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Comprobante de pago de la tasa de presentacién de la solicitud

Documente gue acredita la existencla y representacién legal cuando el sohctante sea persona
jurldica

Poderes, si fuere el caso

Documento de cesion del inventor al solicitante o a su causante

Declaraciones

Copla de la solicitud Internacional (Resumen, descripcidn, reivindicaclones, dibujos)

Traducclén de la solicitud Intermaclonal al castellano (Resumen, descripcidn, reivindicaciones,
dibujos)

Copia del examen preliminar Intemacional efectuvado por la Autoridad Internaclonal de Examen
Preliminar (IPEA)

Traducclén del examen preliminar Internaclonal efectuado por la IPEA
De ser el caso, copla del contrato de acceso

De ser el caso, documento que acredite la licencla o autorlzacibn de uso de conocimientos
tradiclonales de las comunidades indigenas

De ser el caso, certificado de depdsito del material bloléglco

Arte final 12 x 12

De ser el caso, informaclén sobre otras solicltudes de patente o titulos obtenidos en el extranjero
por el mismo titular o su causante, relaclonadas parcial o totaimente con la Invencién de esta
solicitud
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Traduccidn oficial del Inglés por Marlién Neira Castro, resolucién
2117 del Ministerio de Justicia de Colombia

APOSTILLA EN PODER DE REPRESENTACION DE

PFIZER PRODUCTS INC
BiTinglie 1nglé=- espafio]l otorgado en Nueva York, Estados Unidos e} 14 dea julio
de 2003 y firmado por J Trevor Lumb, Vicepresidente de Pfizer Products Inc

CERTIFICACION NOTARIAL
Bilingle 1nglés- espafiol, el 14 de julio de 2003 el suscrito notario Kenneth
Greenwood certifica que J Trevor Lumb ejercia funciones de Vicepresidentae de 1a
Compafifa Pfizer Products Inc , con sede en Groton, Connecticut, Estados Unidos
Firma del notario
Sello notarial certificado, verificado y autenticado en 1a Localidad de Egham
en Surrey, 14 julio, 2003 por el Notario Kenneth Greenwood-Horne Engall & Freeman

Sello Notario Piblico en alto relieve rojo

APOSTILLA
REINO UNIDO DE GRAN BRETARA E IRLANDA DEL NORTE
1 Pafs Reino Unido de Gran Bretaila e Irlanda del Norte
Este documento Pdblico

2 ha sido firmade por K Greanwood
K| ejerce funciones de Notario Piblice
4 Lleva el sello de dicho Notario Pdblico

CERTIFICADO
& En Londres 6 E1 17 da julio de 2003
7 Por el Sacretaric de Estado Principal de su Majestad para Asuntos

riores y de 1la mancomunidad
G210435

1o del Secretario de Estado Principal de su Majestad para Asuntos
€ riores vy de 1a mancomunidad
H a de R Bawden - Por Secretario de Estado
§§ of to 58 0sa e uo pafs qee no es parte de Ta coavescifu de 1z Haya dal § de octubre 1001, debs
E l pre@ﬂgﬁ secerdn coneelar de 12 misidn que represesta ¢l pais
[=] » >
Es raduccién Tiel del inglés, con copla jjargchivo para
confrontaci6n Bogotd 25 de julto-2003 “Qjmm C’
Marlen Nei
MARLEN NEIRA CASTRO
Troductor e Intérprate Ofidial

inglés Espofiol Inglés
Resolucién No 2117 del 7 Oct 1987
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OLARTE RAISBECK & FRIER!, LTDA
LEGAL & PROPESSIONAL SERVICES

WORL.D TRADE CENTER— TORRE C
CALLE 100 No 8AS55 PiIso 10
BOGOTA, COLOMBIA
TEEPHONE, +57 1 8388200
FAX +57 1 8388201

www.olarteralsbeck com

Power of Attorney
The undemgnad,

Poder

El susenito,

Pfizer Products Inc

dommciled m

dommciliado en

Eastern Point Road, Groton, Connecticut 06340 USA

by means of these presents hereby grants to Carlos
R. Olarte, J Ian Ralsbeck and Ana
‘Maria Frier] fol! and sufficicnt Power of
Attorney to file, prosecute, obtam, defend and
enforco any and all of the company’s Patents,
Utility Models and Industrial Designs in the
Republic of Colombia, to which end it empowers
them to take all stepa pecessary before mny
adminstrative or judicial authonty of amy class for
the objects stated, to file pebtions, sppeals, replics
and oppoqitions, pay taxes and snnmhes, request
testimonies, recerve documents and secunities,
sbandon apphcations and collect refunds Sufficient
power 13 hereby granted to receive notifications ou
behalf of the Company, to confer powers on those
who are to represent the company judiculily and
extrajudicaally, to answer m court m the matier of all
clmums and demapds that may be presented m
comection with the objects stated, giving them
likewise power to substitute these presents and
revoke such subsbintions

por medio del presente otorga « Carlos R.
Olarte, J Ian Raisheck y Ana Maria
Frierl poder especial, empho y suficents para
presentar, tramter, obtener, defender y hacer
respetar todas y cualquuors de Patentes, Modelos
de Utflidad y Disefios Industrisles de {a
compafiia en Ia Repiblica de Colombia, a cuyo
efecto loa faculta pars dar todos los pasoa
necesar108 ante cualquer yutondad adnumstrative
o Jucicial de cualquer jerarquin pare cumplir con
lo encomendado, elevar solicimdes, apelaciones,
regpuestas y Opof1C10nes, PagAT IMpuestos y
am:alidades, solicriar tegtimonios, recibir
documentos y valares, desistir y percibar  Se
conceds poder bastante para recibir notificaciones
a nownibre do 1n competila, otorgar poderes a
quicnes vayan a representar a la compafia judicial
y axtrajudicialmente, responder en yucio a tndas
las reclumaciones o demamndas que por motivo de
lo encomendado se presentaren, dindoles
anmismo facultad para sustriarr el presente y
revacar dichas sustrhiciones

e POV

echa July 14, 2003

j,Country/Ciudad,Pals New York, USA
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OLARTERAISBECK

OLARTE RAISBECK & FRIERI, LTDA
LEGAL & PROFESSIONAL SERVICES

WORLD TRADE CENTER— TORREC
CALLE 100 No BAB5 Pso 10
BOGOTA, COLOMBIA
TeerHONE +57 1 §388200
FAX, +57-1 6386201

www olarieralebeck.com

Notarial Certification Certificacién Notanal
On this date, En csta fecha,
July 14, 2003
The undersigned Notary Public certifics el Notano Pdblico suscnito cerhfica
1 That MM L y® 1 Que

J Trevor Lumb

of legal age and doruciled m msyor de edad y domucihiada

NEns YR, Sa  NewYork
mngned the foregomg docoment. suscribi6 el documento qus antecede

2 That the grantor hag executed the foregoing
document as Vice President
of Pfizer Products Inc

3 That Pfizer Products Inc,

havimg i3 principal place of business located m
Groton, Connecticut, U S.A.

