti
20 g 6-amino-l-etyyli-1,4-dihydro-7-(2,6-dimetyyli-

4-pyridinyyli)~4-okso-3~-kinoliinikarboksyylihappomono=-
hydraattia suspendoitiin 100 ml:aan 6-m HCl, ja suspensio
pantiin jd&d-suolahauteeseen. Kun ldmpdtila oli laskenut
-10°C:seen, lisittiin NaNO,:n (4,5 g) kylmd liuos 20 ml:ssa
vettd annoksittain joidenkin minuuttien kuluessa. Reaktio-
seosta sekoitettiin 5~10 minuuttia, jona aikana se muut-
tui kirkkaaksi liuokseksi. Heksafluorifosforihappoa (18 ml)
lisdttiin varovasti yhtend annoksena, jolloin muodostui
vdlittOmisti sakka, ldmpdtila kohosi 0°C:seen ja laski
sitten jdlleen. Lisdyksen jdlkeen reaktioseosta sekoitet-
tiin 30 minuuttia, sitten sakka koottiin ja pestiin peridk-
kdin vedelld, pienelld mddrdllsd kylmidd etanolia ja lo-
puksi eetterilld. Tuotetta kuivattiin vakuumissa BOOC:ssa
48 tuntia P205:n ldsndollessa, jolloin saatiin 29,7 g

(78 %) 3-karboksi-l-etyyli-1,4-dihydro-7-(2,6-dimetyyli-
4-pyridinyyli)-4-okso=-6-kinolinyylidiatsoniumheksafluori-
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fosfaattia hydroheksafluorifosfaattia. sp. 200-205°C (ha-

joaa) .
D. l-etyyli-6-fluori-l,4~-dihydro-7~(2,6-dimetyyli-

4-pyridinyyli)-4-okso-3-kinoliinikarboksyylihappo

19,6 g esimerkin 1V diatsoniumsuolaa pantiin 3-kaula-
pyordpohjakolviin, joka oli varustettu mekaanisella sekoit-
tajalla ja yhdistetty typpipulloon, Lisdttiin para-
fiinidljyd (200 ml), laitteistosta poistettiin ilma ja
laitteisto tdytettiin typelld. Reaktiocastia upotettiin
sitten 230°C:seen kuumennettuun &ljyhauteeseen. 10 minuu-
tin kuluttua l&htdaine muuttui kumimaiseksi ja muodosti
pallon, mikd teki sekoittamisen vaikeaksi. 25 minuutin
kuumennuksen jdlkeen kuuma 6ljy dekantoitiin ja reaktio-
seoksen annettiin jddhtyd. Se pestiin sitten n-heksaanilla,
rikottiin survimella ja liuotettiin 5-m NH4OH~liuokseen
(noin 900 ml). Liuvos suodatettiin diatomiittikerroksen
lavitse, ja suodos tehtiin happameksi pH-arvoon 5,5 vi-
kevdlld etikkahapolla. ¥6n yli jd&dhdytetystd suodoksesta
suodatettiin sakka (6-fluori-yhdiste), jonka todettiin
gisdltdvdn jonkin verran vastaavaa 6-hydroksi-yhdistettd
(massaspektri osoitti) ja 10-15 % vastaava 6-desfluori-
yhdistettd (NMR-spektri osoitti). Uudelleenkiteyttdmdlli
dimetyyliformamidista saatiin ensimmdinen erid 4,4 g
(43 %) ja toinen erd 1,5 g (15 %). Useiden valmistuserien
tuotteet yhdistettiin, ja niiden todettiin kahden uudel-
leenkiteytyksen jédlkeen DMF:std sisdltidvidn vield noin
10 % 6-desfluori-yhdistettd. Yhdiste puhdistettiin lopul-
lisesti (esimerkki 2) muuttamalla se etyyliesteriksi,
erottamalla se 6-desfluori-yhdisteestd suurisuoritusky-
kyiselld nestekromatografialla ja saippucimalla sitten
jdlleen hapoksi.

Esimerkki 2

A.Btyyli~-l-etyyli-6-fluori-1,4-dihydro~-7-(2,6-dime-

tyyli-4-pyridinyyli)-4-okso-3-kinoliinikarboksylaatti

12,3 g 6~-fluori-yhdistettd, joka sisdlsi noin 10 %



10

15

20

25

30

35

16

6-desfluoriyhdistettd (esimerkin 1D lopputuote) Jja toinen
12,2 g samaa 6-fluoriyhdistettd joka oli saatu toisten
valmistuserien emdliuoksista, joiden puhtausaste vaihteli,
muutettiin etyyliesteriksi (14,8 g) keittdmdlld palautus-
jadhdytettden 48 tuntia l-m HCl-etanoliliuoksessa, joka
sisdlsi pienen mddrdn trietyyliortoformiaattia veden sito-
miseksi (tyypillisessi esimerkissd 600 ml l-m HCl-etanoli-
liuosta ja 3 ml trietyyliortoformiattia 5,0 g:aa kohti
fluori-yhdistettd). 14,8 g esterid puhdistettiin prepara-
tiivisella HPLC:11i kdyttien liuotinsysteemid asetoni/hek-
saani 60:40, jolloin saatiin 8,3 g puhdasta 6-fluories-
terid, so. etyyli-l-etyyli-6-fluori-1,4-dihydro-7-(2,6~di-
metyyli-4-pyridinyyli)-4-okso-3-kinoliinikarboksylaattia.
jota kdytettiin suoraan seuraavassa vaiheessa (esimerkki
2B).

B, l-etyyli-6-fluori-1,4-dihydro-7-(2,6-dimetyyli-

4-pyridinyyli)-4-okso-3-kinoliinikarboksyylihappo

8,3 g:aan esimerkissd 2A saatua etyyliesterid 1li-
sdttiin 200 ml vettd ja 1,8 g natriumhydroksidia. Seosta
kuumennettiin hdyryhauteella 3,5 tuntia, Jjonka ji lkeen
hydrolyysi oli epdtdydellinen. Lisdttiin vield 0,9 g
natriumhydroksidia ja kuumennusta jatkettiin 16 tuntia.
Kuuma reaktioseos suodatettiin ja suodoksen annettiin
jaddhty&d, sitten se tehtiin happameksi pH-arvoon 5-5,5 vd-
kevalld etikkahapolla. Sakka koottiin ja pestiin perdk-
kdin vedelld, etanolilla ja eetterilld. Tuote kiteytettiin
uudelleen dimetyyliformamidista, jolloin saatiin 6,7 g
(88 %) l-etyyli-6-fluori-1,4-dihydro-7-(2,6-dimetyyli-4-
pyridinyyli)-4-okso-3-kinoliinikarboksyylihappoa, sp.
>300°C.

Esimerkki 3

A. Dimetyyli-4-(2-fluorifenyyli)-1,4~dihydro-2,6-di-

metyyli-3,5-pyridiinidikarboksylaatti
2-fluoribentsaldehydiad (119 g), metanolia (600 ml)

ja metyyliasetoasetaattia (255 ml) sisdltdvadn liuokseen
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lisdttiin sekoittaen 200 ml vdkevdd ammoniumhydroksidia,
jolloin alkoi eksoterminen reaktio. Reaktioseosta sekoi-
tettiin huoneen ldmpotilassa 30 minuuttia, sitten kei-
tettiin palautusjddhdyttden joitakin tunteja ja sen-
jdlkeen seos sail seistd huoneen lédmpodtilassa yon yli
{noin 15 tuntia). Kiteinen keltainen sakka koottiin,
pestiin eetterilld ja kuivattiin 50—6OOC:ssa, jolloin
saatiin 201 g dimetyyli-4-(2-fluorifenyyli)-1,4-dihydro-
2,6-dimetyyli-3,5-pyridiinidikarboksylaattia, sp. 206-
208°C. Konsentroimalla emdliuos saatiin toinen erd,
26,4 g tuotetta, sp. 204-206°C. Kokonaissaanto oli
74 %.

