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Témé keksintd koskee menetelmis uusien penisilliinien ja niiden farmaseutti-
sesti hyviksyttdvien suolojen valmistamiseksi, joilla on korkea antibakteerinen
aktiivisuus, erityisesti gram-negatiivisie mikro-organismeja vestaan.

Keksinndn kohteens on menetelmd antibskteerisen 6-/2-fenyyli-2-(3-guenyyli-

1-ureidoalkanoyyliamino)asetamido/penisillaanihapon valmistamiseksi, jolla on kaave
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Jossa A on alkyleeni, jossa on 1 tai 2 hiiliatomia, n on 1-3; ryhmistd R3 Jja Rh
toinen on vety tai alkyyli, jossa on 1-4 hiiliatomia, ja toinen on vety, tai sen
farmaseuttisesti hyvéksyttdvien suolojen valmistamiseksi.

Keksinndn mukaiselle menetelmille on tunnusomaiste, ettd -aminofenyyli-

metyylipenisilliini, jolla on keava

CH-CO-NH
H
NH,, | CH
/ ) \;
0 OCH
saatetaan reagoimean yhdisteen kanssa, jolla on kaava
R
s
N 4 0
n "
R3HN-C—NH-C-X
Jjossa R3 ja Rh merkitsevét semaa kuin edelld, ja
0 .

X on -NH-A-COC1.HCl tai —(NHACO)n—O-N

0

jossa A ja n merkitsevét samaa kuin edelld, ja haluttaessa velmistetsan kaavan I
mukaisen yhdisteen farmaseuttisesti hyviéksyttdvid suoloja.
Penisilliinejé voidaan esittédi yleiselld kaavalla:

"

R-C-NH 1 CH3

\\\ 6 5 S
l CH
3 co.x

/7 '3 3 °

Jossa 6-aminopenisillaanihapon asyyliosuus on johdettu karboksyylihaposta tai sen

firtionaalisesta johdannaisesta, esim. happohalogenidista tai -anhydridista.
R-ryhmén luonne mi&réd suurelta osalts madrdétyn penisilliinin farmaekodynaa-
miset ominaisuudet ja antibioottisen profiilin. Laajimmin kéytettyjé ovat sellaiset

penisilliinit, joissa R on bentsyyli—, fenoksimetyyli- ja A -fenoksietyyli-
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ryhméd. N&ill& hyvin tunnetuilla analogeilla on vahva vaikutus gram-positiivisia
mikro-organismeja vastaan, kun taas niiden vaikutus gram-negetiivisia mikro-organis-
meja vastaan on rajoitettu. Sen t#hden ovat lafketieteessd arvokkaita sellaiset
ladkkeet, jotka ovat vaikuttavia gram-negatiivisten mikro-organismien, esim. E. colin,
Pseudomonaksen tai Klebsibellan aiheuttamissa infektioissa.

Nykyiset yritykset parantaa penisilliinien aktiivisuusprofiilia, ovat
tuottaneet useiden uusien aineiden synteeseji. of-karboksibentsyylipenisilliineil-
14 (USA.-pat. n:o 3 142 673). laaja-alaisilla antibiooteilla, on ilmoitettu olevan
suurempi tehokkuus gram-negatiivisia bakteereita vastaan muuten kuin suun kautta
ennosteltuina, mutta niilld on vain rajoitettua kiyttd& suun kautta annosteltuina.
o-aminoaryylimetyylipenisilliinej& ja niiden sukulaisia tunnetaan (USA.-patentit
n:o 2 985 648; 3 140 282; 3 373 156; 3 308 023 ja 3 342 677), mutta niilli on ra-
Joitettu aktiivisuusalue tiettyja gram-negatiivisia mikro-organismeja vastaan. 6-
ureidopenisillaanihappojohdannaisille on ilmoitettu seké gram-negatiivinen etti
gram-positiivinen aktiivisuus USA.-patentissa n:o 3 180 863; 3 120 512 ja 3 118 877
seké samoin s~ureidopenisilliineille USA.-patentissa n:o 3 352 851. Aktiivisuus
gram—negatiivisia, erityisesti Pseudomonas-sukus olevia bakteereita vastaan on
ilmoitettu olevan o-karbamyyliureidopensiilliineills (USA.-patentti n:o 3 483 118)
Ja o-alkoksikarbonyyliureidopenisilliineilla (USA.-patentti n:o 3 LB1 922). Mys-
hemmin on o-guanyyliureidopenisilliinien ilmoitettu olevan hyddyllisi& infektiosai-
rauksia, erityisesti Pseudomonas-suvun aiheuttamia, vastaan (USA.-patentti n:o
3 579 501 ja belgialainen patenttijulkaisu n:o Th2 L23). Kaavan I mukaisten yhdis-
teiden antibakteerinen teho on kuitenkin parempi kuin néissé Julkaisuissa esitettyjen
tunnettujen penisilliinijohdannaisten.

Kuten asiantunteva helposti huomaa, sen penisilliinisivuketjun a~hiili-
atomi, johon guanyyliureidoalkanoyyliamino-osuus on kiinnittynyt, on asymmetrinen
hiiliatomi, joka sallii kahden optiivisesti aktiivisen isomeerin, D- ja L-diastero-
isomeerin, kuin my8s rasemaatin, DL-muodon, esiintymisen. Sopusoinnussa aiempien
huomioiden, jotka koskevat sellaisten penisilliinien aktiivisuutta, joilla on
asymmetrisid e-hiiliatomeja, kansse, t&mén keksinndn mukaisella menetelmilld val-
mistetut D-konfiguraation omaavat yhdisteet ovat aktiivisempia kuin L-konfiguraation
omaavat yhdisteet, ja ovat siten edullisempia, vaikka niiden yhdisteiden L- ja DL~
muotoja pidetédén myds té&mén keksinndn piiriin kuuluvina.