18 duly incorporated, 13 currently in exmstence, and
that the purposes for winch the Power of Attorney u
preated are within the scope of s corporsie
purposcs

4 That the grantor has the authonty to execute the
Power of Attorney and that ns/her representation 18
legal.

5 The foundation for my certifications contamed m
pomts 2, 3 and 4 wes the exhibition of the following
authentic documeni(s)

2 Que el oinrgante ha suscnto el refendo
documento en su caricter de

do

4 Que
con seds prmeipal ubicads en

csth legalmente constitmda, que tene exutencia
legal vigente y que los propémios pam los cuales
sc otorga el poder se encuenira dentro de los que
comprenden su objeto social

4 Que ¢l otorganie tiene la represenincidn pam
suscribir el poder, y que ésta s legrama.

5 El fundemento de mms certificaciones
coriemdas en los punios 2, 3 y 4 fue la exhilncién
de los (del) sigmenie(s) documnento(s) anténtico(s)




APOSTILLE
(Hagues Couvention of § October 1961 / Convenhon de La Fsye du 3 octobre 1961)
UNITED KINGDOM OF GREAT SRITAIN AND NORTHERN IRELAND
1 Country Ublted Xingdom of Grest Britain aud Northera Iretand
Fays. Roysome-Usl & CGrande-Bretagne et d'Iriande da Nond
Thus publie document / Le présent geto public
2 Hssbeensigned by K Greeawood

a€08 algné pax
3 Ascting bnthe capacityof  Notary Publle
agispett en qualnd de
4 Bemthcomslitompaf  The Sald Netary Public
eat revity du scesuftnmibee de
Certifled/Attestd
$ = Lloodon/k Londres 6 thefle 17 July2003

7 by Her Majesty s Principsl Secretary of Stase for Farcign and Commonwealth Affaics /
par le Secréizwe d Eist Princal de Su Mgjestd sux Affhires Etranglves e du Commonwealth.

8. Numberyou No G210435
10 Sigoatiwe, R Bewden

Far fhu Sewciwy of Sum  Ponr ki Seriinive 't

1 this document I to be: used tn a coustyy which s 80t pesty 1o the Hague Canventon of 3 October 1961
- it should be pregesticd io the consaiar secton of the mssion representing that country
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CESION

Por contraprestacién valiosa pagada a nosotros por PFIZER PRODUCTS
INC, sociedad constituida en virtud de las leyes del Estado de
Connecticut, Estados Umidos de Aménca cuya direccidn postal completa
es Eastern Pomnt Road, Groton, Connecticut 06340, Estados Umdos de
Ameénca, por el presente vendemos y traspasamos a la citada PFIZER
PRODUCTS INC, todo nuestro derecho, titulo e interés en y sobre
nuestro invento de una nueva y Gtil mejora en PROFARMACO INHIBIDOR
DE BETA-LACTAMASA, en cuanto respecta a la Reptiblica de Colomba,
tal como se indica y descrnibe plenamente en la especificacién y por el
presente autorizamos y solicitamos al Comisionado de Patentes de
Colombia expedir dicha patente a nombre de la citada PFIZER
PRODUCTS INC, de conformidad con esta Cesi6n

En fe de lo cual, firmamos de nuestro pufio y letra,

(Fdo) Anthony Marfat 12 de enero de 2005
Lugar fecha y firma - Anthony MARFAT Groton Connecticut USA
(Fdo) Dale Gordon McLEOD 11 de enero de 2005

Lugar fecha y firma - Dale Gordon McLEQD Groton, Connecticut USA

Por el presente certifico que este es el documento original

Distnito de Columbia SS

Suscrito y jurado ante mi, el 18 de enero de 2005

(Fdo ) Kevin Woodward, Notario Pablico del Distrito de Columbia, cuyo
cargo vence el 14 de abril de 2007, segtin consta en su correspondiente
sello notanal
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APOSTILLA

(Convencion de 1a Haya del 5 de Octubre de 1961)
Pafs Distrito de Columbia
Estados Unidos de América
El presente documento piiblico
Fue firmado por Kevin Woodward
Que actud en su calidad de Notario Pablico del Distrito de Columbia
Lleva el sello del mencionado Notario Pablico Kevin Woodward
Se certificé
En Washington D C
El 18 de enero de 2005
Por parte del Secretario del Distrito de Columbia
Bajo el Nimero 136307

Aparece el sello del Distrito de Columbia

10 Firmado por Sherryl H Newman



Apostille

(Comveniion de La Haye du 5 octobre 1961)