B. Dimetyyli-4-(2-fluorifenyvli)-2,6-dimetyyli-3,5—

pvridiinidikarboksylaatti
600 ml:aan 90-%:ista typpihappoa (7OOC) lisdttiin

sekoittaen 20 minuutin kuluessa 302,9 g dimetyyli~4-
(2-fluorifenyyli)-1,4-dihydro-2,6-dimetyyli=-3,5-pyridiini-
dikarboksylaattia. Reaktioseosta kuumennettiin hdyryhau-
teella tunnin ajan, sitten seos sai jd&htyd samalla se-
koittaen sitd 2 tuntia. Reaktioseos jddhdytettiin ja teh-
tiin emdksiseksl ammoniumhydroksidiliuoksella- Muodostunut
sakka koottiin, pestiin vedelld ja kuivattiin vakuumissa
750C:ssa, jolloin saatiin 302,8 g keltaista kiintedtd

ainetta. Kiinted aine lietettiin veteen, koottiin, pestiin

vedelld ja kuivattiin vakuumiuunissa 650C:ssa, Jolloin
saatiin 273,7 g (90 %) tuotetta, sp. 85-88°C, jota kiy-
tettiin suoraan seuraavassa vaiheessa (esimerkki 3C).
20 g edelld saatua tuotetta kuivattiin 7OOC:ssa, kitey=-
tettiin n-heksaanista ja kuivattiin vakuumiuunissa
GSOC:Ssa, jolloin saatiin 15,9 g dimetyyli-4-(2-fluori-
fenyyli)—2,6—dimetyyli~3,S—pyridiinidikarboksylaattia.
sp. 94-96°C.
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C. 4-(2-fluorifenyyli)-2,6-dimetyyli-3,5-pyridiini-

karboksyylihappo

Dimetyyli~-4-(2-fluorifenyyli)-2,6-dimetyyli-3,5-py-
ridiinidikarboksylaattia (69 g), metanolia (300 ml) ja
35-%:ista NaOH-vesiliuosta (100 ml) sisdltdvdd seosta
keitettiin palautusjddhdyttden ja sekoittaen 5 tuntia,
ja sitten seos sai seistd huoneen lampdtilassa yon yli.
Metanoli poistettiin kiertohaihduttimessa ja j&dnndksend

saatuun nesteeseen lisdttiin 200 ml, vettd seos suodatet-

tiin., Suodos tehtiin happameksi vdkevidlli kloorivétyhapolla,

jolloin saostui kermanvdrinen kiinted aine, joka pestiin
vedelli ja kuivattiin 80-85°C:ssa, jolloin saatiin
52,6 g (88 %) 4-(2-fluorifenyyli)-2,6~dimetyyli~3,5-pyri-
diinikarboksyylihappoa, sp. >285°C.
Esimerkki 4
4-(2-fluorifenyyli)=-2,6-dimetyylipyridiini

1400 ml :aan 240-245°C:seen kuumennettua Dowtherm
A:ta lisdttiin 10 minuutin kuluessa 113 g 4-(2-fluori-
fenyyli)=-2,6-dimetyyli-3,5-pyridiinidikarboksyylihappoa,
ja reaktioseosta keitettiin 50 minuuttia, sitten seos
jddhdytettiin ja jétettiin huoneen ldmpétilaan ydksi.
Kiteinen sakka, joka on alla identifioitu sivutuote,
suodatettiin ja suodos uutettiin 700 ml:1la 3-m kloori-
vetyhappoa ja sitten toisen kerran 300 ml:1la 3-m kloori-
vetyhappoa . Yhdistetyt happamet uutteet tehtiin emiksi-
seksi ammoniumhydroksidin vesiliuoksella ja uutettiin
sitten 800 ml:1la kloroformia. Haihduttamalla kloroformi
saatiin ruskea kiintedn aineen ja nesteen seos, siihen
lisdttiin 300 ml n~heksaania ja seos jd&hdytettiin.
Kiinted aine suodatettiin ja kuivattiin. Té&mi kiinted
aine, joka oli sama kuin edelld saatu kiinted sivutuo-
te, yhdistettiin viimeksi mainitun kanssa, yhteensi saa-
tiin 25,4 g (29%) 2,4-dimetyyli-5H-/1/bentsopyrano
/3,4-c/pyridin-5-onia, sp. 194-197°C.

Suodos haihdutettiin kuiviin hdyryhauteella, ji&nné&s
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livotettiin etanoliin ja liuos haihdutettiin kiertohaih-
duttimessa, jolloin saatiin 55,2 g (70 %) nestemdistd
4-(2-fluorifenyyli)-2,6~dimetyylipyridiinid.

Toisessa edelld kuvatulla tavalla suoritetussa
valmistuksessa kdytettiin 113 g 2-(2~fluorifenyyli)-
2,6-dimetyyli-3,5-pyridiinikarboksyylihappoa, 1,1 litraa
talteenotettua Dowtherm A:ta (kdytetty edellisessd
valmistuserdssd), joka oli suodatettu diatomiittiker-
roksen ldvitse ja 300 ml uutta Dowtherm A:ta, jolloin
saatiin 28,4 g (32 %) sivutuotetta, 2,4-dimetyyli-5H
[1]ventsopyrano/3,4-c/pyridin-5-onia, sp. 193-196°C ja
44,8 g (57 %) 4-(2-fluorifenyyli)-2,6-dimetyylipyri-
diinid nestemdisend vapaana emdksend. Vield erddssa
valmistuserdssd kéytettiin suhteellisesti pienempdd
madrdd Dowtherm A:ta, so. 1200 ml, ja 200 g 4-(2-fluori-
fenyyli)~-2,6-dimetyyli-3,5-pyridiinidikarboksyylihappoa,
jolloin sivutuotetta saatiin suhteellisesti suurempi
mddrd, nimittdin 57 g (36,7%) 2,4~dimetyyli-5H-/17bent-
sopyrano/3,4-¢/pyridin-5-onia ja 42 g (30 %) 4-(2-fluori-
fenyyli)-2,6-dimetyylipyridiinid vapaana emdksend.

Edelld saadut kolme erdd sivutuotetta yhdistettiin,
kiteytettiin metanolista ja kuivattiin 70—750C:ssa, jol-
loin saatiin 141 g 2,4-dimetyyli-5H71/bentsopyrano
/3,4-c/pyridin-5-onia, sp. 204-207°C.

Edelld saadut kolme erdd 4-(2-fluorifenyyli)-2,6-di-
metyylipyridiinid yhdistettiin ja sekoitettiin hvyin n-hek-
saanin (400 ml) ja 3-m HCl-vesiliuoksen (600 ml) kanssa.
Vesikerros erotettiin, sit& kdsiteltiin viArinpoistohii-
lelld ja liuos haihdvtnttiin kuiviin kiertohaihduttimessa,
saatiin valkea jddmds. Noin 9 g:n ndyte kiteytettiin iso-
propyylialkoholista ja kuivattiin P205:n y1lld huoneen ldmpo-
tilassa, jolloin saatiin 7,8 g 4-(2-fluorifenyyli)-2-6-
dimetyylipyridiini-hydrokloridihemihydraattia, sp. 200-
203°C. rLoppuosa kiintedsti jifinndksestd liuotettiin

