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Den foreliggende opfindelse angdr en analogifremgangsmide til frem-
stilling af den hidtil ukendte 67[D-Z-(3—hydroxypyridazin—4—carbonami—
do)-2- (p—hydroxyphenyl)acetamido]penicillansyre eller salte deraf.

6-[D—2-(3-Hydroxypyridazin—4-carbonamid3)—2—(p—hydroxyphenyl)acet—

amido]penicillansyre angives ved formlen I
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Det er velkendt, at ampicillin er meget effektivt til behandling

af infektioner, der skyldes grampositive og gramnegative bakterier,
men forbindelsen udviser ikke nogen vasentlig aktivitet mod Pseu-
domonas. Til behandling af infektioner med Pseudomonas har der i

de sidste &r varet benyttet nogle syntetiske penicilliner sdsom
carbenicillin og sulfocillin, men deres aktivitet mod Pseudomonas

er ikke tilstrazkkelig stark. I USA patentskrift nr. 3.864.329, japansk
patentpublikation nr. 92391/1973 og tysk offentligggrelsesskrift nr.
2.362.279 er der beskrevet nogle penicilliner med god antibakteriel
aktivitet mod grampositive og gramnegative bakterier, herunder

Pseudomonas.

Som et resultat af omfattende forsgg har det vist sig, at 6-[D-2-(3-
-hydroxypyridazin-4-carbonamido)-2- (p-hydroxyphenyl)acetamido] peni-
cillansyre udviser en stark antibakteriel aktivitet med meget ¢n-

skelige og praktisk anvendelige farmaceutiske egenskaber, og forbin-

delsen er et sarligt anvendeligt antibakterielt middel.

Selv om den her omhandlede forbindelse i struktur ligner penicilliner,
som er angivet i de navnte publikationer, er forbindelsens antibak-
terielle aktivitet in vitro og in vivo meget starkere og dens farmakoki-
netiske egenskaber er mere ¢gnskelige i forhold hertil. Den her omhandlede
forbindelse udviser f.eks. in vitro og in vivo meget starkere anti-
bakteriel aktivitet mod adskillige patogene organismer end 6-[D-2-

- (4-hydroxypyridin-3-carbonamido)-2- (p~hydroxyphenyl)acetamido] pe-
nicillansyre og 6-[D—-2-(3-hydroxypyridazin-4-carbonamido)-2-phenyl-
acetamido]penicillansyre, som er angivet i den navnte japanske patent-
publikation. Den her omhandlede forbindelse udviser ogsd lavere
toxicitet, bredere antibakterielt spektrum, hgjere serumkoncentra-
tioner, hgjere urinudskillelseshastighed, lavere proteinbindings-
forhdld, svagere smerte ved parenteral administration og hgjere

oplgselighed i farmaceutiske fortyndingsmidler (f.eks. vand).

Den foreliggende opfindelse angdr sdledes en analogifremgangsmide til frem-
stilling af 6-[D-2-(3-hydroxypyridazin-4-carbonamido)-2- (p-hydroxy-
phenyl)acetamido]l penicillansyre eller salte deraf, fortrinsvis ikke-
-toxiske, farmaceutisk tolerable salte, der er verdifulde som kemote-
rapeutiske midler, isar til behandling af infektionssygdomme, der

skyldes grampositive og gramnegative bakterier.
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De ikke-toxiske, farmaceutisk tolerable salte er f.eks. uorganiske
salte s&som natrium-, kalium-, ammonium-, calcium- og magnesiumsalte
og organiske salte sdsom diethylamin-, triethylamin-, N,N'-dibenzyl-
ethylendiamin-, diethanolamin-, pyrrolidin-, morphoiin-, procain-,

L-arginin- og L-lysinsalte.
Fremgangsmaden ifglge opfindelsen er ejendommelig ved det i kravets

kendetegnende del angivne. Fremgangsmaden bestar i i og for sig kon-
ventionelle madder, som angivet i fglgende reaktionsskema:

OH HZN-CH-CONH-—————]/'S CH,y
0O0H CHy

/ .
N _ N , COOH
L | T o
NS
OH
eller derivater deraf eller derivater deraf
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N COOH
N oF I
OH