1 Drstriet of Columbna
United States of America

KEVIN WOODWARD
2 Ths pubhe document has been signed by

NOTARY PUBLIC IN AND FOR THE DISTRICT
3 acting 1n the capacity of e

4 Dbears the seal/stamp of _.___KEVIN WOODWARD., NOTARY PUBLIC, D.C.,

CERTIFIED

b at Washington, DC
6 the 18™ day of JANUARY 2005

7 by Secretary of the District of Columina
. n 136307

10 Signature

Ayl




PC23296A
ASSIGNMENT

For valuable consideration paid to me (us) by PFIZER PRODUCTS INC a corporation orgamized under the
laws of the State of Connecticut, Umted States of America whose full post office address 15 Eastern Point
Road, Groton, Connecticut 06340, United States of America, I (we) do hereby sell and assign to the said
PFIZER PRODUCTS INC , all my (our) nght, ttle and interest in and to my (our) mvention for a new and
useful Improvement :n BETA-LACTAMASE INHIBITOR PRODRUG =o fur as the Republic of Colombia
1s concerned, as fully set forth and descnibed 1n the specification, and I (we) do hereby authorize and request the
Commussioner of Petents of Colombia to 18sue said patent to the saud PFIZER PRODUCTS INC 1o accordance

with this assignment

In witness whereof I (we) have hercunto set my (our) hand(s) this

Ty SOV Y SO,
Anthon: AT -

Place, datc and signature - y roton, Commectlcut,

P TSROV N, SO 1 -
Place, date and signature - ] roton, nnecticut,

L)
T ity g, Ve 3 TR
L YR T P e



| HEREBY GERTIFY THAT THIS
\S THE ORIGINAL DOCUMENT
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(12) INTERNATIONAL AFPLICATION PUBLISHED UNDER THE PATENT COOPERATION TREATY (PCT) &

(19) Worild Inteflectval Property

Organizatwon
Jescatonal Beroas ERINERTIIEEEDRENER
(43) International Poblicaton Date (10) Iniernational Publication Number
4 March 2004 (04.03.2004) PCT WO 2004/018484 Al
(51) Intermational Patent Classilication” CO7D 49500 (74) Agents. LUMB, J.. Trevor et al Phizer Inc 201 Tabor
AGIK 31483, ASIP 314 Road, Morns Plains, NJ 07950 (US)
(21) Intenational Application Number- (81) Designnted States (nazionall AE, AG AL, AM AT AU
PCT/AB2003003582 AZ BA BB,BG,BR,BY BZ,CA,CH,CN CO,CR,CU
CZ.DE,DK DM DZ, EC, BB, ES,.FI GB GD GE, GH
GM HR, HU ID IL,IN IS JP KE,XG KP KR KZ 1C,
(22) Interna € Date- 11 Augaist 2003 (11.08.2009) LK.LR, LS LT LU LV MA, MD MG MK, MN MW
MX MZ NI,NO,NZ,OM PH,PL.PT RO RU SC.SD,
(25) Filiog Languege Englhish SE, S SK,SL,TJ TM TN TR, TT TZ, UA, UG US
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PRODUCTS INC. [US/US) Eastern Point Road, Groton SE, SI SK, TR), OAPI patent (BF B] CF CG CI, CM,
CT 06340 (US). ! GA,GN GQ, GW ML, MR, NE, SN TD, TG).

(72) Inventors, and Published: /

(75) Inventors/Applicants (for US only} MARFAT, Anthony ~—  ith international search report

[US/US] Pfizer Global Research And Development, Bast-

em Point Road Groton, CT 06340 (US) MCLEOD, Dale,  For iwo-letter codes and other ablbrevianons refer io the "Guid-
Gardoa [CA/US] Plizr Global Research and Develop-  ance Naoies on Codes and Abbvewations™ appearing at the begin-
ment, Bastern Poini Road, Groton CT 06340 (US) ning of each regular ixsue of the PCT Gazerte,

(54) Tithe: BETA-LACTAMASE INHIBITOR PRODRUG

(5T) Abstract. Prodrugs of 6-8-hydroxymethylpem
cillanxc acid sulfone having the structore wherenn R 15

R\éo H or methyl, and solvates thereof are disclowed. Also

HO csclosed are pharmacentical compomtions compomng

R a prodrug of the present mvention, or a solvate

o f j\ 0 thersof sn optional bets Jactsm antibiotc and at
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BETA-LACTAMASE INHIBITOR PRODRUG

BACKGROUND OF THE INVENTION

Beta-lactam antibiotice, which generally are
penicilline and cephaloeporins, have been widely used in
the treatment of infections, primarily bacterial, in
mammals such as man Certain micro-organisms are
believed to be resistant to these antibiotics because
they produce various beta-lactamase enzymes which attack
the beta-lactam ring of the antibiotic thereby réndering
the drug ineffective

In US Patent No 4,287,181, Kellogg disclosed
that various 6f-hydroxyalkylpenicillanic acads,
including 6-B-hydroxymethylpenicillanic acid sulfone
which 18 the beta-lactamase inhibitor used in the
present invention, are potent beta-lactamase inhibitors
U K Patent Application GB2053220A, Metzger et al and
U K Patent Applacation GB2076812, by Schneader et al ,
likewipe disclosed that 6-B-hydroxymethyl-penicaillanic
acid sulfone 18 a beta-lactamase inhibitor However,
the beta-lactamase inhibitor 6-p-hydroxymethyl-
penicillanic acaid sulfone is very poorly absorbed in
vaivo in rodents during preclinical studies when
administered orally

Kellogg, Metzger et al and Schneider et al also
disclosed eeter prodrugs of 6-p-
hydroxymethylpenicillanic acid sulfone, which readily
hydrolyze in vaivo, during preclinical studies, and which
demonatrated better absorption in rodents than did the

free acid



10

25

s

WO 2004018484 PCT/IB2003/003582

However, many of theese ester prodrugs could only be
synthepized as oi1ls or as solids that had low melting
pointe whose usefulness in pharmaceutical formulations
is more limited than would be a solid prodrug w;th.g
melting point suitable for tableting, milling or
purification

Furthermore, these ester prodrugs were typically
not haghly absorbed when orally administered Thus,
higher drug dosages would be required to be administered
orally, to cbtain a therapeutically effective plasma
level of the beta-lactamase inhibitor 6-p- '
hydroxymethylpenicillanic acid sulfone, than would be
required for a more highly absorbed prodrug 1In
addition, oral administration of the less absorbed
prodrugs may result in an increase in the incidence and
severity of diarrhea experienced by the recipient as the
unabgorbed prodrug may hydrolyze in the gastro-
intestinal tract, to form the active drug, and, with any
residual amoxicillin, selectaively kill essential
components of the normal microbial flora  Further, it
is desirable that the process, for producing the desired
prodrug, be relatively inexpensive