On huomattava, ettd 6-aminopenisillaaniytimessi, joka on perusrakennusyksikkd,
Jjosta tdmén keksinndn mukaiset yhdisteet Johdetaan, on useita asymmetrisii keskuksia.
Niamé potentiaaliset lisdisomeerit eividt ole tissé yhteydessd merkityksellisiii, kos-
ko lihtOaineena kiéytetty 6-aminopenisillaanihappo valmistetaan kiiymistieti ja se

esiintyy t#lldin vain yhdessé konfiguraatiossa.
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Té&mén keksinndn mukaista penisilliinien valmistusmenetelmii voidaan

kuvata seuraavasti:

Ry
@-(:‘HC ON - 8 CH 3 N 0
"

"
NH2 H3 + R3HN—C—NH—CNH—A—COCl'HCl
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Kéyt&nnbssd tarvittava «—aminofenyylimetyylipenisilliini ja happokloridi, jos-
sa A, R3 ja Rh ovat aiemmin mainitut ja n on 1, saatetaan kosketuksiin toistensa
kanssa reaktio-inertissé, aproottisessa liuottimessa halogeenivetyd sitovan aineen,
esim. tertid#risen amiinin lésnéollessa, jdBhauteessa. Tavallisesti kaéytetd&n yhté-
suuria mooliméériéd reagoivia aineita, 10-100 % ylim#&ralld happokloridia. Yleensi,
kun k8ytetdén yksi mooli kumpaakin reagoivaa ainetta, kdytetdén kolme moolia terti-
déristd emiinia, edullisesti trietyyliamiinia. Mik&dli k&ytet&in happokloridiylim8&-
réa, lisétéddn vastaava mooliméfrid amiinia.

Reaktio-inertin liuottimen, Jjoka pitdd reasktioseoksen nestefaasissa, pitdisi
olla sellainen, ettei se havaittavasti reagoil reaktioon osallistuvien aineiden eiké
tuotteen kanssa. Liuottimien tulisi edullisesti olla vedettémii, aproottisia, polaa-—
risia liuottimia, kuten dimetyyliformamidi tai heksametyylifosforiamidi.

Vaikka reagoivien aineiden toistensa kanssa kosketuksiin saattaminen suori-
tetaan jAAhauteessa sivutuotteiden esiintymisen vdhentdmiseksi, on suotavaa muutamien
minuuttien sekoittamisen jélkeen antaa reaktioseoksen lémmeti huonecnliimpdtilaan,
kunnes reaktio on téydellinen tai melkein t&ydellinen. Reaktioaika, joka vaihtelee
riippuen lémpétilasta, konsentraatiosta ja ominaisreaktiivisuudesta, on tavallisesti

0,5-4 tuntia.
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Reaktion jélkeen suodatetaan liukenemattomat aineet poils ja tuote saos-—
tetaan lisd&méllsd suodokseen suuri médrd dietyylieetterid. Raaka tuote eriste-
t44n imusuodatuksella ja kuivataan. Raa'an tuotteen suspensio metyleenikloridis-
sa vapautetaan vih#isistd midristd lé&htdaineepa kidytettyid X-aminofenyylimetyyli-
penisilliinid, lis&8m&ll& pieni mi&rd trietyyliamiinia, Joka muuttaa 13htdai-
neen metyleenikloridiin liukenevaksi trietyyliamiinisuolaksi. Puhdas tuote suo-
datetaan j& kuivataan.

Keksinndn mukaisessa menetelmissd kéytettdvid 1lahtdtuotteita valmistetaan
helposti menetelmilld, Jjotka ovat tuttuja asiantunteville. x-aminoaryylimetyylipeni-
silliinit ovat tunnettuja ja niitd kuvaillaan USA.-patenteissa 2 985 648 ja 3 3k2 677,
niitd on myds kuvaillut Long, et al., J.Chem.Soc., 1920(1971), kun taas 3-guanyyli-1-
ureidoalkaanikarboksyylihappoja valmistetaan menetelmdlléd, jonka on kehittényt
Frankel, et al., J.Chem. Soc., 2698 (1967) tai menetelm&lld, jonka on kehittinyt
Shapiro, et al., J.Am.Chem.Soc., 81,2220 (1959).

Vaihtoehtoista valmistusmenetelméd voidaan esittédd seuraavalla kaaviolla,

jossa A, R3 Jja Rh merkitsevdt samaa kuin edelli:
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Edelld esitetyn reaktiokaavion mukaan saatetaan toistensa kanssa kosketuk-
siin yht& monta moolia tarvittavaa 3-guanyyli-1-ureido-alkaanikarboksyylihappoa,
N-hydroksisukkiini~imidi& ja disykloheksyyli-karbodi-imidid (DCC), kahta viimeksi
mainittua aina 50 % ylimé&r#sn saakka, reaktioinertissé liuottimessa, jona kéyte-
tdin jotain aiemmin mainittua liuotinta, normaalissa lémpStilassa. 1-3 tunnin ku-
luttua késitelldén vélituotteena in situ kehittynyt N-sukkiini-imidoesteri yhta
suurella moolim&&réllé, aina 50 % ylimddrddn asti, oaminofenyylimetyylipenisillii-
nid, jota edullisimmin kdytet&&n eméksisend suolana. Reaktioaika voi vaihdella
1-6 tuntiin, riippuen lémpdtilasta, pitoisuudesta ja reagoivien aineiden reaktiivi-
suudesta.