OH
CONH-CH-COOH
.
X + OOH
OH
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Omsatningen mellem carboxylsyren med formlen II eller et derivat

deraf og aminen med formlen III eller et derivat deraf udfgres sed-
vanligvis i et inert oplgsningsmiddel sdsom et polart oplgsnings-
middel (f.eks. dichlormethan, chloroform, acetone, tetrahydrofuran,
dioxan, acetonitril, methylisobutylketon, ethanol, dimethylform-

amid, dimethylacetamid, dimethylsulfoxid, sulfon, hexamethylphos-
phorsyretriamid eller vand), et ikke-polart oplgsningsmiddel (f.eks.
benzen, toluen, petroleumsether eller n-hexan) eller blandinger

deraf. Der kan i nogle tilfazlde anvendes et vandigt medium. Reaktions-

temperaturen er ikke begranset og er sadvanligvis under BOOC.

som derivat af carboxylsyren med formlen II pad carboxylgruppen kan
angives halogenider, syreanhydrider, blandede syreanhydrider, syre-
azolider, syreazider og aktive estere. Som eksempler pa syreazo-
lider kan angives sadanne, der fremstilles ud fra imidazol, substi-
tuerede imidazoler, dimethylpyrazol, triazol eller tetrazol. Akti-
ve estere kan vare cyanomethylester, p-nitrophenylester, 2,4-
-dinitrophenylester, trichlorphenylester, pentachlorphenylester,
methansulfonylester, l-hydroxy-2(1H)-pyridon, N-hydroxysuccinimid
eller N-hydroxydiphthalimid.

Nar carboxylsyren med formlen II anvendes sOm fri syre kan amiderin-
gen med aminen med formlen III eller et derivat deraf fortrinsvis
udfgres i narvaerelse af et koblingsmiddel sasom N,N'-dicyclohexyl~
carbodiimid, N—cyclohexyl—N'-morpholinoethylcarbodiimid, triphenyl-
phosphin, 2—ethyl—5-(mrsulfonyl)isoxazoliumhydroxid—indre salt eller

carbonyldiimidazol.

Nar der til aktivering af carboxylsyren med formlen IT fremstilles
et blandet syreanhydrid, kan fglgende fremgangsméde anbefales. 1
mol carboxylsyre med formlen II omsattes med ca. 2 mol af et lavere
alkylcarbonylhalogenid (f.eks. chlormyresyreethylester eller chlor-
myresyreisobutylester) eller et lavere alkanoylhalogenid (f.eks.
pivaloylchlorid) i narvarelse af ca. 2 mol base, hvorved fés et

blandet syreanhydrid med den almene formel T’

0%

Co0zZ
N“ IT'
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hvor Z betegner acyl eller lavere alkoxycarbonyl.

Produktet ved amideringen under anvendelse af et sddant blandet an-

hydrid har den almene formel I'

0%
CH
y CONH—CH—CONH———___(’S 3
L] + CHy o
NS SN COOH

0

OH
hvor Z har den ovenfor angivne betydning, hvilket produkt ved behand-
ling med en organisk eller uorganisk base (f.eks. natriumcarbenat,
kaliumcarbonat, natriumhydroxid, ammoniakvand, triethylamin, dime-
thylamin eller kalium-2-ethylhexanoat) kan omdannes til penicillinen
med formlen I. Omdannelsen kan ogsd udfgres under sure betingelser,

selv om der sadvanligvis foretrakkes basiske betingelser.

Derivater af aminen med formlen III kan f.eks. vare salte, estere el-
ler N-substituerede forbindelser deraf. Som eksempler pd salte kan
angives salte af alkalimetaller (f.eks. natrium eller kalium), jord-
alkalimetaller (f.eks. calcium eller barium), organiske baser (f.eks.
trimethylamin eller triethylamin) eller organiske sulfonsyrer (f.eks.
toluensulfonsyre, naphthalensulfonsyre eller tetrahydronaphthalen-

sulfonsyre). Eksempler pd estere og N-substituerede forbindelser er

fglgende:
H, N—CH—CONH——r \fc gl
COOSl - R2

R3

l

AN o _on,

RZ - SlNH—CH—CONH——n—-——f/ .
CH
3 3 ./// 2
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hvor Rl, R2 og R3 hver betegner lavere alkyl eller lavere alkoxy,

4 6

R og R5 hver betegner lavere alkyl, og R betegner lavere alkyl,

aryl eller en heteroring.