Therefore, there 18 a need for a crystalline
prodrug of the beta-lactamase inhibitor 6-p-
hydroxymethylpenicillanic acid sulfone which has a high
oral bioavaillability, and more preferably is crystalline
with a suitable melting point

SUMMARY OF THE INVENTION
The present invention relates to prodrugs of 6-p-

hydroxymethylpenicillanic acid sulfone {(also named 4-
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thla—l-azabicycloIB 2 O]heptane-2-carboxylic aciad,6-
{bydroxymethyl) -3,3-dimethyl-7-oxp-, 4,4-dioxide
(28,5R, 6R)) having the structure

Ao
HO/Q\ “

X .
o’;'— \)</f\

f/—~o” o
o

and solvates thereof, wherein R 18 H or methyl The
prodrugs of the present invention include 4-thia-1-
azabicyclo[3 2 0] heptane-2-carboxylic acid, 6- .
(hydroxymethyl) -3, 3-damethyl-7-oxo-, -1- (benzoyloxy) -
methyl ester, 4,4-dioxide (25,5R,6R),
4-thia-l-azabicyclo[3 2 O0lheptane-2-carboxyllc acid,

6- (hydroxymethyl) -3, 3-dimethyl -7-oxo-, -1- (benzoyloxy) -
ethyl ester, 4,4-dioxide (28,5R,6R), 4-thia-1-
azabicyclo([3 2 0] heptane-2-carboxylic acid, 6-
(hydroxymethyl) -3, 3-dimethyl-7-oxo-, {1R) -1~
{benzoyloxy)ethyl ester, 4,4-dioxide (28,5R,6R), and 4-
thia-l1l-azabicyclo[3 2 0]heptane-2-carboxylic acid,

6- (hydroxymethyl) -3, 3-dimethyl -7-oxo-, (18) -1-
(benzoyloxy) ethyl ester, 4,4-dioxide (25,5R,6R) The
preferred prodrug of the present invention is 4-thia-1-
azabicyclo[3 2 0lheptane-2-carboxylic acad, 6-
(hydroxymethyl) -3, 3-damethyl-7-oxo-, (1R) -1-
(benzoyloxy)ethyl ester, 4,4-dioxade (28,5R,6R), which
has the structure

PCT/IB2003/003582 \:j
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or a solvate thereof

The present invention also relates to
pharmaceutical compositions comprising a prodrug of the
present invention, or a solvate thereof, an optional
beta-lactam antibiotic and at least one pharmaceutically
acceptable carrier, excipient or diluent Preferably, I
the beta-lactam antibiotic 1s amoxicillain It is aleo
preferred that the prodrug, used in the pharmaceutical
composition, 1s 4-thia-l-azabicyclo[3 2 0] heptane-2-
carboxylic acid, 6- (hydroxymethyl)-3,3-dimethyl-7-
oxo-, (1R) -1- (benzoyloxy) ethyl ester, 4,4-dioxide

(28,5R,6R} or a solvate thereof It 18 more preferred
that the pharmaceutical composition comprises 4-thia-1-
azabicyclo [3 2 0] heptame-2-carboxylic acad, 6-
(hydroxymethyl) -3, 3-dimethyl-7-oxo-, (1R) -1-
(benzoyloxy)ethyl ester, 4,4-dloxide (28,5R,6R), or a
solvate thereof, amoxicillin and a pharmaceutically
acceptable carrier, excipient or diluent

The present invention further relates to a method
for increasing the therapeutic effectiveness of a beta-
lactam antibiotic in a mammal comprising administeraing
to said mammal an effective amount of a beta-lactam
antibiotic and an effectiveness-increasing amount of a
prodrug of the present invention, or a solvate thereof
Preferably, the beta-lactam antibiotic is amoxicillin
It 18 ale preferred that the prodrug used is 4-thia-1-
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azablcyclo[é 2 0] heptane-2-carboxylac acad, 6-
(hydroxymethyl) -3, 3-damethyl-7-oxo-, (1R) -1- )
(benzoyloxy)ethyl ester, 4,4-dioxade (2S,5R,6R) or a
solvate thereof It 1s more preferred that the prodrug
18 4-thia-l-azabicyclo [3 2 0] heptane-2-carboxylic
acid, 6-{hydroxymethyl)-3,3-dimethyl-7-oxo-, (1R)-1-
(benzoyloxy) ethyl ester, 4,4-dioxide (2S,5R,6R), or a
golvate thereof, and the beta-lactam antibiotic is
amoxicillin It 18 further preferred that the mammal is
a human

The present invention additionally relates to the
treatment of a bacterial infection in a mammal by
administering a therapeutically effective amount of a
pharmaceutical composition of the present invention to a
mammal in need thereof Preferably, this pharmaceutical
composition further comprises a beta-lactam antibiotic
Preferably, the beta-lactam antibiotic 18 amoxicillin
It 1s also preferred that the prodrug used is 4-thia-1-
azabaicyclo(3 2 0] heptane-2-carboxylic acad, 6-
(hydroxymethyl) -3, 3-dimethyl. -7-oxo-, (1R) -1~
(benzoyloxy)ethyl ester, 4,4-dloxide (28,5R,6R) or a
solvate thereof It 18 more preferred that the prodrug
is 4-thia-l1-azabicyclo [3 2 0] heptane-2-carboxylic
acid, 6-(hydroxymethyl)-3,3-d1me££y1-7-oxo-,(13)-1-
(benzoyloxy) ethyl ester, 4,4-dioxade (28,5R,6R), or a
solvate thereof, and the beta-lactam antibiotic 1s
amoxicillan It 1s further preferred that the mammal is

a human
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DETAILED DESCRIPTION

The terms used to describe the present invention
have the following meanings herein

The term "effective amount" means the amount é&
beta-lactam antibiotic which, when administered either
alone, or in combination with a prodrug of the present
ianvention which prevents the onset of, alleviates the
symptoms of, stops the progression of, or eliminates a
bacterial infection in a manmmal

The term "effectiveness-increasing amount®™ means
that amount of prodrug which, when administered to a 1
mammal and which subsequently hydrolyzes in vave to form
the beta-lactamase inhibjtor of the present invention,
increases the therapeutic effectiveness of a co-
administered beta-lactam antibiotac \