Reaktioseoksen suodattamisen jélkeen, eristetéfin tuote lisd&mélli suodokseen
suuri méddréd dietyylieetterii. Tuote voidaan haluttaessa puhdistaa k8yttéden trietyyli-
amiinia, kuten on aiemmin mainittu.

Tidssd toisessa menetelmivaihtoehdossa voidaan ldht&aineina kédyttdd kaupallisia
tuotteita, tai ne voidaan valmistaa tunnetuilla menetelmilli.

Kuten asiantunteva voi huomata, voi kaavan I mukaisten yhdisteiden guanidiini-
osuus esiintyd useissa erilaisissa tautomeerisissd muodoissa, joita kaikkia pide-
tddn témén keksinndn piiriin kuuluvina.

Kuten aiemmin on mainittu, keavan I mukaisten happamien yhdisteiden luon-
teenomainen piirre on niiden kyky muodostaa eméksisid suoloja. Kaavan I mukaiset
happoyhdisteet muutetaan emdksisiksi suoloiksi késittelemdlld happoa sopivalla
emékselld vesi- tai vedettdmdssid liuoksessa. Suolojen valmistuksessa sopivasti
kdytettévit emdksiset aineet voivat vaihdella luonteeltaan, ja niihin kuuluvat
orgaaniset amiinit, ammoniskki, alkalimetallihydroksidit, -karbonaatit, -bikarbo-
naatit, -hydridit ja -alkoksidit, seki maa-alkalimetallihydroksidit, -hydridit,
-alkoksidit ja -karbonaatit. Esimerkkeini mainittakoon ammoniakki, primddriset
amiinit, kuten n-propyyliamiini, n-butyyliamiini, aniliini, sykloheksyyliamiini,
bentsyyliamiini, p-toluidiini, etyyliamiini, oktyyliemiini, sekund&iriset amiinit,
kuten disykloheksyyliamiini ja tertidariset amiinit, kuten dietyylianiliini, N-
metyylipyrrolidiini, N-metyylimorfoliini Ja 1,5-diatsabisyklo-(}4,3,0)-5~noneeni;
natriumhydroksidi, kaliumhydroksidi, ammoniumhydroksidi, natriummetoksidi, kalium-
metoksidi, magnesiumhydroksidi, kalsiumhydridi ja bariumhydroksidi.

" Kuten asiantunteva helposti huomaa, ovat kaavan .I mukaiset yhdisteet riit-
tédvén eméksisid, guanyyli-osuuden ansiosta, jotta ne voivat muodostas happojen kans-

sa additiosuoloja, nimé suolat kuuluvat myds keksinndn piiriin.
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Hyvédksikdytettiesséd niiden kaavan I mukaisten yhdisteiden, jotka muodos-—
tavat em8ksisid suoloja, kemoterapeuttista aktiivisuutta, on tietenkin suotavaa
kéyttdd farmaseuttisesti hyvéksyttdvid suoloja. Vaikka veteen liukenemattomuus,
suuri myrkyllisyys tai kiteisen rakenteen puute voi tehdd jotkut suolat sopimatto-
miksi tai vihemmin haluttaviksi farmaseuttiseen kdyttddn, veteen liukenemattomat
tali myrkylliset suolat voidaan muuttaa vastaaviksi hapoiksi hajottamalla suolat,
kuten ylld on esitetty tai vaihtoehtoisesti muuttamalla ne miksi hyvénséd farmaseut-
tisesti hyvéksyttéviksi emdksisiksi suoloiksi. Mainittuihin farmaseuttisesti hvvak-
syttédviin suoloihin kuuluvat natrium-, kalium-, kalsium-, magnesium- ja smmonium-
suolat sekd substituoidut ammoniumsuolat, esim. prokaiinin, dibentsyyliamiinin,
N,N-bis(dehydroabietyyli)etyleenidiamiinin, 1-efenamiinin, N-etyylipiperidiinin,
N-bentsyyli-p-fenetyyliamiinin, N,N'~dibentsyylietyleenidiamiinin, trietyyliamiinin
suolat, sekd suolat muiden amiinien kanssa, joita on kéytetty muodostamaan suoloja
bentsyylipenisilliinin kanssa.

Tassd kuvatut uudet penisilliinit osoittavat in vitro aktiivisuutta suurta
mairéé erilaisia mikro-organismeja vastaan, néihin kuuluvat sekid gram-positiiviset
ettd gram-negatiiviset bakteerit.

Niiden hyddyllinen aktiivisuus voidaan helposti osoittaa in vitro kokeilla
erilaisia organismeja vastaan sivokudosinfuusioaineessa tavallisells kaksinkertai-
sella sarjalaimennustekniikalla. Tdssid kuvattujen yhdisteiden in vitro aktiivisuus
tekee niistd hySdyllisid paikalliseen kdyttd6n erilaisten voiteiden muodossa tai
sterilointitarkoituksiin, esim. sairaalavdlineiden sterilointiin.

N&m& uudet penisilliinit ovat myds tehokkaita antibakteerisia aineita
in vivo eldimille, myds ihmiselle, ei ainoastaan ulkoisesti vaan myds suun kautta
annosteltuina.

Todennékdisesti léskéri padttédd, miki annos on sopivin kullekin yksildlle,
ja se voi vaihdella potilaan i&std, painosta ja vastustuskyvystéd sekd oireiden
laadusta ja méérésté sekd annettavan aineen farmakodynaesmisista ominaisuuksista
riippuen. Usein huomataan, ettd mikdli yhdistettd annetaan suun kautta, tarvitaan
suurempia méérié aktiivista yhdistettid saman tason saavuttamiseen, kuin parenteraa-
lissa l&dkeannossa.