Yderligere eksempler pa esterenheden i estere af aminen med formlen

III er fglgende: toluensulfonylethylester, p-nitrobenzylester,
benzylester, phenacylester, diphenylmethylester, substituerede di-
phenylmethylestere, tritylester, benzoyloxymethylester, lavere alkanoyl-
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oxymethylestere, dimethylmethylenaminoester, p-nitrophenylester,
methylsulfonylphenylester, methylthiophenylester, tert.butylester,
3,5-di-tert.butyl-4-hydroxybenzylester og trichlorethyléster. Disse
esterenheder anvendes alle konventionelt som en gruppe, der beskyt-
ter et carboxylsyreradikal inden for bestemte omrdder. Disse estere
kan anvendes i saltform sésom dem, der fds ved anvendelsen af orga-
niske sulfonsyrer (f.eks. toluensulfonsyre eller tetrahydronaphtha-

lensulfonsyre) .

Efter amideringen med carboxylsyren med formlen II eller et derivat
deraf kan disse esterdele elimineres pd i og for sig kendt mide
sisom reduktion eller hydrolyse under s& milde betingelser, at der
ikke sker indvirkning p& B-lactamringen i penicillinkernen.

Omsaztningen mellem carboxylsyren med formlen IV eller et derivat
deraf og aminen med formlen V eller et derivat deraf kan udfgres
analogt med den ovenfor beskrevne omsatning af carboxylsyren med
formlen II eller et derivat deraf med aminen med formlen

III eller et derivat deraf.

Til behandling af infektioner hos pattedyr kan den her omhandlede
forbindelse administreres via forskellige ruter sdsom intramus-
kular eller intravengs injektion eller instillation med en daglig do-

sis p& 300 mg - 20 g i mindre doser, f.eks. 3 eller 4 gange pr.
dgégn.

Der kan med den her omhandlede forbindelse pd i og for sig kendt
made fremstilles konventionelle enhedsdoseringsformer (f.eks. oplgs-—

ninger, dispersioner, emulsioner, pulvere, tabletter eller kapsler).
Fremgangsmaden ifglge opfindelsen belyses narmere ved de fplgende
eksempler:

Eksempel 1.

Til en oplgsning af 8,0 g 6~ (D-a~amino-a-p-hydroxyphenylacetamido) -

penicillansyre-trihydrat og 2,02 g triethylamin i 40 ml dimethylform-
amid sattes under omrgring ved stuetemperatur 5,48 g 3-hydroxypyri-
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dazin-4-carboxylsyre-p-nitrophenylester, og omrgringen fortsattes
ved den samme temperatur i 40 minutter. Efter tilsztning af 3,16 g
natrium-2-ethylhexanoat til reaktionsblandingen fortsattes omrgrin-
gen i yderligere 15 minutter. Ved filtrering fjernes en ringe mzngde
af uoplgste produkter, og filtratet blandes med 200 ml dichlormethan
og 200 -ml acetone. De udfzldede krystaller opsamles ved filtrering,
vaskes successivt med dichlormethan, acetone og ether og tgrres over
phosphorpentoxid under reduceret tryk, hvorved f£ds 9,0 g natrium-
salt af 6—[D—2—(3—hydroxypyridazin-4—carbonamido)—2—(p—hydroxyphe—
nyl)acetamido] penicillansyre. Smeltepunkt 218 - 220°C (sgnderdeling).

Eksempel 2.

Til en blanding af 1,52 g D—2—(3—hydroxypyridazin—4-carboxamido)—
-2- (p~hydroxyphenyl) eddikesyre, 0,506 g N-methylmorpholin og 10

ml dimethylformamid afkglet til -50°C sattes dribevis 0,683 g iso-
butylchlorformiat, og den resulterende blanding omrgres i 10 mi-
nutter. Separat sattes 2,4 g N,O-bis (trimethylsilylacetamid) til
en suspension af 1,08 g 6—aminopenicillansyre i 10 ml dimethylfor-
mamid, og den resulterende bianding omrgres ved 30 - 35°C 1 60
minutter, hvorefter der afkgles til -30°c. De ovenfor vundne blan-
dinger forenes og omrgres ved -50 - -40° i 5 timer, hvorefter
temperaturen gradvist haves £il 5°C natten over. 200 ml vand sattes
til reaktionsblandingen. De udfzldede krystaller isoleres ved fil-
trering, vaskes med vand og tgrres over phosphorpentoxid under
reduceret tryk, hvorved fés 2,4 g D-2- (3-hydroxypyridazin-4-carbox-

amido) -2- (p-hydroxyphenyl)acetamidopenicillansyre.