The term "mammal® }s an individual animal that is'a
member of the taxonomic class Mammalia The class
Mammalia includes, for example, bumans, monkeys,
chimpanzees, gorillas, cattle, swine, horses, sheep,
dogs, cats, mice and rats

In the present invention, the preferred mammal is a
human

The term "pharmaceutically acceptable® means that
the carrier, diluent and excipients must be compatible
with other ingredients of the composition, and not
deleterious to the recipient thereof Pharmaceutical
compositions of the present invention are prepared by
procedures known in the art using well known and readily
avallable ingredients

The prodrugs of the present invention include 4-
thia-l-azabicyclo[3 2 0] heptane-2-carboxylic acid,6-




S oo \0

5 (hydroxymeqhyl)-3,3—d1methy1-7-oxo-,—1-
(benzoyloxy)methyl ester, 4,4-dioxide (2S,5R,6R) which
1s described in Example 3 and 4-thia-1-
azabaicyclo[3 2 O]lheptane-2-carboxylic acad, 6-
(hydroxymethyl) -3, 3-dimethyl-7-oxo0-, -1- (benzoyloxy) ethyl

110 ester, 4,4-droxide (28,5R,6R) which i1s described in
Example 4

The prodrugs of the present invention, as further
described in Example 7, are stable in the upper GI tract
but, after absorption, readily hydrolyze in vaivo to form

15 $p-p-hydroxymethylpenicillanic acid sulfone (hereinafter
know as “6-p-HMPAS") whaich is a beta-lactamase inhibitor
that increases the effectiveness of beta-lactam
antibiotice against beta-lactamase-producing bacteria
This beta-lactamase inhibition preserves the

20 antibacterial potency of a co-administered beta-lactam
antibiotic against beta-lactamase (+) strains '

As the prodrugs of the present invention hydrolyze
in vivo and form the free acid beta-lactamase inhibitor
6-p~HMPAS, these prodrugs are useful in that, when

25 administered to a mammal, the effectiveness of a co-
administered beta-lactam antibiotic against beta-
lactamase producing bacteria will be enhanced

Prodrugs of this invention ﬁ;y be used, in
combination therapy with beta-lactam antibiotics, to

30 treat infections of, for example, the respiratory tract,
the urinary tract and soft tissues in humans
Compositions of this invention may also be used to treat
infections in other mammals, such as mastitis in cattle

Bacterial infections amenable to treatment by the

35 prodrug, pharmaceutical composition and method of the
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present ainvention include upper respiratory diseases
including community acquired pneumoniae (CAP), acute
exacerbations of chronic bromchatas (AECB) and acute
bacterial sinusitis (ABS), caused by respiratory :"
pathogens, such as Haemophilus influenzae and Moraxella
catarrhalis including antibaotic resistant i1solates
FPurther, bacterial infections gamenable to
treatment, by pharmaceutical compositions of the
present invention which contain an antibiotic, anclude,
in particular, pedlatric otitis media, sinusitis,
pneumocnia and acute exacerbations of bronchitas in '
adults caused by H influenzae or Streptococcus
pneumconiae, including Drug Resistant S pneumoniae
(DRSP) such as Penicillain Resistant 5§ pneumoniae
Addational, bacterial infections amenable to
treatment, by pharmaceutical compositions of the '
present invention which contain an antibiotic, include,
soft tissue infections caused by E Coli, Klebsiella
pneumoniae, Enterobacter spp and all other members of
the family Enterobacteriaceae
Other infections amenable to treatment, by
pharmaceutical compositions of the present invention
which contain an antibiotic, including those caused by
beta-lactamase producing methicillin susceptible
staphylococcr and beta-lactamase producing anaerocbes
As the prodrugs of the present invention contain
more than one chiral center, they exist in different
optically active diasteriomeric forms More
specifically, the preferred prodrugs of the present
invention contain a chiral center at the l-ethyl
location The present invention includes both 1R and 18
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5 diastereomers of 4-thia-l-azabicyclo[3 2 O] heptane-2-
carboxylic hc1d,6-(hydraxymethyl)-3,3-d1methy1~7-oxo-,-
1- (benzoyloxy)ethyl ester, 4,4-dioxide (28,5R,6R), and
also includes, and mixtures of these diastereomers, such
as racemic mixtures THese diastereomeric forms, a
110 mixture thereof, and their respective syntheses are
further descrabed herein in the following Examples 4-6
Even more preferably, the prodrug of the present
invention comprises the 1R diastereomer of 4-thia-1-
azabicyclo[3 2 0] -heptane-2-carboxylic acid, 6-
15 ,(hydroxymethyl)-3,3-dimethyl-7-oxo-, -1- (benzoyloxy)ethyl
ester, 4,4-dioxaide (2S,5R,6R) as 18 described in Example
5
The prodrugs of the present invention may exhibit
polymorphiem Polymorphe of prodrugs form part of this
20 ainvention and may be prepared by crystallization of a
prodrug of the present invention under different
conditions For example, using different solvents or
different solvent mixtures for recrystallization,
crystallization at different temperatures, various modes
25 of cooling ranging from very fast to very slow cooling
during crystallization Polymorphs may also be obtained
by heating or melting a prodrug followed by gradual or
fast cooling The presence of pélymorphs may be
determined by 'solid probe nmr spectroscopy, ir
30 spectroscopy, differential scanning calorimetry, powder
X-ray diffraction or other such techniques
The prodrugs of the present invention may also
exist in the form of solvates, for example, hydrates
The present invention includes each solvate and mixtures
35 thereof
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For a prodrug, the minimum amount of prodrug
administered 1s that amount which will increase the
effectiveness of a co-administered beta-lactam
antibiotic The maximum amount of prodrug adminis:;red
is that amount, which either alone or in combanation
with the beta-lactam antibaotic, is toxicologically
acceptable

Typically, for adults and children weighing at
least 40 kg, the dally dosage amount of prodrug is
between about 200 mg torabout 1 g or more For children
weighing less than 40 kg, the daily dosage amount of '
prodrug is between about 7 mg/kg/day to about 20
mg/kg/day or more However, these fiqures are
1llustrative only, and, in some cases, i1t may be
necessary to use dosages outside these limits