Tehokkaana kaavan I mukaisen yhdisteen péivittdisend annoksena pidetdén ih-
miselld suun kautta, 10-100 mg/kg, edullisimmin 50-75 mg/kg, yhtend tai useampana
annoksena, ja parenteraalisti annettuna 25-100 mg/kg, edullisimmin 20-T5 mg/kg.
Namé& arvot ovat esimerkkejd, ja tietenkin voi olle tapauksia, joissa suuremmat

tai pienemmdt annokset ovat paikallaan.
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Kaavan I mukaiset penisilliinit ovat laajaspektrisiid antibiootteja, jotka
vaikuttavat toisin kuin monet penisilliinianalogit, vahvasti gram-negatiivisia
mikro-organismeja, esim. E.colia, Pseudomonasta ja Klebsibellaa vastaan. Edelleen
ne ndyttédvédt olevan vastustuskykyisempid kuin monet penisilliinit, penisillinaasin
aiheuttamaa hajoamista vastaan; penisillinaasi on er#é&n bakteerin tuottama entsyymi,
joka hajottaa penisilliinin inaktiiviseksi penisillaanihapoksi.

Keaavan I mukaisia edullisia yhdisteitd ovat:
6—[é—fenyyli—2—(3—guanyyli—1—ureidoasetamido)asetamidg]—penisillaanihappo,
6-/2-fenyyli-2-(p-3-guanyyli-1-ureidopropionamido )asetamido/penisillaanihappo,
6-/2-fenyyli~-2-(3-guanyyli-1-ureidoasetyyliglysinamido)asetamido/~penisillasnihap-
pe Jja
6~ [2-fenyyli-2-(3-guanyyli-1-ureidoasetyyliglysyyliglysinamido)asetamido/peni-
sillaanihappo.

Ndistd yhdisteistd ovat edullisia ne diasteroisomeerit, joilla on D-konfiguraatio.

Joidenkin kaavan I mukaisten yhdisteiden bakteerien vastainen vaikutusalue
on esitetty seuraavissa taulukoissa. Taulukossa I on verrattu 6-[5-2—fenyyli-2-
(3-guanyyli-1-ureidoasetamido)asetamidg/penisillaanihapon (PGU) in vitro profiilia
ampisilliinin (AMP) ja karbenisilliinin (CAR) kanssa. Kokeet suoritettiin standardi-
olosuhteissa, joissa ravintoliuckseen, joka sisdlsi koemateriaaleja eri pitoisuuk-
sissa, ympéttiin m84rdttyd organismia, -ja minimipitoisuus (MIC), jossa kunkin orga-

nismin kasvua ei havaittu, merkittiin muistiin.

Taulukko T
In vitro vertailuja PGU:1lle, AMP:1lle Jja CAR:1lle (MIC; 10_3 mg/ml)
MIC

Organismi PGU AMP CAR

E. coli 51A266 0,39 3,12 3,12
E. coli 51A002 200 200 200
Ps. aeruginosa 52AL90 0,39 0,78 0,6
Ps. aeruginosa 52A10k4 3,12 200 50
Ps. aeruginosa 52A173 3,12 38 75
Kleb. pneumoniae 53A009 25 100 200
Kleb. pneumoniae 53A015 25 250 >200

A. aerogenes 55A002 0,78 100 25

A. aerogenes 55A004 0,78 5 50
Ser. marcescens 634001 1,56 200 25

P. mirabilis ST7CO15 0,78 1,56 1,25
P. vulgaris 57A059 0,78 6 12,5

S. aureus 01A005 0,19 0,09 1,56
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Taulukossa II on esitetty in vivo vertailuja taulukossa I esitetyille

yhdisteille useita kokeellisia infektioita vastaan hiirissé.

Arvot saatiin (% eloonjééneiti) standardiolosuhteissa, jotka ovat tunnettu-

ja asiantunteville. E.

taan, koeyhdiste annettiin 1,

Taulukko IT

colin ollessa kyseessé, koeyhdiste annettiin infektoitu-

neille hiirille useina annoksina, Jolloin ensimmiinen annos annettiin puoli tuntia

tartunnan jédlkeen ja toistettiin b ja 24 tuntia mydhemmin. Ps.

aeruginosaa vas-

3, 5, T ja 24 tuntia tartunnan jilkeen.

!
% Suoja'l

Organismi Annostustapa x Annos (mg/kg) PGU AMP CAR
E. coli 51A266 PO 200 50 90 70
>0 30 80 10
25 10 - -
E. coli 51A266 SC 200 90 90 90
50 70 80 90
25 80 -- -
Ps. aeruginosa 52A104 sc 4oo 90 -- 80
x PO = suunkautta; SC = ihonalainen injektio; '} % eloonjééneita.
Taulukossa III on esitetty lis#d in vitro vertailukokeiden tuloksia.
Taulukko III
@cmm\m \/ S CE,
» T X
C=6] 07 N
' C02H
CHy |n NK
- C-NH-C-NH,,
0
MIC (um/ml)
Organismi n=1 n=2 n =3
S. aureus 014005 0,19 0,73 3,12
S. aureus 01A006 0,78 0,78 1,56
S. aureus 01A212 25 50 50
Strep. pyogenes 020203 <0,01 0,098 0,012
Ps. aeruginosa 52A104 3,12 6,25 25
Ps. aeruginosa 52AL490 0,39 0,78 3,12
Kleh. pneumoniae 534009 25 100 200
H. influenzae 54A001 0,09 0,39 0,39
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A. aerogenes 55A002 0,78 25 50
P. mirabilis 57C015 0,78 12,5 50
Sal. cholerae-suis 58B242 1,5 12,5 25
Ser. marcescens 63A001 1,56 50 >200

Taulukossa IV on esitetty in vivo vertialukokeiden tulokset taulukossa III
esitetyille kolmelle yhdisteelle E. colin aiheuttamia infektioita vastaan hiiris-
sé.