700 ml:n vettd, liuos tehtiin alkaliseksi ammnoniumhydrok-
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sidin vesiliucksella, ja alkalinen liuos uutettiin
kloroformilla (2 x 500 ml). Haihduttamalla kloroformi
saatiin 148 g 4-(2-fluorifenyyli)-2,6~dimetyylipyridiinia
vaaleanruskeana nesteend, jota kdytettiin suoraan seuraa-
vassa vaiheessa {esimerkki 5).
Esimerkki 5
4-(2-fluori-5-nitrofenyyli)~2-6~dunetyylipyridiini
Suola-jddhauteessa -10 - ~15°C:seen jaddhdytettyyn

vidkevddn rikkihappoon (55 ml) lisdttiin 5 minuutin kulu-
essa 10,1 g kaliumnitraattia. 10 minuutin sekoittamisen
jdlkeen seos lisdttiin tipoittain 30 minuutin kuluessa
18,5 g:aan 4-(2-fluorifenyyli)=-2,6~-dimetyylipyridiinid,
jolloin erottui kumimainen kiinted aine ja saatiin vis-
koosinen lite,ja reaktioldmp&tila kohosi noin 0°C:seen.
Sekoittamisen helpottamiseksi lisdttiin vield 50 ml:n

annos vdkev&d rikkihappoa tipoittain 15 minuutin kulu-

essa, Jja saatua seosta sekoitettiin ensin suola-jddhauteessa

sekd senjdlkeen ilman jddhdytystd noin 5 tuntia antaen
samalla reaktioseoksen 18mpdtilan kihota huconeen ldmpoti-
laan. Reaktioseos kaadettiin suureen ylimd&r&dn jaiti,
ja seos neutraloitiin 1isd3md1l3 ammoniumhydroksidin
vesiliuosta. Muodostunut vaaleankeltainen hdéytymdinen
sakka koottiin, pestiin vedelld ja ilmakuivattiin.
Sakka liuotettiin sitten 300 ml:aan kloroformia, liuosta
kdsiteltiin vdrinpoistohiilelld, ja liuos suodatettiin.
Suodos haihdutettiin kiertohaihduttimessa, ja j44nnés
lietettiin 200 ml:aan eetteri/n-heksaaniseosta 1:1,
seos suodatettiin ja koottu kiinted aine kuivattiin
70-75°C:ssa, jolloin saatiin 18,67 g (84 %) 4-(2-fluo-
ri-5-nitrofenyyli)-2,6-dimetyylipyridiinid, sp. 169-171°%.
Esimerkki 6

A. 3-(2,6~dimetyyli-4-pyridinyyli)-4-fluoribent-

seeniamiini

180 g 4-(2-fluori-S5-nitrofenyyli)-2,6-dimetyyli-

pyridiinid jaettiin 4:ksi yht4d suureksi osaksi, joista



10

15

20

25

30

35

21

jokainen pelkistettiin erikseen seuraavasti: 4-(2-fluori-
5-nitrofenyyli)-2,6-dimetyylipyridiinin (45 g), etikka-
hapon (200 ml) ja platinadioksidin (800 mg) seos hydrat-
tiin katalyyttisesti kunnes vedyn sitoutuminen lakkasi,
so. noin 4 tuntia, josta viimeisten 30 minuutin aikana
vetyd sitoutui vain vdhén. Katalysaattori suodatettiin,
pestiin 300 ml:1lla vettd ja suodos tehtiin emdksiseksi
lisddmdllda ammoniumhydroksidin vesiliuosta. Liuos jadh-
dytettiin, jolloin saatiin &l1jymdistd ainetta, joka muut-~
tui kiintedsi. Kiinted aine koottiin, pestiin vedellad
ja kuivattiin, jolloin sgaatiin haluttu amiini. Muut kol-
me 45 g:n annosta 4-(2-fluori-5-nitrofenyyli)-2,6-dime-
tyylipyridiinid pelkistettiin samalla tavalla, ja yhdiste-
tyt amiini-yhdisteet liuotettiin 600 ml:aan vdkevad
kloorivetyhappoa, liuosta kuumennettiin ja sekoitet-
tiin hoyryhauteella 4,5 tuntia, sitten sitd kdsiteltiin
vdrinpoistohiilelld. Hiili suodatettiin ja suodos tehtiin
emdksiseksi lisdamdlld ammoniumhydroksidin vesiliuvosta,
saatu seos jddhdytettiin, jolloin siitd erkani &ljy,
joka kiteytyi. Kiteinen tuote koottiin, pestiin vedelld
ja kuivattiin uunissa, jolloin saatiin 164,9 g kumimaista
kiintedtd ainetta. Se liuotettiin eetteriin, joka sisdlsi
5 % metanolia, Ja liuos suodatettiin silikageelikerroksen
ldvitse kumimaisten epédpuhtauksien poistamiseksi.
Seoksesta poistettiin vakuumitislaamalla eetteri-metanoli-
livotin, ja jéénnﬁs kiteytettiin eetteri-isopropyyli-
alkoholiseoksesta, jolloin saatiin 80,9 g 3-(2,6~-dime-
tyyli-4-pyridinyyli)-4-fluoribentseeniamiinia, sp.
142-145°C. Konsentroimalla emiliuos saatiin vield 43,4 g
tuotetta, sp. l4l~l450C, joten kokonaissaanto oli 82 %.
B.Dietyyli-4-fluori-3-(2,6-dimetyyli-4-pyridi-

nyyli)anilinometyleenimaloaatti

3-(2,6~dimetyyli-4-pyridinyyli)-4-fluoribentseeni-
amiinin (122 g), dietyylietoksimetyleenimalonaatin 130 g)

ja tolueenin (120 ml) seosta kuumennettiin ja sekoitettiin
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130-135%C:ssa 3,5 tuntia kdyttien ilmajdihdytintd ja
antaen etanolin tislautua reaktioseoksesta. Reaktio-
seos jddhdytettiin ja liuotettiin 1 litraan kiehuvaa
n-heksaania. Kuuma liuos suodatettiin diatomiittiker-
roksen ldvitse, diatomiitti pestiin kuumalla n-hek-
saanilla (400 ml) ja yhdistetyt sucdos ja pesuaineet
saivat seistd huoneen ldmpdtilassa 18 tuntia. Erottunut
valkea kiteinen aine koottiin, pestiin n-heksaanilla
ja kuivattiin 60-65°C:ssa, jolloin saatiin 159,6 g
(74 %) dietyyli-4-fluori-3-(2,6-dimetyyli-4-pyridinyyli)
anilinometyleenimalonaattia, sp-. 99-100°C. Toinen eri
(67 g) raakatuotetta saatiin emdliucksesta, ja sitd
kdsiteltiin ilman enempdd puhdistamista seuraavassa
esimerkissd 6C, kuvatulla tavalla jolleoin saatiin 35,2 g
esimerkin 6C tuotetta (sp. >3OOOC).

C. Btyyli-6-fluori-1,4-dihydro-7-(2,6~dimetyyli-4-

pyridinyyli)-4-okso-3~kinoliinikarboksylaatti

1300 ml:aan kiehuvaa Dowtherm A:ta 2 litran
erlenmeyer-pullossa, joka oli kd&ritty aluminiumpape-
riin (Dowtherm A:n ldmp&tilan pitdmiseksi noin 260=
2650C:ssa), lisdttiin 5 minuutin kuluessa 154 g die-
tyyli-4~fluori-3-(2,6-dimetyyli-4-pyridinyyli)anilino-
metyleenimalonaattia . Reaktioldmpdtila pidettiin sa-
mana noin 20 minuuttia, sitten reaktioseoksen annettiin
jaddhtyd. Saostunut ruskea sakka koottiin, pestiin
perdkkdin eetterilld ja etanolilla ja kuivattiin
90-95%C:ssa, jolloin saatiin 107,4 g (79 %) etyyli-6-
fluori-1,4-dihydro-7-(2,6-dimetyyli-4-pyridinyyli)-4-
okso-3-kinoliinikarboksylaattia, sp. >3000C.