A daily dosage of the prodrug of the present '
invention can be adm:niséered from 1 to 4 times dally in
equal doeses

In the treatment of a bacterial infection, a
prodrug of the present invention 1s co-administered with
a beta-lactam antibiotic The prodrug and the beta-
lactam antibiotic may be administered concurrently or
sequentially Further, the prodrug and antibiotic may
be contained in separate pharmaceutical compositions or
in a single pharmaceutical composition

Typical beta-lactam antibiotice, with which the
prodrug of the present invention 18 co-administered, are
beta-lactam antibiotics which are gensitive to enzymatic
degradation and inactivation by various beta-lactamase
enzymes Examples of such beta-lactamase senpitive
antibioctics include, but are not limited to, penicillins
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1
such as natural penicilline, amoxicillin and ampicillin,

cephalosporlns such as cefadroxil, cefazolin,
cephalexin, cephalothin, cephapirin, cephradine,
cefaclor, cefamandole, cefoicid, ceforanide, cefprozil,
cefuroxime, cefdinir, cefoperazone, cefotaxime,
cefpodoxime, ceftazidime, ceftibuten, ceftizoxime,
ceftriaxone and cefepime, and monobactams such as
aztreonam

TyQically, when contalned together in a
pharmaceutical composition, the weight ratio of beta-
dactam antibiotic to prodrug 18 between about 15 1 to
about 1 1

Preferably, a prodrug of the present invention is
co-administered with amoxicillin More preferably,
amoxicillin i1s co-administered with the prodrug 4-thia-
l-azabicyclo[3 2 0] -heptane-2-carboxylic acaid,é&-
(hydroxymethyl) -3, 3-damethyl-7-axo~, (1R) -1~
(benzoyloxy) ethyl ester, 4,4-diroxide (28,5R,6R)

The term "amoxicillin" as used herein shall mean
amoxicil¥in or an alkaline salt, or hydrate thereof such
as in particular amoxicillin trihydrate or
(cxystallized) sodium amoxicillin Unless otherwise
andicated, weights of amoxicilllq refer to the
equivalent weight of the corresponding free acid In
addition, it will be appreciated that in practaice,
weights of amoxicillin to be incorporated anto a
formulation will be further adjusted, 1in accord with
conventional practice, to take account of the potency of
the amoxicillin

Typically, an effective amount of amoxicillin, for
adults and children weighing at least 40 kg, 18 a daily

M
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dosage level of about 250 mg to about 5 g For children
weighing less than 40 kg, an effectiveness-increasing
amount of amoxicillin 1s a daily dosage level of about
20 mg/kg/day to about 150 mg/kg/day However, the;L
figures are i1llustrative only, and, in some cases, it
may be necessary to use dosages outside these 11mits

A daily dosage of amoxicillin can be administered
from 1 to 4 times daily in equal doses in the form of
immediate, modified or delayed (or slow) release
compositions Formulations of immediate, modified and
delayed (slow) release pharmaceutical compositions '
containing amoxicallin, which are suitable for the
pharmaceutical composition of the present invention, and
the preparation thereof, are described in United Btates
Patent Nos 4,537,887, issued to Roocke et al , \
6,051,255, issued to Conley et al , 6,218,380, issued to
Cole et al , 6,051,255, 1ssued to Conley et al , United
States Patent Application Serial Number 09/911,905, by
Conley et al , and Intermational Application Number
PCT/IB01/01899, by Conley et al The teachings of U 8
Patent Noe 4,537,887, 6,051,255, 6,218,380, 6,051,255,
USSN 09/911,905 and International Application Number
PCT/IB01/01899 are incorporated herein, in their
entirety, by reference

In these compositions, the exact amount of prodrug
and amoxicillain will depend to some extent on the maicro-
organiem which is being treated

As will be appreciated by one skilled in the art,
some of the beta-lactam compounds are effective when
administered orally or parenterally, while others are
effective only when administered parenterally When a
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5 prodrug of the present invention 18 combined with a
parenterally administered beta-la¢tam antibiotic, a
pharmaceutacal suitable for whilich is effective only on
parenteral administration, a combination formulation
suitable for parenteral use will be employed When the

110 prodrug 18 to be combined with a beta-lactam antibiotac
which lp effective orally or parenterally, combinations
suitable for either oral or parenteral administration
can be prepared Additionally, it ig posseible to
administer preparatione of the prodrug orally, while at

15 the same time administering a further beta-lactam
antibiotic parenterally, and it is also possible to
administer preparations of the prodrug parenterally,
while at the same time administering the further beta-
lactam antibiotic orally '

20 A pharmaceutical composition, of the present
invention, comprises a prodrug of the present invention
and at least one pharmaceutically acceptable excipient,
carrier or diluent

Optionally, the pharmaceutical composition further

25 comprises a beta-lactam antibiotic It 18 preferred
that the antiblotic be amoxicillin It 18 also
preferred that the prodrug is 4-thia-l-azabicyclo-

[3 2 0]heptane-2-carboxylic ac:d:s-(hydroxymethyl)-a,a-
dimethyl-7-ox6-, (1R) -1- (benzoyloxy) ethyl ester, 4,4-

30 dioxlde (28,5R,6R) It 18 more preferred that the
pharmaceutical composition comprises 4-thia-1-
azabicyclo[3 2 0]heptane-2-carboxylic acid,6-
{(hydroxymethyl) -3, 3-damethyl-7-oxo~, (1IR)-1-

(benzoyloxy) ethyl ester, 4,4-dioxide (28,5R,6R),
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amoxaicillin and at least one pharmaceutically acceptable
carrier

Examples of excipients, diluents, and carriers that
are sultable for such pharmaceutical compositions :"
include fillers and extenders such as starch, sugars,
mannitol, and eilicic derivatives, binding agents such
as carboxymethyl cellulose and other cellulose
derivatives, alginates, gelatin, and polyvinyl
pyrrolidone, moisturizing agents guch as glycerol,
disintegrating agents such as agar agar, calcium
carbonate, and sodium bicarbonate, agents for retarding
dissolution such as paraffin, resorption accelerators
such as quaternary ammonium compounds, surface active
agents such as cetyl alcohol, glycerol monostearate,
adsorptive carriers such as kaolin and bentonite, anq
Jubricants such as talc, calcium and magnesium stearate
and solid polyethylene glycols The formulations can
additionally include Ilubricating agents such as talc,
magnesium stearate, and mineral oil, wetting agents,
emulsifying and suspending agents, preserving agents
such as methyl- and propylhydroxybenzoates, sweetening
agents, and flavoring agents