Arvot saatiin (% eloonjé#éneitd) standardiolosuhteissa, jotka ovat tunnettuja
asiantunteville. Koeyhdistett&d annettiin infektoituneille hiirille useina annoksina,
Joista ensimméinen annos annettiin puoli tuntis tartunnan jédlkeen ja toistettiin
4 ja 24 tuntia mydhemmin.

Taulukko IV

% Suoja

Organismi Annostustapa  Annos (mg/kg) n=1 n=2 n=3
E. coli 51A266 PO 200 50 T0 50
50 10 20 20
25 30 10 10
E. coli 514266 SC 200 90 100 60
50 T0 50 Lo
25 80 4o 30

Taulukoissa V - VII on esitetty in vitro vertailukokeiden tuloksia. Niiss&
on verrattu esimerkissd 1 valmistettua 6—[5—2—fenyyli-2—(3—guanyy1i—1—ureidoaset—
emido)asetamido/penisillaanihappoa (yhdiste A) ja US-patenttijulkaisusta 3 579 501
tunnettua, aktiivisinta yhdistettd 6-/y-(3-guanyyli-1-ureido)fenyyliasetamido/
penisillaanihappoa (yhdiste B).

Taulukko V
26 erilaisen Enterobacter-lajin 50-, 70- ja 80-%:iseen inhibiitioon tarvittava

pitoisuus (pm/ml)

50 % 70 % 80 %
Yhdiste A 4,3 15 32
Yhdiste B 17,5 Lo 140
- Taulukko VI

14 erilaisen Klebsiella-lajin 50—, T0- ja 80-%:iseen inhibiitioon tarvittava

pitoisuus (pm/ml)
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50 % 70 % 80 %
Yhdiste A 22,5 L7 120
Yhdiste B 75 120 160

Taulukko VII
23 erilaisen E. colin 40-, 50-, 60- ja 70-%:iseen inhibiitioon tarvittavs pitoi-

suus (Pm/ml)

4o % 50 % 60 % 70 %
Yhdiste A 4,0 9,9 80 130
Yhdiste B 5,9 16,3 180 230

Seuraavissa taulukoissa VIII ja IX on verrattu rakenteellisesti 1-ldheisten yh-
disteiden A (esimerkissd 1 valmistettu yhdiste) ja C aktiivisuutta in vitro ja
in vivo eri mikro-organismeja vastaan.

Yhdisteiden kaava on seuraava:

-CH-CO- s
CgH=CH-CO-NK._
N ] CH,

Yhdiste A: R on CH2-NH-CO—NH-C(=NH)—NH?

Yhdiste C: R on CHQ—NH2

In vitro-aktiviteetit

Mikro-organismi MIC gnn/ml)
Yhdiste A Yhdiste C
Staphylococcus aureus 01A005 0,39 3,12
Staphylococcus aureus 01A006 0,78 3,12
Staphylococcus aureus 01A212 25 50
Streptococcus pyogenes £0,1 0,005
Klebsiella pneumonise 25 < 200
Hemophilus influenzae 0,09 0,39
herobacter oserogenes 12,5 100
Proteus mirubilis 6,2, 6,05
Cammonella choleraesuis 1,5 6,25

Serratia marcescens 3,12 25
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In vivo-aktiviteetit -(E. colia vastaan)
Yhdiste Annos Prosentuaalinen suoja
(mg/kg) suun kautta ihonalaisesti

Yhdiste A 200 50 90
Yhdiste A 50 10 90
Yhdiste A 25 10 60
Yhdiste C 200 50 60
Yhdiste C 50 20 20
Yhdiste C 25 0 0

Tamin keksinndn mukaisesti valmistetut uudet tuotteet ovat arvokkaite antibakiee -
risia aineita ja ne ovat huomattavan tehokkaita késitel?éessé infek@ioita, joita aﬂtu;—
tavat herkit gram—negatiiviset‘ja graﬁ—positiiviset bakteerit siipikarjassa ja eldi-
missd, ihminen mukaanlukien. Sellaisiin tarkoituksiin voidaan kéytt&dd puhtaita
tuotteita tai niiden seoksia muiden antibiocottien kanssa. Niit#d voidaan annos-
tella yksinddn tai yhdessd farmaseuttisen kantaja-aineen kanssa, riippuen annos-
tustavasta ja tavanomaisesta farmaseuttisesta kéyténndstid. Esimerkiksi, niitd
voidaan annostella suun kautta tablettien muodossa, sisélt8en sellaisia lisd-—
aineita kuin térkkelystd, maitosokeria, tietyntyyppisié savilaatuje, jne., tai
kapseleissa yksindén tai seoksina, k#yttden edellémainittuja tai niiden tyyppisié
lisdaineita. Niitd voidaan annostella suun kautta myds eliksiirien tai suspensioiden
muodossa, jotka sisdltdvét makeutus— tai vdriaineita, tai niitd voidaan antaa ruis-
keina lihaksiin tai ihon alle. TA118in niit# parhaiten kiytetfdfn steriilin vesi-
liucksen muodossa, joka liuos voi sisilt#i vettd, isotonista suolaliuosta, iso-
tonista dekstroosia, Ringer'in liuosta, tai ei-vesiliuoksen muodossa, kdyttien
kasvidljyd (pellavasiemendl]jy, maapdhkinaddljy, maissidljy, seesaméljy) ja muita
vettd sisdltéméttOmid kantaja-aineita, jotka eivét vaikuta valmisteen terapeut-
tiseen tehokkuuteen ja ovat myrkytt®mid niissd tilavuuksissa ja suhteissa, joissa
niitd kéytet&dn (glyseroli, propyleeniglykoli, sorbitoli). Liséksi voidaan val-
mistaa seoksia, joista voidaan tehdd liuoksia juuri ennen kiyttdi. Tallaisiin
seoksiin voi sisdltyé nestemdisié laimentimia, esim. propyleeniglykolia, dietyyli-
karbonaattia, glyserolia, sorbitolia, jne.; puskuroivia aineita, paikallispuudut-
tavia aineita ja haluttavia farmakologisia ominaisuuksia antavia epdorgaasnisia
suoloja.