D.Etyyli-l-etyyli-6-fluori-1,4-dihydro-7-(2,6-di-

metyyli-4-pyridinyyli)-4-okso-3-kinoliinikarboksylaatti

Etyyli-6-fluori-1,4-dihydro-7-(2,6-dimetyyli~4-~
pyridinyyli)-4-okso-3-kinoliinikarboksylaatin (34 qg),
hiencksijauhetun vedettdm&n kaliumkarbonaatin ja dime-

tyyliformamidin (250 ml) seosta kuumennettiin héyry-
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hauteella sekoittaen 20 minuuttia, sitten seokseen
lisdttiin 20 minuutin kuluessa 9 ml etyylijodidia.
Reaktioseosta kuumennettiin héyryhauteella sekoittaen
2,5 tuntia, sitten seos haihdutettiin kuiviin kierto-
haihduttimessa. Jddnnéstd ravisteltiin perusteelli-
sesti veden (300 ml) ja kloroformin (500 ml) kanssa.
Kerrokset erotettiin, ja vesikerros uutettiin vield
200 ml:1la kloroformia. Yhdistetyt kloroformiuutteet
haihdutettiin vakuumissa kloroformin poistamiseksi.
Jdadanndksend saatu kiinted aine liuotettiin 150 ml:aan
kuumaa isopropyylialkoholia, kuumaa liuosta kdsiteltiin
vdrinpoistohiilelld, sitten suodatettiin. Suodos haihdu-
tettiin kiertohaihduttimessga noin 50 ml:ksi, joka laimen-
nettiin eetterilld, kunnes syntyi samennus. Seos sai
jdahtyd, ja erottunut kiteinen aine koottiin, pestiin
eetterilld ja kuivattiin 80-850C:ssa, jolloin saatiin
18,5 g etyyli~l-etyyli-6~-fluori-1,4~dihydro-7-(2,6-dime~-
tyyli-d4-pyridinyyli)-4-okso-3-kinoliinikarboksylaattia,
sSp. 221-224°C. Konsentroimalla edelleen emdliuvosta
saatiin vield 3,4 g (60 %) kokonaissaanto tuotetta.
Sp. 220-223%C. Suuremmassa mittakaavassa (0,3 moolin
mittakaava) edelld olevaa yhdistettd (sp. 222-225°C)
saatiin 80% :n saannolla.

E. l-etyyli-6-fluori-1,4-dihydro-7-(2,6-dime-

tyyli-d4-pyridinyyli)-4-okso-3-kinoliinikarboksyyli~
happo

Etyyli-l-etyyli-6-fluori~1,4-dihydro-7-(2,6-dime-
tyyli-4-pyridinyyli)-4-okso-3-kinoliinikarboksylaatin
(98 g), 35-%:isen NaOH-vesiliuoksen (50 ml), veden
(500 ml) Jja metanolin (100 ml) seosta keitettiin
palautusj&dhdyttden ja sekoittaen 90 minuuttia, ja
saatu ruskea liuvos tehtiin happameksi etikkahapolla,
jolloin siitd saostui vaaleankeltainen sakka.

Seos sal seistd huoneen ladmpdtilassa noin 2 tuntia, sakka

koottiin, pestiin perdkkdin vedelld ja etanolilla ja
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kuivattiin sitten 90-95°C:ssa, jolloin saatiin 86,8 g
(95 %) l-etyyli-6-fluori-1,4~dihydro-7-(2,6-dimetyyli-

"4-pyridinyyli)-4-okso-3-kinoliinikarboksyylihappoa,

sp. >3100C.

1 etyyli-6=-fluori~1,4-dihydro=-7-(2,6-dimetyyli-4-
pyridinyyli)-4-okso-3-kinoliinikarboksyylihapon (kaa-
van I ja esimerkkien 2B ja 6E mukainen yhdiste, josta
seuraavassa kdytetddn nimitystd Win 52 522) kdayttdkelpoi-
suus ja ainutlaatuinen korkea teho antibakteerisena
aineena, jolla on laajaspektrinen antimikrobinen ak-
tiivisuus, osoitetaan seuraavissa kokeissa.

Koe 1

Win 52 522:n Win 35 439:n, metisilliinin ja vanko-

mysiinin antibakteerisen aktiivisuuden vertailu in vitro

Kuten edelld huomautettiin Win 52 522 on kaavan
I mukainen, edelld esimerkissd 2B valmistettu vhdiste.
Win 35 439 on sen 6-desfluori-analogi. Metisilliini,
jota kdytetddn natriumsuolana (The Merck Index, 10.
painos, 5842), on 6-(2,6-dimetoksibentsamido)penigil~
laanihapon Na-suola. Vankomysiini, jota kdytetddn hydro-
kloridina (The Merck Index, 10. painos, 9731), on amfo-
teerinen glykopeptidiantibiootti.

Yhteenveto - Win 52 522 (MIC-arvot 50,008—0,5/ug/ml)

oli 2-8 kertaisesti vaikuttavampi kuin Win 35 439 in

vitro useita gram-positiivisia kokkeja vastaan esim.
S.aureus, S. epidermidis ja Streptococcus -lajeja vas-
taan. Win 52 522 oli 32 - >8000 ~kertaisesti vaikutta-
vampi kuin metisilliini ja 16-125 kertaisesti vaikut-
tavampi kuin vankomysiini in vitro Staphylococcus -lajeja
vastaan. Win 52 522:n aktiivisuus S, pyogenes ja S.pneumo-
niae - lajeja vastaan oli 1/2-1/8 metisilliinin aktiivi-
suudesta, mutta 32 - >500 kertainen metisilliinin aktiivi-
suuteen verrattuna S. faecalis-lajia vastaan. Win 52 522
oli bakterisidinen (MBC/MIC < 4) kaikkia 39 kokeiltua
bakteerikantaa vastaan.

Johdanto - Tutkimuksen tarkoituksena oli maidrittids
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vertailevissa in vitro kokeissa Win 52 522:n, Win 35 439:n,
metisilliinin ja vankomysiinin antibakteerinen aktiivi-
suus Staphylococcus ja Streprococcus -kantoja vastaan.
Kokeissa tutkittiin my®s Escherichia coli ja Pseudo-
monas aeruginosa -kantoja Win 52 522:n vaikutuksen osoit-
tamiseksi gram-negatiivisia mikro-organismeja vastaan
verrattuna Win 35 439:n vastaavaan vaikutukseen.
Yhdistevalmisteet - Win 52 522 ja Win 35 439 liuo-
tettiin 0,1 ml:aan 0,5-m NaOH/mg yvhdistettd, ja liuos
laimennettiin steriililld tislatulla vedelld konsentraa-
tioon 160/
tiin steriiliin tislattiin veteen 1250/uq/ml (perusyh-

ug/ml. Vankomysiini ja metisilliini liuotet-

disteend). Perusliuokset sterileoitiin suodattamalla
membraanisuodattimilla, huokoskoko 0,45/um.
Vdliaineet
Myeller-Hinton~liemi (MHB) - BBL
Mueller-Hinton-agar (MHA) - BBL
Aivo-syddn -infuusio (BHI) - liemi = Difco
Aivo-syd&n-infuusio (BHI -~agar - Difco
Normaali hevosseerumi (NHS) - Gibko

Bakteeriviljelmdt - Taulukon I (j&dljempand)kaikkia

muita bakteeriviljelmid kasvatettiin y®én yli 37°C:ssa
MHB:ssd paitsi Streptococcus -—-kantojen viljelmid.

Niitd8 kasvatettiin BHI:ssd, jossa oli lisdnd 10% NHS.
Yon yli viljeltyjen viljelyliemien optinen tiheys

(650 nm, B L Spectronic 20) sdddettiin arvoon 0,10 ste-
riililld tislatulla vedelld, minkd jilkeen liemi lai-
mennettiin sisdltdmddn 6,7 x 106 solua/ml MBH:ssd tai
BHI + 1 NHS -liemessd.

Minimiestokonsentraatiokoe (MIC) - Yhdisteiden

liucksista valmistettiin sarja kaksinkertaisia laimen-
nuksia MHB-liemeen (tai BHI + 1 % NHS ~liemeen strepto-
kokkikokeissa), ja liuoksia pantiin 96 syvennystid ka-
sittdvén mikfotitterilevyn syvennyksiin 0,1 ml/syvennys
kdyttden Sandy Springs (Bellco Glass Co) jakelulaitetta.
Levyille ymp&ttiin sitten 0,0015 ml suspensiota, joka
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sisdlsi 6,7 x 10° solua/ml sopivaa ymppid kidyttden
MIC~2000 inokulaattoria (Dynatech Corp.), jolloin lopul-
linen ymppimddrd oli noin 1 x 104 solua/syvennys eli

1 x 105 solua/ml. Levyj&d inkuboitiin 37%:ssa 18-20
tuntia, ja minimiestokonsentraatio (MIC), joka mia-
ritellddn yhdisteen alimmaksi konsentraatioksi, joka
estdd ndkyvidn bakteerikasvun, todettiin.