In preparing a pharmaceutical composition of the
present invention, the prodrug, and optional beta-lactam
antibiotic, are upually mixed with an excipient, diluted
by an excipient or enclosed within a carrier that can be
in the form of a capsule, sachet, or other container
When the excipient serves as a diluent, it can be a
solid, semi-solad, or liquid material that acts as a

vehicle, carrier or wedium for the active ingredient
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The phﬁrmaceutical composition can be administered
orally or p;renterally, 1 e intramuscularly,
subcutaneously, intraveneously or intraperitoneally The
carrier, excipient or diluent i1s chosen on the basie of
the intended mode of admhnistration For example, when
considering the oral mode of administration, a -
pharmaceutical composition of this invention can be uged
in the form of tablets including chewable tablets,
capsules, lozenges, troches, powdera, syrups, elixirs,
aqueous sclutions and suspensions, and the like, in
Accordance with standard pharmaceutical) practice The
proportional ratio of active ingredient to carrier will
naturally depend on the chemical nature, soclubllity and
stability of the active ingredients, as well as the
dosage contemplated However, pharmaceutical
compositions containing a beta-lactam antibiotic and a
prodrug of the present invention will preferably contain
from about 20% to about 95% of active ingredients 1In
the case of tablets for oral use, carrierse which are
commonly ‘used include lactose, sodium citrate and salts
of phosphoric acad Various disintegrants such as
ptarch, and lubricating agents, such as magnesium
stearate, sodium lauryl sulfate Qnd talc, are commonly
used i1n tablets For oral administration in capsule
form, useful diluents are lactose and high molecular
weaight polyethylene glycols When aqueous solutions or
suspensions are required for oral use, the active
ingredient may be combined with emulsifying and
suspending agents If desired, certain sweetening and/or
flavoring agents can be added For parenteral

administration, sterile solutions of the active

y
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ingredients are usually prepared, and the pH of the
solutaions is suitably adjusted and buffered For
intravenous use, the total concentration of solutes
should be controlled to render the preparation 1so;Lnic

The formulations of the invention may be made up
into solid dosage forms for oral administration by a
method conventional to the art of pharmaceutical
technology, e g tablets or powder or granular products
for reconstitution into a suspensjon or solution

Suitable ingredients and suitable methods for
making such tablets are disclosed 1in, for example, )
International Applications WO 92/19227 and WO 95/28927
the teachings of which are incorporated herein, in their
entirety, by reference Powder or granular
formulations, such as pediatric suspension formulationms,
may be manufactured us#yg techniques which are generally
conventional in the field of menufacture of
pharmaceutical formulations and in the manufacture of
dry formulations for reconstitution into such
gsuspensions For example a suitable technique is that of
mixing dry powdered or granulated ingredients for
loading anto a suitable container

For pediatric dosing, the formulations of the
invention are preferably made up into a sweet flavored
aquecus syrup formulation of gemerally conventional
formulation (except for its novel amoxicillin prodrug
ratio and intended use) containing a suitable weight of
the amoxicillin and prodrug i1n a unit dose volume, e g
S ml or 2 5 ml preferably as a syrup A pediatric
formulation may therefore comprise a bulk of a solution

or suspension, e g a syrup, or granulea or powder which
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can be madq'up anto such a solution or suspensign, at a
concentrgtlbn of solution or suspension which gontains
puch a dose 1n such a volume Suitable spuch formulations
are described in International application no PCT
EP96/01881 (SmithKline Beecham) The formulation of this
anvention will normally, in addltion to ite active
materials amoxicillin and prodrug, also xnclude
excipients which are standard in the field of
formulations for oral dosing and used in generally
standard proportiocne, and at generally standard particle
plzes and grades etc

In the case of pediatric oral suspensions, these
exciplents way compraise suspending aids, gladante (to
aid £11ling), diluents, bulking agent, flavors, '
sweeteners, and stabilizers

Suitable excipients for use include xantham gum
{suspension aid), colloidal silica (glidant), succinic
acid (stabilizer), aspartame (sweetener),
hydroxypropylmethylcelluloee (suspension aid) and
gi1licon dioxide (diluent for prodrug and bulking agent)
Flavors may comprise common flavors such as bubble gunm,
orange, banana, raspberry, grape and golden syrup, or
mixtures thereof, to suit local requirements

The pharmaceutical compoaition of the present
invention may, for example, be provided in solid unit
dose forms embodying suitable quantities for the
adminiptration of such a daily dose For example a unit
dosage form may be tablets, or sachets containing
granules or powders for reconstitution, one or two of
which are to be taken 1-4 tames daily Altermataively a
unit dose may be provided as a bulk of solid or solution
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or suspension, e g as a syrup for pediatric
administration, together with a suitable measuring
device of known type to facilitate administration of a
suitable upit dose quantity of the formulation A.T"
suitable unit dose quantity is one which enables the
administration of the above-mentioned daily dosage
quantaty divided 1-4 doses

Yet another embodiment of this invention 1s a kit,
for achieving an antibacterial therapeutic effect in a
mammal, comprasing (1) a pharmaceutical composition,
which comprises a prodrug of the present invention and, .
optionally, a beta-lactam antibiotic, and (2) directions
for the administration of the pharmaceutical composition
in a manner to achieve the desired therapeutic effect

The present invention will be further illustrated
by means of the following examples It i1s to be !
understood, however, tth the invention 18 not meant to
be limited to the details described therean