Seuraavat esimerkit kuvaavat keksintdi.

Esimerkki 1

6—[5—2—fenyyli—2—(3—guanyyli—1—ureidoasetamido)asetamidg7penisillaanihappo
3 ja R, =H)

A. Suspensioon, joka sisdltdd 12,7 g (0,0325 moolia) D-of-aminobentsyylipeni-

= CHE’ n=1jaR
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silliinitrihydraattia suspendoituna 200 ml:aan dimetyyliformamidia huoneen
lémpdtilassa ja typpikehdssd lisédtéén 9,15 ml trietyyliamiinia, ja n&in saatu
seos jéahdytetiddn 0°C:een jédhauteessa. Reaktioseokseen lis&t&&n kahden minuutin
aikana kaksi kertaa 3,5 g (0,0325 moolia) guanyyliureidoasetyylikloridi-hydroklo-
ridia voimakkaasti sekoittaen, seosta sekoitetaan viiden minuutin ajan 0°C:ssa
ja huoneen lémpdtilassa 50 min. ajan. Seos jé&hdytetddn uudelleen jddhauteessa,
siihen lis&étéén 4,55 ml trietyyliamiinia seké& uudelleen kaksi kertaa 3,5 g happo-
kloridis kahden minuutin aikana. Sekoitetaan 10 min. ajan 0°C:ssa ja tunnin ajan
huoneen lémpdtilassa, seos suodatetaan ja suodokseen lisétdén kolme litraa di-
etyylieetterii. Raaka tuote, 19,5 g, suspendoidaan 200 ml:aan metyleenikloridia,
joka sisdltdd 5 ml trietyyliamiinia, seoksen annetaan seist& kahden tunnin ajan.
Tuote, valkoinen pulveri, suodatetaan ja kuivataan, 14,0 g (88 % saanto).

Infrapunaspektrihuiput: (pm, KBr) 3,0; 3,3; 5,63 5,75-6,3(Db),

6,3-6,75(b), 7,25 7,6 ja 8,1.

Ydinmagneettiset resonanssispektrihuiput: (PPM; DMS 0-D6) 1,5(d), 6H;

3,9(c), 2H; b4,0(s), 1H; 5,4(c), 2H; 5,8(c) 1H; T,4(c), TH ja 8,4-9,2(c)

5H.

B. Liuokseen, joka sis#ltédd 345 mg. (mmoolia) N-hydroksisukkiini-imidid ja
620 mg (3 mmoolia) disykloheksyylikarbodi-imidid 15 ml:ssa kuivaa dimetyyliform-
amidia, lisétéddn 587 mg (3 mmoolia) 3-guanyyli-1-ureidoetikkahappo-hydrokloridia,
Ja seosta sekoitetaan huoneen lémpdtilassa kahden tunnin ajan. Lisédt8&n D-e(-amino-
bentsyylipensilliini-trietyyliamiinisuolaa (1,35 mg, 3 mmoolia) ja sekoittamista
jatketaan kolmen tunnin ajan. Lis&t&&n reaktioseokseen dimetyyliformemidia (20 ml),
suodatetaan, ja kirkkaaseen suodokseen lisdtédn 1,2 1 dietyylieetterid. Kuivattu
valkoinen sakka, 947 mg, eristetdsn imusuodatuksella, suspendoidaan 50 ml:aan me-
tyleenikloridia -ja kédsitellddn yhdelld millilitralla trietyyliamiinia. Tunnin
sekoittamisen jédlkeen kootaan puhdas tuote ja kuivataan vakuumissa, 537 mg
(36,5 % saanto).

Saatu tuote on joka suhteessa identtinen esimerkin 1-A mukaiselle happo-
kloridivalmistusmenetelmélld saadun tuotteen kanssa.

Esimerkki 2

6-/D-2-fenyyli-2-(p-3-guanyyli-1-ureidopropionamido)asetamido/-penisil-

laanihappo (A = —(CH2)2— n=1Jja R3 ja Rhaﬂ)/3—(3-guanyyli—1-ureido)propioni-

happo-hydrokloridia (840 mg, 4 mmoolia) lis&t&&n liuockseen, joka sisdltéi
785 mg (3,8 mmoolia) disykloheksyylikarbodi-imidid ja 440 mg (3,8 mmoolia) N-
hydroksisukkiini-imidid 15 ml:ssa kuivaa dimetyyliformemidia huoneen lémpdtilassa
Ja typpikehdsséd, ja seosta sekoitetaan kahden tunnin ajan. Lis&téén D-o-amino-
bentsyylipenisilliinitrietyyliamiinisuolaa (1,71 g, 3,8 mmoolia), ja reaktioseosta
sekoitetaan 1,5 tunnin ajan. Seos suodatetaan, ja suodokseen lisdt#&n 400 ml dietyyli-

eetterid. Puhdistamisessa kéytetdén samaa tekniikkaa kuin esimerkissd 1, jon-—
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ka jélkeen haluttu tuote, valkoinen jauhe, suodatetaan Ja kuivataan, 1,4 g (73 %

saanto).

Infrapunaspektrihuiput: (um; KBr) 3,0; 3,35; 5,65 5,75-6,3(b),

6,3-6,8(v), T7,15; 7,85 ja 8,0.