Minimibakterisidinen konsentraatio (MBC)-koe -

MIC-arvijen toteamisen jdlkeen mikrotitterilevyjen si-
sdl16t sekoitettiin perusteellisesti laitteessa

Bellco Mini-orbital Shaker (Bellco Glass Co) 3 minuutin
ajan sddtimen asennossa 8. Kustakin syvennyksestd siir-
rettiin sitten ndyte (0,0015 ml) MIC~2000 inokulaat-
torilla levyille, jotka sisdlsivdt MHA-agaria tai
BHI-agaria + 10 % NHS., Levyjd inkuboitiin 37%:ssa
18-20 tuntia. Minimibakterisidinen konsentraatio (MBC),
joka mddritellddn yhdisteen alhaisimmaksi konsentraa-
tioksi, joka estdd havaittavan pesidkkeen muodostumisen
agarin pinnalle, todettiin.

Tulcokset ja niiden tarkastelu - Yksittdisten ko-

keiden tulokset ndhdddn taulukossa 1 ja tulokset yhdis-

telmdmuodossa taulukossa 2.
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Taulukosata 1 voidaan ndhdd, ettd Win 52 522 oli bak-
terisidinen kaikkien gram-positiivisten ja gram-nega-
tiivisten kokeiltujen kantojen suhteen (MBC/MICX).

Win 35 439 oli bakteriostaattinen kolmen S. pyogenes
~kannan suhteen. Vaikka metisilliini oli heikommin vai-
kuttava kuin Win 52 522, se oli kuitenkin my&s bakteri-
sidinen gram-positiivisten kokkien suhteen, kun taas
vankomysiini oli bakteriostaattinen yhden S. pneu-
moniae -kannan ja kaikkien 4 §. faecalis -kantojen
suhteen.

Win 52 522 oli verrattuna Win 35 439 2-8 kertai-
sesti voimakkaammin vaikuttava in vitro gram-positii-
visia kokkeja ja E. coli -kantoja vastaan ja yhtd
tehokas P. aeruginosa -kantoja vastaan. Ndmd tulokset
ovat yhtédpitdvid in vivo suoritettujen hiiren suojaus-
kokeiden kanssa, Win 52 522:n teho oli 3,6 (s.c) =
3,9 (p.o) ~kertainen Win 35 43%9:n tehoon verrattuna
S. aureus -infektiossa ja 2,6 (s.c) - 2,0 (p.o) - ker-
tainen E.coli -infektiossa (koe 3).

Win 52 522:n teho in vitro Staphylococcus -kantoja
vastaan o0li metisilliinin tehoon verrattuna 32 - > 8000-
kertainen, 8. faecalis -kantoja vastaan - >500-kertai-
nen, mutta S. pyogenes ja S. pneumonias -kantoja vas-
taan metisilliinin teho o0li 2-8 kertainen Win 52 522:n
tehoon verrattuna.

Win 52 522:n teho in vitro gram-positiivisia kok-
keja vastaan oli vankomysiinin tehoon verrattuna 16-125-
kertainen kahta poikkeusta lukuunottamatta: 1} S. pneu-
moniae tyypin TII suhteen vankomysiinin teho o0li 8-ker-
tainen Ein 52 522:n tehoon verrattuna, ja 2) yhden ko-
keillun enterokokin (kanta 0-2-B) suhteen tehot olivat
yhtd hyvat.

Namd in vitro -kokeiden tulokset tukevat in vivo -
kokeissa saatuja tuloksia, jotka osocittavat Win 52 522:n
tehon hiiren metisilliini-resistentissa Staphyiococcus

aureus —infektiossa olevan l6-kertainen vankomysiinin
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tehoon verrattuna ja >91-kertainen metisilliinin tehoon
verrattuna.

Tdssd esitetyistd in vitro -tuloksista ja jdl-
jempdnd (loe 3) esitetyistd in vivo -tuloksista voidaan
vetdd johtopddtds, ettd Win 52 522 on jopa tehokkaampi
kuin vankomysiini, kun kyseessd on syvdlld olevan ku-
doksen stafylokokki-infektion torjuminen. Vankomysiinia
kdytetddn vaihtoehtoisena ladkkeend silloin kun kyseessd
on penisillinaasia tuottava S. aureus (The Choice of
Antimicrobial Drugs, Medical Letter, 0,50,3.1982)
ja silloin, kun kyseessd on metisilliini-resistentti
Staphylococcus aureua (Methicillin-resistant Stanphylo-
coccus aureus. United States Morbidity And Mortality
Weekly Report, 20.11.1981, vol, 30, no. 45 557).

Koe 2

Win 52 522:n, Win 35 439:n, rosoksasiinin,

norfloksasiinin ,perfloksasiinin ja tetrasykliinin

antimikrobinen aktiivisuus suussa esiintyvi- infektioita

aiheuttavia anaerobisia ja mikroaerofiilisia bakteereja

vastaan

Suuinfektiot

Yhteenveto - Win 52 522:n todettiin olevan erit-
tdin aktiivinen kaikkia 13 kokeiltuna anaerobista mikro-
organismia vastaan ja tehokkaampi kuin tetrasykliini,
nykyisin kdytetty antibiootti.

Johdanto - Yleisesti hyvdksytyn kdsityksen mukaan
tietyt mikro-organismit ovat periodontaalitautien (juuri-
kalvon tulehdustauti) primaarisia etiologisia aiheut-—
tajia (Socransky et al., Present Status of Studies on
the Microbial Etiology of Periodontal Diseases, sivut
1-14; R. Genco ja S. Mergenhagen (toim.), Host-Parstie
Interactions in Periodontal Diseases, 1982, Amer. Soc.
Micro. Washington DC.). Lisdksi on saatu yh# enemmin
todisteita, jotka tukevat olettamusta, ettd spesifiset

mikro-organismit ovat yhteydessi eri periodontaalitau-
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din muotoihin (Socransky et al., supra). Ndin ollen on
ollut jdrkevdd pyrkid kdyttdmidn antimikrobisia aineita
ndiden maalimanlaajuisten tautien estédmiseen, kontrol-
liin ja k&sittelyyn. Erilaisten eldinmallien avulla on
todistettu, ettd antamalla erilaisia antibiootteja voi-
daan vdhentdi ientulehduksen kliinisid merkkejid sekd
myds vdhentdd aggressiivisten periodontaalitautien
vhteydessd esiintyvdd hammaskuopan luuhdviétd (Gibson,
Antibiotics and Peridontal Disease: A. Selective Reciew,
J. Amer. Dent. Assoc. 104,213-218, 1982). Thmiselld
namd tulokset ndyttdvidt myds tukevan kdsitystd, ettd
antimikrobiset aineet ovat erittdin kdyttdkelpoisia

jo olemassa olevan taudin kdsittelyyn varsinkin kdytet-
tyind tavanomaisen terapian tukena (Gibson, supra).
Tdssd suhteessa varsinkin tetrasykliini- ja metroni-
datsoli-antibioottien on osoitettu olevan kdytto-
kelpoisia (Genco, Antibiotcs in the Treatment of

Human Periodontal Diseases. J. Periofontol. 52. 545-558.
1981); ndm& aineet eivdt kuitenkaan ndytd olevan ihan-
teellisia, silld ne eivdt ole aktiivisia kaikkia niitd
mikro-organismeja vastaan, joiden katsotaan olevan
osallisia taudinkulussa. TLisdksi yhd useammissa jul-
kaisuissa ilmoitetaan periodontaalitautien ns. primaa-
risten patogeenien Jjo osocittaneen lisddntynyttd sieto-
kykyd ndille aineilla (Gibson, supra, Genco, supra ja
Williams et al., Subgingival Microflora of Periodontal
Patients on Tetracycline Therapy, J. Clin. Periodontol.
6,210-215, 1979). On siten olemassa tdrked tdmdn hetken
tarve keksid ja kehittdd uusia antimikrobisia aineita,
joilla on kdyttdd periodontaalitautien estdmisessd ja
kdsittelyssd. Tdssd kuvatut tutkimukset osoittavat,
ettd Win 52 522:n todettiin olevan erittdin aktiivinen
useita erilaisia periodontaalitautien yhteydessi esiin-
tyvid anaerobisia mikro-organismeja vastaan.