Den antibakterielle aktivitet in vitro og in vivo af 6-[D-2-(3-
—hydroxypyridazin—4—carbonamido)—2—(p—hydroxyphenyl)acetamido]peni—
cillansyre (i det fglgende betegnet forbindelse I) mod adskillige
organismer sammenlignes med to typiske og reprasentative penicilli-
ner, der er angivet i japansk patentpublikation nr. 92391/1973, nemlig
6-[D—2—(4-hydroxypyridin—3—carbonamido)—2-(p—hydroxyphenyl)acetamido]—
penicillansyre (i det fglgende betegnet forbindelse A):

CONH-CH-~ S 3
X CH-CONH —( j<
| ! } CH,

—OH A—N COOH

OH
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og 6- [D-2- (3-hydroxypyridazin-4-carbonamido) -2-phenylacetamido]peni-

cillansyre (i det fglgende betegnet forbindelse B):

OH
A CONH-CH-CONH —
N
L]
Na o

S

—

N

cooH

De gennemsnitlige minimalt inhiberende koncentrationer, som f&s med

forbindelse I og forbindelse A mod 170 bakterieisolater

fra hospitalspatienter, og som reprasenterer 8 slagter, er angivet i

tabel I, hvoraf det fremgdr, at den antibakterielle aktivitet af

forbindelse I er overlegen sammenlignet med forbindelse A, isa@r mod

organismer sasom Klebsiella pneumoniae, Proteus vulgaris, Proteus

morganii, Enterobacter aerogenes og Serratia.

Tabel I

Organisme Antal af Gennemsnitlig minimalt inhibe-

kliniske rende koncentration (/ug/ml)

isolater

Forbindelse I Forbindelse A

Staphylococcus aureus 37 13 21
Escherichia coli 23 12 14
Klebsiella pneumoniae 26 21 73
Proteus vulgaris 7 8,8 115
Proteus morganii 14 4,4 50
Enterobacter aero-
genes 8 25 100
Serratia 31 ) 200
Pseudomonas aerugi-
nosa 49 10 5
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Bemzrkning: Forbindelse I og forbindelse A blev testet i form af
natriumsaltet. Den minimalt inhiberende koncentration (MIC) blev
bestemt under anvendelse af agarpladefortyndingsmetoden, som an-

befales af Japan Society of Chemotherapy.

De relative aktiviteter af forbindelse I, forbindelse A og forbin-
delse B mod forskellige intraperitoneale infektioner hos mus bestem-
mes ved de minimalt inhiberende koncentrationer, og de gennemsnit-=
lige beskyttende doser (subcutan administration) er angivet i tabel
II, hvoraf det fremgdr, at PDSO—vardierne af forbindelse I er betyde-
lig overlegne i forhold til dem for forbindelse A og forbindelse B,

is@zr mod organismer sisom Klebsiella pneumoniae og Pseudomonas

aeruginosa.
Tabel II
Organisme Stamme MIC (/ug/ml) PD;, (mg/kg)
nr. )
i
Forbin- | Forbin- | Forbin- { Forbin-f Forbin-| Forbin-
delse ~delse delse delse delse delse
I A B I A B
|
Escherichia ‘ ;
coli 37 E 12,5 12,5 { 12,5 31 - 57
Escherichia : {
coli NIHJ i 6,25 12,5 i 12,5 3,2 3,0 -
Klebsiella ‘ ;
pneumoniae 20 12,5 100 5 12,5 31 >150 71
Klebsiella
pneumoniae 6 25 100 25 36 5120 50
Klebsiella i
pneumoniae 1 6,25 3,13 12,5 25 100 -
Pseudomonas
aeruginosa T 25 12,5 12,5 35 51 160
Pseudomonas
aeruginosa NC-5 12,5 6,25 12,5 22 60 180
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Bemerkning: Forbindelse I, forbindelse A og forbindelse B var under-
kastet forsgget i form af natriumsaltet. Til hver test blev der ved
hvert dosisniveau anvendt 8 hanmus af ICR-SCL-stammen. MIC-Vardien
bestemtes ved naringsvaskefortyndingsmetoden. Til bestemmelse af

PDSO—vardien udfgrtes to subcutane behandlinger, dvs. 1 og 4 timer

efter infektionen.