Ydinmagneettiset resonanssihuiput: (PPM; DMS O—D6) 1,5(d), 6H; 2,5(c),

2H; 3,3(c), 2H; b,0(s), 1H; 5,4(c), 2H; 5,75(c), 1H; 7,1-7,8(c), TH;

Ja 8,3-9,3(c), SH.

Esimerkki 3

6—[5—2—fenyyli—2—(3—guanyyli—1-ureidoasetyyliglysinamido)asetamidg]~

penisillaanihappo (A = CHy n = 2 ja R3 Jja Rh = H) 175 ml:asn dimetyyli-

formamidia, joka pidetédin typpi-ilmakehdssd, lis#tdén ensin 4,3 g (17 mmoolia)
3-guanyyli-1-ureidoasetyyliglysiinihydrokloridia ja sitten 2,42 g (21 mmoolia)
N-hydroksisukkiini-imidid ja 4,35 g (21 mmoolia) N,N'-disykloheksyylikarbodi-
imidi&. Saatua suspensiota sekoitetaan 2,5 tunnin ajan ja suodatetaan. D-e~amino-
bentsyylipenisilliini-trietyyliamiinisuolaa (9,45 g, 21 mmoolia) lis#tddn suodok-
seen ja seosta sekoitetaan huoneen limmdssi kahden tunnin ajan. Seos suodatetaan
Ja suodos lisdt#én tipoittain 20 min. aikana 2,5 l:aan dietyylieetterifi. Saatua
sakkaa sekoitetaan 20 min. ajan, suodatetaan ja sekoitetaan liejuksi metyleeniklo-
ridin kanssa, johon on lisé&tty 4,5 ml trietyyliamiinia. 25 min. kuluttua tuote,
keltaisenruskea kiinted aine, suodatetaan Ja kuivataan vakuumissa, 8,9 g.

Infrapunaspektrihuiput: (mikroneja; KBr) 3,05; 5,65; 6,04; 6,58; 7,20

Ja 8,10.

Ydinmagnettiset resonanssispektrihuiput: (PPM; D20) 1,32, 6H; 3,85;

6,35, (2H) ja 7,32, (5H).

Esimerkki 4

6—(D-2—fenyyli—2—(3—guanyyli—1—ureidoasetyyliglysyyliglysinamido)—asetamido)

penisillaanihappo (A = CH2; n = 3, R3 ja R) = H)

Liuokseen, jossa on 310 mg (1 mmooli) 3-guanyyliureidoasetyyliglysyyliglysii-
nihydrokloridia 8 ml:ssa kuivaa dimetyyliformamidia typpi-ilmakehéissd, lisatddn
perdkkdin 115 mg (1 mmooli) N~hydroksisukkiini-imidia Ja 206 mg (1 mmooli) N,N'-
disykloheksyylikarbodi-imidi&, ja saatua liuosta sekoitetaan huoneen lémpStilassa
kahden tunnin ajan. Lis&tdan Dﬂmraminobentsyylipenisilliini—trietyyliamiinisuolaa
(450 mg, 1 mmooli) kerralls Ja seosta sekoitetaan kolmen tunnin ajan. Kiinteéat
aineet suodatetaan, pestféin pienelli madralla dimetyyliformamidia, ja suodos
Ja pesuneste yhdistetdén ja lis#téddn tipoittain 400 ml:aan dietyylieetterii.
Saostuma suodatetaan ja sekoitetaan liejuksi metyleenikloridin kanssa, johon
lis&téén kuusi tippaa trietyyliamiinia. Sekoitetaan puolen tunnin ajan, suodatetaan

Je kuivataan vakuumissa, 310 mg.
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Infrapunaspektrihuiput: (mikroneja); KBr) 3,05; 5,65, 6,05, 6,55, 7,20 ja
810.

Ydinmagneettiset spektrihuiput: (PPM; DMSO-DQO) 1,40, (6H); 3,20-4,1(b);
3,38, (1H); 5,7, (1H) ja 7,34 (5H).

Esimerkki 5
6—[b-2~fenyyli-2-(3—N—metyyliguanyyli~1-ureidoasetamido)asetamidg]penisil-
laanihappo (A = CH,, n = 1, R3 = CH3, R) = H)

Suspensioon, jossa on 2,25 g (5 mmoolia) D-cx-—aminobentsyylipenisilliini-
tretyyliemiinisuolaa 25 ml:ssa vedetdntd dimetyyliformemidia, lisétéén typpi-
kehésséd 0,7 ml (5 mmoolia) trietyyliamiinia, ja resktioseos jéadhdytetdén -30°C:seen.
Siihen lisét&&n 3 minuutin kuluessa annoksittain voimakkaasti sekoittaen 3-(N-
metyyliguanyyli)-1-ureidoasetyylikloridi-hydrokloridia (2,28 g, 0,01 moolia)
samalla jédhdyttéden resktioseosta jashauteessa. 2 tunnin sekoittamisen Jjélkeen
jédBhauteessa seos imusuodatetaan, suodos kaadetaan kloroformin (500 ml) ja asetonin
(500 ml) seckseen, ja seosta sekoitetaman huoneen lampdtilassa y6n yli. Saatu sakka
kootaen ja kuivataen tyhjossé. Saadaan 1,5 g otsikon yhdistettd, sp. 195°C (hajoaa).