Mikro-organismit - Ndissd tutkimuksissa kdytetyt
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mikro-organismit on lueteltu jdljempdnd esitetyssd
taulukossa A.
Viljelyolosuhteet

1. sailytys - Ennen kdyttdd kaikkia kantoja sdily-
tettiin lyofilisoituina. Kokeiden aikana viljelmid tut-
kittiin veriagarperusvdliaineella, johon oli lisadtty
5,0 % (vol/vol) defibrinoitua kaniinin verta. Viljel-
mien siirto suoritettiin viikoittain, ja kaikkia viljelmid
inkuboitiin anaerobisessa kaasukehidssd (GasPak Jjar; BBL).

2. Agarvdliaine - Peruskoevdliaine sisdlsi trypti-

kaasi-soija-agaria (40 g), hiivauutetta (1 g), glukoosia
(2 g) ja 960 ml tislattua vettd pH 7,2 (Mashimo et al.,
J. Clin. Micro. 17, 187-191, 1983). Steriloinnin ja
50°C: seen jddhdytyksen jdlkeen vdliaineeseen lisdttiin
4 % (vol/vol) defibrinoitua kaniinin verta ja O,S/ug/ml
menadionia (K3—vitamiinia). Kokeiltava vhdiste lisdt-
tiin my&s tdssd vaiheessa haluttuna konsentraationa.
Levyjen valamisen jdlkeen niitd kuivattiin 4°C:ssa
24 tuntia.

3. Yhdisteen MIC-arvon méddritys - Eri koeyhdis-

teiden Minimiestokonsentraatio (MIC) mddritettiin kdyt-
tden agar-laimennustekniikkaa. Koeyhdisteit3d ja sopivia
vertailuyhdisteitd lisdttiin sellaiset mi3irit, ettd

saatiin vdlilli 32/ug/ml - 0,007/ug/m1 oleva konsen-
traatiosarja. Ympit valmistettiin ylldpitovidliaineilla
kasvatetuista 96 tunnin viljelmistd. Puhtausarvioinnin
Jjdlkeen pesdkkeet poistettiin ja suspendoitiin tryptikaasi-
soijaliemeen, johon oli lisdtty S/ug/ml menadionia ja

2 % lysoitua kaniinin veren suodosta optiseen tihey-

teen OD650
ympdttiin aerobisesti modifioitua tryptikaasi-soija-veri-

0,1 (vastaa nhoin lO8 solua/ml). Viljelmid

agaria sisadltdville levyille kdyttden Steer-replikaat-
toria (jolla saadaan ymppim3drd noin 105 solua/ymppd-
yskohta) . Levyt saivat kuivua korkeintaan 30 minuuttia,
ja sitten niitd inkuboitiin 37°C:ssa 80 % Ny, 10 % H, ja

5 % Coz'siséltévéssé kassukehdssi anaerobisessa tilassa
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(Coy Manufacturing Co). 48 tuntia. MIC midriteltiin
alhaisimmaksi konsentraatioksi, joka esti kasvun t&dy-
dellisesti.

Koeaineet - Tetrasykliinin perusliuokset (1 mg/ml)
valmistettiin tetrasykliinin vesiliuoksesta. Muiden
koeyvhdisteiden perusliuockset (1 mg/ml) valmistettiin
vhdisteiden liucksista 0,1-m NaOH-liuokseen. Kontrolli-
kokeet, joissa kdytettiin saman vdkevyisid NaOH-liuoksia,
osoittivat, ettei NaOH vaikuttanut koe-mikro-organismien
elinkykyyn.

Tulokset - Kokeiltujen yhdisteiden antimikrobiset

aktiivisuudet ndhdd&dn taulukossa A.
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Tuloksia ilmenee, ettd Win 52 522 on selvdsti parempi
kuin sekd Win 35 213 ettd Win 35 439. Tosiasiassa Win
52 522:1la oli laajaspektrinen antimikrobinen aktiivi-
suus, joka oli vertailukelpoinen nykyisin kdytetyn
tetrasykliinin kanssa. Win 50 297 ja Win 50 150 olivat
vahemmdn aktiivisia.

Koe 3

Win 52 522:n ja vertailuyhdisteen Win 35 439:n

in vivo antibakteerinen aktiivisuus hiirien Staphylo-

coccus aureus ja Escherichia coli -infektioissa

Yhteenveto - Win 52 522:n osoitettiin olevan

tehokkaampi kuin Win 35 439 sekd ihonalaisesti ettéd
suun kautta annostettuna hiirille penisilliiniherkilld
ja metisilliini-resistenteilld Staphylococcus aureus -
kannoilla aiheutettuja infektioita vastaan.

Materiaalit ja menetelmdt

El&dimet - ICR-hiiret, naaraat, 18-20g kukin.
Antibakteeriset aineet - Win 52 522, Win 35 439, me-

tisilliini (Win 9 410) ja vankomysiini (Win 39 556).

Bakteeriviljelmdt

Escherichia coli Vogel
Staphylococcus aureus 39881
Staphylococcus aureus Smith

Viljelyaineet

Aivo-syddninfuusioagar (Difco)
Aivo-syddninfuusioliemi (Didco)

Mahan lima-aine - 25 mg mahan limadainetta

(bakteriologinen laatu, erd no. 0617, ICN Pharmaceuticals,
Inc.) suspendoitiin 5-%:iseksi (paino/vol) suspensioksi

475 ml:aan kylmdd vesijohtovettd. Suspensiota sekoitet-
tiin 20-30 minuuttia Omni-sekoittajalla, sitd sdilytet-
tiin 4°C:ssa yon yli, Ja sen pH~arvo sdddettiin 7,2:ksi
40-%:isella (paino/vol) NaOH-liuoksella juuri ennen kdyt-

toa.



10

15

20

25

30

36

Antimikrobisten lddkeliuosten valmistus - Win
52 522:n ja Win 35 439:n liuokset valmistettiin liuot-
tamalla sopiva mddrd lddkettd 0,3-0,4 ml:aan 1-m
NaOH-liuosta ja laimentamalla liuokset tislatulla
vedelld haluttuun tilavuuteen., Metisilliini ja vanko-
mysiini liuotettiin suoraan tislattuun veteen.

Bakteeriviljelmien valmistus

A. Staphylococcus aureus Smith - 2,5 ml viljelméd

ligdttiin 247,5 ml:aan 5-%:1ista mahan lima-ainesus-
pensiota, Jjolloin saatiin kcoeymppi, joka sisdlsi
2,1 x lO4 solua/ml.

B. Staphylococcus aureus 39881 - Viljelmdd sivel-
tiin kolmelle aivosyddninfuusiocagar-levylle ja levyjd
inkuboitiin 16 tuntia 37°C:ssa. Solut huuhdottiin kul-
takin levyltd 5 ml lla suolaliuosta, ja solususpen-—
siota ravisteltiin lasihelmien kanssa maaliravistimessa
2 minuuttia. Suspensio laimennettiin suolaliuoksella
siten, ettd 1:100 laimennuksella saatiin 44 % T lukema
suolaliucksella kalibroidulla B + L Spectronic 20
(650 nm) laitteella. Perussuspensio laimennettiin
suhteessa 1:24 (10 ml perussuspensiota + 230 ml
5.%:ista mahan lima-ainetta), jolloin saatiin koeymppi,
joka sisdlsi 1,55 x 109 solua/ml.