Den antibakterielle aktivitet in vitro og in vivo af forbindelse I
mod forskellige organismer og de farmakokinetiske profiler af forbin-
delse I blev sammenlignet med dem af typiske og reprasentative for-
bindelser, som er angivet i tysk offentliggprelsesskrift nr.
2.362.279, dvs. 6-[D—2—(4—hydroxy—l,5—naphthyridin-3—carbonamido)—
—2-(p—hydroxyphenyl)acetamido]penicillansyre (i det fplgende betegnet

forbindelse C) med formlen

oH
N CONH-CH-CONH—— 5 Hy
’d AN
H
| 3
X Z
. " COOH .

OH

De minimalt inhiberende koncentrationer, -som f&s med forbindelse I
og forbindelse C mod de fplgende organismer,der reprasenterer 6

slagter, fremgdr af tabel III.

Tabel III
Organisme Stamme nr. MIC (/ug/ml)
Forbindelse I Forbindelse C

Staphylococcus aureus 209P 0,39 . 0,78
Escherichia coli NIHJ 6,25 1,56
Proteus mirabilis GN2425 6,25 1,56
Proteus vulgaris HX19 0,025 0,025
Klebsiella pneumoniae PCI602 12,5 12,5
Pseudomonas aeruginosa 104 1,56 1,56
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Bemarkning: Forbindelse I og forbindelse C underkastes forsgget i

form af natriumsalt.

Det fremgdr af tabel III, at den antibakterielle aktivitet af
forbindelse I er overlegen i forhold til den af forbindelse C mod

organismer sasom Staphylococcus aureus, men lavere mod organismer

s&som Escherichia coli og Proteus mirabilis.

De gemnemsnitlige minimalt inhiberende koncentrationer, som opnds med
forbindelse I og forbindelse C mod 60 bakterieisolater fra hospitals-
patienter, hvilke isolater reprasenterer to slagter, er angivet i ta-
bel IV, hvoraf det fremgar, at den antibakterielle aktivitet af for-
bindelse I er overlegen i forhold til den af forbindelse C mod orga-

nismer s&som Staphylococcus aureus og Streptococcus faecalis.

Tabel IV

Organisme Antal stammer | Gennemsnitlig minimalt inhiberende

koncentration (/ug/ml)

Forbindelse I Forbindelse C
Staphylococcus
aureus 37 ' 15 60
Streptococcus
faecalis 23 2,0 3,8

Bemzrkning: Forbindelse I og forbindelse C underkastes forsgget i
form af natriumsalt. MIC-Verdien bestemmes under anvendelse af

agarpladefortyndingsmetoden.

De relative aktiviteter af forbindelse I og forbindelse C mod adskil-
lige intraperitoneale infektioner hos mus bestemmes ved de minimalt
inhiberende koncentrationer, og de gennemsnitlige beskyttende doser

(subcutan administration) er angivet i tabel V.
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Tabel V
Organisme Stamme MIC (/ug/ml) PD. (mg/kg)
nr.

Forbindel- | Forbindel- Forbindel- | Forbindel-

se I se C se I se C
Staphylococ-
cus aureus A24 0,39 1,56 2,0 32
Streptococ-
cus faecalis Fl0 1,56 1,56 1,1 6
Klebsiella
pneumoniae 1 6,25 6,25 16 18
Pseudomonas
aeruginosa TS 6,25 3,13 22 15

Bemarkning: Forbindelse I og forbindelse C blev anvendt i form af
natriumsalt. Til hvert forsgg blev pd hvert dosisniveau anvendt 5
hanmus af ICR-SLC-stammen. MIC-Vardien blev bestemt ved n&ringsvas-
kefortyndingsmetoden. Til bestemmelse af PDSO—Vardien udfgrtes sub-
cutane behandlinger tre gange, nemlig 1, 3 og 5 timer efter infek-

tionen.