Esimerkki 6

6—(D—2—fenyyli—2-(3—guanyyli-1—ureidoasetamido)asetamido)penisi1laanihapon

natriumsuola

"Liejuun", jossa on 30 g (0,061 moolia) 6-(D-2-fenyyli-2-(3-guanyyli-1-
ureidoasetamido)asetamido)penisillaanihappoa 100 ml:ssa dioksaania ja 50 ml:ssa
kylmdd vettd, lis&tédén 5,2 g (0,061 moolia) natriumbikarbonasattia liuotettuna
75 ml:aan vettd.Liuoksen (osaksi suspension) annetasn sekoittue 15 min. ajan, liuke-
nemattomat aineet suodatetaan pois ja suodos jaaddytys-kuivataan. Nain seatu kiinted
aine lietet&&n 2 l:aan kloroformia, suodatetasn ja kuivataan vekuumissa, 29,2 g
(93 %).

Samalla tavalla valmistetaan 6-(D-2-fenyyli-2-(3-guanyyli-1-ureido-asetamido)
asetemido)penisillaenihapon sekd muiden tissé esitettyjen penisilliinien kalium—,
kalsium-, megnesium- ja muita farmaseuttisesti hyviksyttavia metallisuoloja.

Esimerkki T

6-(D—2—fenyyli-2-(3—guanyyli+l—ureidoasetamido)asetamido)penisillaanihapon tri-
etyyliamiinisuola

"Liejua", jossa on 2,0 g (3,8 mmoolia) 6-(D~2-fenyyli-2-(3-guanyyli-1-ureido-
asetamido)asetamido)penisillaanihappoa 20 ml:ssa vettd, késitelldén 0,5 ml:1lla
(3,8 mmoolia) trietyyliamiinia. Sekoitetaan 5 min. ajan, pieni m#fird liukenemattomia
aineita suodatetaan pois, ja suodos jéddytys-kuivataan 2,1 g (93 % saanto).

Semalla tavalla valmistetaan yllémeinitun sekd muiden tlsséd kuvattujen
penisilliinien ammonium- ja farmaseuttisesti hyviksyttivii, orgaanisista amiineista

johdettuja suoloja.
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1. Menetelmé antibakteerisen 6-/2-fenyyli-2-(3-guanyyli-1-ureidoalkanoyyli-

amino)asetamido/penisillaanihapon valmistamiseksi jolla on kaava:

@—CHCON}L s CH,

CH
' N 3
! CO_.H
A 2
, |n
NH
AR
N
1A}
/C-NH-C—NHR
0 -3

jossa A on alkyleeni, jossa on 1 tai 2 hiiliatomia, n on 1-3, ryhmistd R3 ja Rh

toinen on vety tai alkyyli, jossa on 1-4 hiiliatomia, ja toinen on vety; tai sen

farmaseuttisesti hyvéksyttdvien suolojen valmistemiseksi, t unnet t u

ettd « -—aminofenyylimetyylipenisilliini, jolla on kaava:

CH-CO-NH .
<:::>*v 8 CH
3
NH2 \\r<:;H

3
O///, ! \\COOH

saatetaan resgoimaan yhdisteen kanssa, jolla on kaava:

/Rh
N 0
] "

R3HN—C—NH-C—X

Jossa R3 ja Rh merkitsevit samea kuin edelléd, ja

siité,
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X on -NH-A-COCL-HC1 tai -(NHACO) -O-N

0
jossa A ja n merkitsevidt samaa kuin edelld, ja haluttaessa valmistetaan kaavan
I mukaisen yhdisteen farmaseuttisesti hyvéksyttdvid suoloja.
2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmé 6-/D-2-fenyyli-2-(3-guanyyli-
ureidoasetamido)asetamid97penisillaanihapon velmistamiseksi, t unnet tu
siitd, ettd D-%aminobentsyylipenisilliini tai sen suola saatetaan reagoimaan

yhdisteen kanssa, jolla on kaava

NH O

1" "

H2N-C—NH-C-X

Jjosse X merkitsee samaa kuin patenttiveatimuksessa 1, jolloin n on kuitenkin 1,

jea haluttaessa valmistetaan saadun yhdisteen farmaseuttisesti hyvéksyttévid suoloja.
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Patentkrav:

1. Férferande for framstdllning av en antibekterisk 6-/2-fenyl-2-(3-guanyl-

1-ureidoalkanoylamino)acetamido/penicillansyra med formeln

CH
HCONH
NH CH ¢
N

' 3
C=0 |
' 0 \COZH
A |n
t
"
N
4/C-NH-C-NHR3

0

veri A &r alkylen med 1 eller 2 kolatomer, n ér 1-3, en av grupperna R3 och Rh
ir vite eller alkyl med 1-4 kolatomer, och den andra gr viate, eller dess farma-
ceutiskt godtagbara salter,k &nneteckna t dérav, att man omsétter

& —gminofenylmetylpenicillinet med formeln

@CH-CO-NH
'

med fSreningen med formeln

RBHN—C-NH-C-X

vari R3 och Rh har ovan némnda betydelse, och X &r -NH-A-COC1l-HCl eller

0]

-(NHACO) -0O-N
n

0
vari A och n har ovan nimnda betydelse, och, om man sé& Cnskar, framstéller farma-

ceutiskt godtagbare salter av féreningen med formeln I.
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2. Forfarande enligt patentkravet 1 fér framstéllande av 6-/D-2-fenyl-(3-
guanylureidoacetamido)acetamido/penicillansyrean, k A nnete ckn at dérav,

att man omsédtter D-« —aminobensylpenicillinet eller dess salt med féreningen

med formeln

NE O
"

1"

H2N—C-NH-C—X

vari X har samma betydelse som i patentkravet 1, varvid dock n &r 1, och, om man

sé Onskar, framstdller farmaceutiskt godtagbara salter av den erhdllns féreningen.

Viitejulkaisuja-Anférda publikationer
Patenttijulkaisuja:-Patentskrifter: USA(US) 3 579 501 (C 07 4 99/16).
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