C. Escherichia coli Vogel - Viljelmd ympdttiin
10 ml:aan aivo-syddninfuusiolientd ja kasvatettiin se-
koittamatta 16 tuntia 37°C:ssa. Uusiin saamaa viljely~
lientd sisdltdviin putkiin ympdttiin 0,1 ml 16 tunnin
viljelmdd, ja putkia inkuboitiin 5 tuntia 37°C:ssa.

5 tunnin viljelmd laimennettiin lopuksi suolaliuoksella
koeympiksi, joka sisdlsi 3,0 x 107 solua/ml.

Hiirien infektoiminen =~ Hiiriin ruiskutettiin

vatsakalvonsisdisesti 0,5 ml 0,5 ml bakteeri-koeincku-
laattia.
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A. Staphylococcus aureus Smith

1. Yhden annoksen koe - Hiirille annettiin ihon-
alaisesti tai suun kautta kerran 0,5 ml lddkettd
0,5 tuntia infektoinnin jdlkeen.

2. Useamman annoksen koe - Hiirille annettiin
ihonalaisesti (0,2 ml) tai suun kautta (0,5 ml) 1&4-
kettd seuraavina ajankohtina: 6,5 tuntia ennen infek-
tointia (infektointi klo 14) ja kahdesti vrk:ssa
(klo 8 ja 15,30) kahtena seuraavana pdivéand.

B. Staphylococcus aureus 39881 - Hiiret saivat
laddkettd 2 kertaa: 0,5 ja 4 tuntia infektoinnin jdlkeen.
Lidkkeitd annettiin sek&@ ihonalaisesti (0,2 ml) ettd
suun kautta (0,5 ml).

C. Escherichia coli Vogel :- Hiirille annettiin
ihonalaisesti tai suun kautta kerran 0,5 ml lddkettd
0,5 tuntia infektoinnin jdlkeen.

Kuolemantapaukset merkittiin muistiin 7 vrk ajan
kaikissa kokeissa. 50%:n suoja-annosten arvot (PDSO—ar—
vot) laskettiin kdyttden probitanalyysiid (SAS Users
Guide: Statistics, 1982 painos, SAS Institute, Inc.
Cary, North Carolina).

Tulokset

Win 52 522:n ja vertailuna kdytetyn Win 35 439:in
vivo antibakteerinen aktiivisuus hiirien Staphylococcus

aureus Smith infektiossa on esitetty taulukoissa 1 ja 2.
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Taulukko 1

Win 52522:n ja wWin 35439:n in vivo antibakteerinen
aktiivisuus hiiren Staphylococcus aureus Smith - infekti-
ossa - yhden annoksen koe

Fen-  kokonais- 50%:n suoja-annnos
Annos 2nto- gissd luku- (mz/kg)
LaZke (mg/kg) tapa olevat mddrd = 95%(luctettavuusrajat)
Win 52,522 0,095 sC 0/10 0,8(0,6-1,1)
0,19 0/10
0.39 2/10
0,78 4/10
1,56 10/10
Win 35,439 0,78 sc 1/10 2,9(2,3-4,3)
: 1,56 0/10
" 3,13 6/10
6,25 10/10
Win 52,522 0,19 po 0/10 1l.4*
0,39 0/10
0,78 0/10
1.56 7/10
3,13 10/10
Win 35,439 0,39 po 0/10 5,5%
0,78 1/10
1,56 0/10
3.13 0/10
6,25 7/10
Vankomysiini 0,78 sc 2/10 1.2(0.6-1,5)
1,56 9/10
3,13 9/10
6,25 10/10
12,5 10/10
Infektoidut
kontrollit 0/20

*Arvio
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Taulukko 2

Win 52522:n ja Win 35439:n in vivo antibakteerinen
aktiivisuus hiiren Staphylococcus aureus Smith -infek-

tiossa - useamman annoksen koe
Hén—. kokonais 50%:n suoja-annos
. Ahnos __cissd luku- (mg/kqg)
Lacke (mg/kg) @Qgg ol;vat _ aara 95%(luotettg%uusrajat)
win 52,522 0,19 sc 0/10 1,8(1,3~2,4)
0,39 0/10
0,78 0/10
1,56 4/10
3,13 9/10
6,25 10/10
12,5 10/10
Win 35,439 3,13 sc 1/10 7,1(5,4-10,2)
6,25 3/10
12,5 10/10
25 10/10
Win 52,522 0,19 po 0/10 2.1(1,6-2,7)
0.39 0/10
0,78 0/10
1,56 2/10
3,13 9/10
6,25 10/10
12,5 10/10Q
Win 35,439 3,13 jale} 0/10 7.2(5.4-9,6)
6,25 4/10
12,5 9/10
25 10/10
Infektoidut
kontrollit - - 0/20
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Win 52 522:n teho oli yhtend annoksena annettaessa
0,5 tuntia infektoinnin jdlkeen 3,6-kertainen (sc) ja
3,9 -kertainen (po) Win 35 439%9:n tehoon verrattuna,
Win 52 522:n teho oli 3,9-kertainen (sc) ja 3,4-ker-
tainen (po) Win 35 439:n tehoon verrattuna samaa in-
fektiota vastaan useampikertaisessa annostuksessa.
Win 52 522:n PD50

resistenttid Staphylococcus aureus -infektiota vastaan

—arvot hiirien metisilliini-

0li ihonalaisessa annossa 1,1 mg/kg ja suun kautta

annettaessa 1,6 mg/kg, kuten taulukosta 3 ndhdidin.
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Taulukko 3

Win 52522:n, Win 35439:n, metisilliinin ja vankomysiinin
in vivo antibakteerinen aktiivisuus hiiren Staphylococcus
aureus 39881 ~infektiossa (metisilliiniresistentti)

Hengissd/Kokonais
Annng % Anto_olevgt / lUkumaaraSO%:n suoja-annos (mg/kg)
Ladke (ma /kq) Tapa {95%:n luotettavuusrajat)
Win 52,522 0,19 scC 0/10 1.1(0.1-4.1)
0,39 0/10
0.78 2/10
1,56 10/10
3,13 9/10
6.25 10/10
Win 35,439 1,56 scC 0/10 4,9*
3.13 0/10
6,25 9/10
12.5 7/10
Win 52,522 0,19 po 0/10 '1.6(1.3-2.4)
0.39 0/10
0.78 1/10
1.56 4/10
3,13 10/10
6,25 10/10
Win 35,439 1,56 po  1/10 7.2(5.6-10.0)
3,13 0/10
6.25 3/10
12,5 10/10
Metisiliini 25 se. 0/10 >100
50 0/10
100 ‘ 0/10
Vankomysiini 6,25 sc 0/10 17.7(13.8-22.6)
12,5 1/10
25 9/10
50 10/10
Infektoidut
kontrollit - - 0/20
* Arvio

** 2 annosta - 0,5 Ja 4 tuntia infortoinnin j&lkeen
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Win 52 522:n teho (sc) samaan infektioon o©li 4,5-ker-

tainen Win 35 439:n tehoon ja lé-kertainen vankomy-

siinin tehoon verrattuna.

Win 52 522:n ja Win 35 439:n in vivo aktiivisuus

hiirien Escherichia coli Vogel -infektiota vastaan on

esitetty taulukossa 4.

Wwin 52522:n
aktiivisuus

Taulukko 4

ja Win 35439:n in vivo antibakteerinen
hiiren Escherichia coli Vogel-infektiossa

kokonais- 20%:n suoja-annos

Heri—
_ gissi luru-
Laske ﬁ%g?ﬁca) gﬁg olayat maard -

Win 52,522 1,56 sc 0/10
3,13 0/10
6.25 8/10
12.5 10/10
25 10/10
Win 35,439 3,13 sc 1/10
6,25 0/10
12,5 4/10
25 10/10
Win 52,522 1,56 po 0/10
3,13 0/10
6.25 2/10
12.5 9/10
25 10/10
Win 35,439 3,13 po 0/10
6,25 0/10
12,5 2/10
25 9/10

Infektoidut |
kontrollit - - 0/20

(mg/kg)
95% (luotettavuusrajat)

5,2%

13,5(10,5-19,2)

8,2(6,3-10,8)

16,5(12,6-21,8)

*AYViO
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Win 52 522:n PD50~arvot (sc ja po) tdtd infektiota
vastaan olivat 5,2 ja 8,2 mg/kg eli noin puolet Win
35 439:n vastaavista arvoista.