Det fremgdr af tabel V, at PDSO—vardierne af forbindelse I er vasent-
ligt overlegne sammenlignet med dem af forbindelse C mod organismer
sdsom Staphylococcus aureus og Streptococcus faecalis og omtrentligt
ens mod Klebsiella pneumoniae, men mod Pseudomonas aeruginosa er

PD. -vardien af forbindelse I mindre end den af forbindelse C.

50
De fglgende data refererer til de farmakokinetiske profiler af for-
bindelse I sammenlignet med forbindelse C. De proteinbindende has-
tigheder i humant serum af forbindelse I og forbindelse C er angivet
i tabel VI, hvoraf det fremgdr, at forbindelse I har en lavere pro-
teinbindingshastighed end forbindelse C, og den fgrstnavnte inakti=-

veres mindre i serum ved administration.
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Tabel VI
Forbindelse Bindingshastighed med humant serum (%)
Ultrafiltrerings- Ultracentrifugerings-
metode metode
I 58 60
90 92

Bemazrkning: Forbindelse I og forbindelse C blev testet i form af

natriumsaltet.
Topserumkoncentrationer af forbindelse I og forbindelse C i mus af
ICR-stammen efter subcutan administration af 50 mg/kg er angivet

i tabel VII.

. Tabel VII

Forbindelse Serumniveau (/ug/ml)

0,25 time | 0,5 time |1 time 2 timer

Bemzrkning: Forbindelse I og forbindelse C blev testet i form af
natriumsaltet. Der blev til testen anvendt tre hanmus af ICR-SLC-
-stammen. Biostyrkebestemmelsen blev udfgrt i overensstemmelse

med "skivemetoden" under anvendelse af Bacillus subtilis.

Urinudskillelseshastigheder af forbindelse I og forbindelse C efter
intramuskular administration af 20 mg/kg til hanrotter af Wistar-

-HLA-stammen er angivet i tabel VIII.
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Tabel VIII

Forbindelse Urinudskillelseshastighed (%)

0 - 6 timer 6 - 24 timer 0 - 24 timer

54 1,0 55
19,5 0,5 20

Bemarkning: Forbindelse I og forbindelse C blev testet i form af

natriumsaltet.

Den akutte toxicitet af forbindelse I og forbindelse C i mus af
ICR-stammen ved intraperitoneal administration fremgdr af tabel IX.

Tabel IX

Forbindelse LDSO—vardi (mg/kg

7100
C 3100

Bemzrkning: Forbindelse I og forbindelse C blev testet 1 form af

natriumsaltet.

Det fremgdr af ovenstdende resultater, at forbindelse I som chemo-
terapeutisk middel har udmarkede egenskaber. Hgjere serumniveauer

og hgjere urinudskillelseshastighed for forbindelse I giver hgjere
beskyttelse ved behandlingen af mange infektionssygdomme herunder
urinvejsinfektioner, som skyldes grampositive og gramnegative bakte-

rier.
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Patentkrav.

Analogifremgangsmdde til fremstilling af 6-[D-2- (3-hydroxypyridazin-

-4-carbonamido) -2- (p-hydroxyphenyl) acetamido]penicillansyre med form-

len I s CH
CONH-CH~CONH —— 3
CH,

=
O/

COOH

OH

eller salte deraf, fortrinsvis ikke-toxiske, farmaceutisk tolerable
salte deraf,

kendetegnet ved, at

a) forbindelsen med formlen II

H

o .
4l OOH

T II

N

eller et derivat deraf ved carboxygruppen
eller en forbindelse med den almene formel II'
0z

CO0%
l IT!

Z—2

hvor Z betegner acyl eller lavere alkoxycarbonyl, omsattes med
forbindelsen med formlen IIT



144873

17
S CH,
H, N-CH-CONH —
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b) forbindelsen med formlen IV
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eller et derivat deraf, hvorefter en eventuel beskyttelsesgruppe i
den dannede forbindelse fraspaltes, og forbindelsen om gnsket omdannes

til et salt.

Fremdragne publikationer:




	BIBLIOGRAPHY
	CLAIMS
	SEARCH_REPORT