Tamin tutkimuksen tulokset osoittavat, ettd
Win 52 522 on sekd ruuansulatuskanavan ulkopuolisesti
ettd suun kautta otettuna erittdin voimakas antibak-

teerinen aine hiirilld penisilliini-herkilld ja meti-

silliiniresistenteilld Staphylococcus aureus -kannoilla

aiheutetuissa infektioissa.

Kaavan I mukainen yhdiste tai sen farmaseutti-
sesti hyvdksyttdvd, myrkytdn happoadditiosuola tai
kationisuola voidaan valmistaa kidyttdmuotoon tavan-
omaisin farmaseuttisin menetelmin; yhdiste voidaan
liuvottaa tai suspendoida farmaseuttisesti hyvdksyt-
tdvddn vdliaineeseen, esim. veteen, vesipitoiseen
alkoholiin, glykoliin, O0ljyliuckseksi tai Oljy-vesi-
enulsioksi parenteraalista tai oraalista lddkeantoa
varten; tai yhdiste voidaan muodostaa yksikkOannos-
muotoon, kuten kapseleiksi tai tableteiksi oraalista
lddkeantoa varten, joko yksinddn tai yhdessd tavan-
omaisten apu- ja tdyteaineiden kanssa, esim. kalium=-
karbonaatin, tdrkkelyksen, apu- ja tdyteaineiden
kanssa, esim. kalsiumkarbonaatin, tdrkkelyksen talkin,

magnesiumstearaatin, akaasiakumin tms. kanssa.
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Patenttivaatimukset

1. Menetelmd 4-okso=~3-kinoliinikarboksyylihapon

valmistamiseksi, jonka kaava of

tai sen farmaseuttisesti hyvaksyttavin, myrkvttomdn happo-
additiosuclan tai kationisuolan valmistamiseksi, t u n -
nettusiitd, ettd

a. 6~-amino-l-etyyli-1,4-dihydro-7-(2,6-dimetvyli-
4-pyridinyyli)-4-okso~3-kinoliinikarboksyylihappo muutetaan
6-diatsoniumsuclansa vdlitykselld l-etyyli-6-fluori-1,4-
dihydro-7-(2,6-dimetyyli-4-pyridinvyli)-4-okso-3-kinoliini-
karboksyylihapoksi, tai

b. 6-fluori~l,4-dihydro-7-(2,6-dimetyyli-4-pyridi-
nyyli)-4-okso-3-kinoliinikarboksyylihappo tai sen alempi-
alkyyliesteri etyloidaan, ja kun reaktio suoritetaan alempi-
alkyyliesterin kanssa, saatu l-etyyli-6-fluori-1,4-dihydro-
7-(2,6~dimetyyli~4-pyridinyyli)~4-ockso-3-kinoliinikarbok-
syylihapon alempi-alkyvliesteri hydrolysoidaan vastaavaksi
hapoksi,

ja haluttaessa saati yhdiste muutetaan happoadditio~
suolaksi tai yhdiste muutetaan reaktiossa vahvan epdor-
gaanisen tal orgaanisen emidksen kanssa kationisuoclaksi.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, t u n -

nettusiitd, cttd kohdan a) mukaisesti kdytetty 6~amino-1-

etyyli-1l,4-dihydro-7-(2,6-dimetyyli~4-pyridinyyli)-4-okso-
3-kinoliinikarboksyylihappo valmistetaan nitraamalla
l-etyyli-1,4-dihydro-7-(2,6-dimetyyli-4~pyridinyyli) -
4-okso-3-kinoliinikarboksyylihappo l~etyyli-1,4-dihydro-
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~7-(2,6-dimetyyli-4-pyridinyyli)-6-nitro-4-okso-3-kino-
liinikarboksyylihapon saamiseksi, ja pelkistdm&dlld tdmé&
6-nitroyhdiste.

3. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd,
tunnettu giitd, ettd kohdan b} mukaisesti kdy-
tetty 6-fluori-1,4-dihydro-7-(2,6-dimetyyli-4-pyridi-
nyyli)-4-okso-3-kinoliinikarboksyylihappo valmistetaan
pelkistdmdlld 4-(2-fluori-5-nitrofenyyli)-2,6-dime-
tyylipyridiini 4-(5-amino-2-fluorifenyyli)~-2,6-dime-
tyylipyridiiniksi, saattamalla viimeksi mainittu yhdiste
(esimerkki 6A) reagoimaan di-alempi-alkyylietoksimety-
leenimalonaatin kanssa di-alempi-alkyyli-3-(2,6-dimetyyli~
4-pyridinyyli)-4-fluorianilinometyleenimalonaatin saami-
seksi, ja keittdmdlld viimeksi mainittua vhdistettd
palautusjddhdyttéden, jolloin saadaan alempi-alkyyli-6-fluo-
ri-1,4-dihydro-7-(2,6-dimetyyli-4-pyridinyyli) -4-okso=-3-
kinoliinikarboksylaatti, ja haluttaessa valmistaa karbok-
syylihappo, hydrolysoimalla saatu alempi-alkyylikarboksy-
laatti.

4. Menetelmd patenttivaatimuksen a a) tai 2 mukaisel-
la menetelmdlld valmistetun l-etuyyli-6-fluori-1,4-dihydro-
7-(2,6-dimetyyli-4-pyridinyyli)-4-okso=3~kinoliini-
karboksyylihapon puhdistamiseksi, joka happo sisdlt&di
epdpuhtauksina vastaavia 5-desifluori- ja 6-hydroksiyh-
disteitd, t unne t t u siitd, ettd saatiu yhdiste muu-
tetaan vastaavaksi alempi alkyyli-l-etyyli-é6~fluori~1,4-
dihydro—7—(2,6—dimetyyli—4~pyridinyyli)~4—okso~3—karboksy—
laatti esteri erotetaan reaktioseoksesta ja esteri
salppuoidaan, jolloin saadaan puhdistettu happo.

5. Patenttivaatimuksen 4 mukainen menetelmi, t u n -
nettusiitd, ettd alempi alkyyli on etyyli.

6. Kemiallinen vdlituote, jonka kaava on



10

20

25

ISy
X
L

3 3

jossa Q on vety tai nitro tai tdmédn yhdisteen happo-
additiosuola.

7. Patenttivaatimuksen 6 mukainen yhdiste, jossa
Q on vety ja joka yhdiste on 4-(2-fluorifenyyli)-2,6-di-
metyylipyridiini.

8. Patenttivaatimuksen 6 mukainen yhdiste, jossa Q
on nitro ja joka yhdiste on 4-(2-fluori-5~-nitrofenyyli)-
2,6-dimetyylipyridiini.

9. Menetelmd patenttivaatimuksen 6 mukaisen vhdisteen
valmistamiseksi, t unne t t u siitd, ettd 4-(2-fluori-
fenyyli)-2,6.dimetyyli-3,5~pyridiinikarboksyylihappoa
kuumennetaan, jolloin saadaan 4~ (2~fluorifenyyli)-2,6~-dime-
tyylipyridiinin ja 2,4~dimetyyli-5H-/1/bentsopyrano
[3,4~q7pyridin—5—onin seos, seoksen komponentit erotetaan
4-(2-fluorifenyyli)-2,6-dimetyylipyridiinin eristdmiseksi,
ja haluttaessa viimeksi mainittu yhdiste nitrataan

4-(2~fluori-5-nitrofenyyli)-2,6-dimetyylipyridiiniksi
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