Example 1
Preparation and Enantiomeric Separation of (R/S) Benzoic

acid l-chloro-ethyl ester

Ay

(R/S) -Benzolc acid 1-chloro-ethyl ester, shown
above, was prepared as follows
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To a stirred solution of 122 g (862 mmol )} benzoyl
chlorade (Aidrlch), under a nitrogen atmosphere in a 3-
neck round bottom flask, was added 2 35 g (17 2 mmol )
anhydrous zinc chlorade (Aldrich) The reaction mixture

was stirred for 15 minut'es at room temperature and then

cooled to -15 °C using an ethylene glycol/ CO; bath To
this mixture was added slowly 37 9 g (862 mmol )
acetaldehyde (Aldrich) while wmaintaining an internal

temperature below 0 °C After addition was completed,
the reaction mixture was allowed to warm to room
temperature 400 mL water and 400 mL CH;Cl; were added
and then the layers were separated The organic layer
was geparated and washed with saturated NaHCO,, water,
brine, dried over MgS0O, filtered and concentrated in
vacuo Chromatography on silica gel eluting with 1 75 %
ethyl acetate/ 98 25 % hexanes afforded 55 4 g of a
yellow oil 'H-NMR (CDCl,, 400 MHz) 8 08 (d, 2H,

J=7 SHz), 7 61 (t, 1H, J=7 5Hz), 7 47 (t, 2H, J=7 S5Hz),
6 80 (g, 1H, J=6Hz), 1 93 (d, 3H, J=6Hz)

(R) -Benzoic acid 1l-chloro-ethyl ester, shown below,
was i1polated by the chiral separation of (+/-)-benzeoic
acid l-chloro-ethyl ester using a 10 ¢m by 50 cm
Charalcel OJ column eluting with heptane/IPA (98/2) and
with a flow rate of 250 mL/man The enantiomer
collected eluéed second with an analytical purity
retention time of 7 123 min

0

Hy

Cl o
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H-NMR (CDCl;, 400MHz) 8 08 (d, 2H, J=7 S5Hz), 7 61 (t,
1H, J=7 SHz), 7 47 (t, 2H, J=7 5Hz), 6 B0 (g, 1H,
J=6Hz), 1 93 (4, 3H, J=6Hz) [aa] = -140° (C+0 0315,
CHCl3)

(8) -Benzoic acaid l1l-chloro-ethyl ester, shown below,
was 1solated by the chiral separation of (+/-)-benzoic
acid l-chloro-ethyl ester using a 10 cm by 50 cm
Chiralcel OJ column eluting with heptane/IPA (98/2) and
with a flow rate of 250:mL/man The enantiomer
collected eluted first with an analytical purity '

retention time of 5 807 min

CH,

CF’I\C) !

H-NMR (CDCl,, 400MHz) 8 08 (d, 2H, J=7 S5Hz), 7 61 (t,
1H, J=7 5Hz), 7 47 (t, 2H, J=7 5Hz), 6 80 (g, 1H,
Jm6Hz), 1 93 (4, 3H, J=6Hz) [aa]l = +130 (C+0 0345,
CHCl3)

Example 2
Preparation of 4-Thia-l-azabicyclo [3 2 0]heptane-2-

carboxylic acid, 6- (hydroxymethyl)-3,3-dimethyl-7-oxo-
,4,4-d1oxide, monosodium salt, (2S,5R,6R)
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4-Thia-1-azabicyclo {3,2,0]heptane-2-carboxylic
acad,
6- (hydroxymethyl) -3,3-dimethyl-7-oxo-, 4,4-dioxade,
monosodium salt, (28,5R,6R), ehown above, (hereinafter
10 “Na-HMPAS”) was prepared by the following four-step
process

Step 1 - Preparation of sodium 6,6-dibromopenicillanate

sulfone
15

00
\ /,
,Me

ngi

v “CO,Na

r

=

Br

N_L-

N

o)

Ethyl acetate (15 8 L) was added to 6,6-

dibromopenicil-lanic acid sulfone (2500 g) and heated to

20 50 °C Sodium ethyl hexancate (1044 g) and ethyl acetate
(5 0 L) were stirred to form a solution then added to
the 6,6-dibromopenicillanic acid sulfone solution over a
60 minute period The reaction mixture was allowed to
cool to ambient temperature and the resulting solids

25 granulated for a period of 1 hour The product was
collected by filtration and washed with ethyl acetate to
gave 2197 g (83%) of the sodium 6,6-dibromo-
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penicillanate sulfone M P 186-187 °C 'HNMR (D0) &
1 30 (s, 3H), 1 45 (s, 3H), 4 29 (s, 1H), 5 54 (=, 1RH)

Step 2 - Preparation of benzyl 6,6-dibromopenicillanate

sulfone

Dimethylformamide (5 7 L) and the sodium 6,6-
dibromopenicillanate sulfone (3820 g) were combined and
the mixture wvas stirred for a few minutes until all of
the solids dissolved To this mixture benzyl brom;dé.
(1400 g) was added over a 1 hour period The reaction
mixture was then stirred overnight at ambient
temperature Water (4 5 L) and ethyl acetate (15 0 L)
were added to quench the reaction The agqueous phase
was washed with ethyl acetate (2 x 600 mL) and the
combined organic phases were washed sequentially with a
gsaturated aqueous sodium bicarbonate solution (2 x 1 L)
and an aqueous sodium chloride solution (2 x 1 L) The
organic layer was dried over magnesium sulfate and
concentrated to give 3566 g (90%) of the desired benzyl
6,6-dibromopenicillanate sulfone as crystals MP
146-147 °C 'HNMR (CDC1,) 51 2 (s, 3H), 1 5 {8, 3H),
45 (s, 1H), 4 9 (9, 1H), 5 16 (4, 1H, J = 12 Hz), 5 29
(d, 1H, J = 12 Hz), 7 35-7 40 (m, 5H)
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Step 3 - Preparation of benzyl 6-B-hydroxymethyl-6-o-

bromopenicillanate sulfone '

In a round bottom flask, paraformaldehyde was
heated under a nitrogen pweep to 160-180 °C to express
;xceas water In a separate round bottom flask
tetrahydrofuran (8 0 L) and benzyl 6,6~
dibromopenicillanate sulfone (1000 g) were combined and
stirred until all of the solids had dissolved The
solution was cooled to -78 °C and 3M methylmagnesium
chloride in THF (720 mL) was added slowly to the
solution while maintaining the temperature less than -70
°c The reaction mixture was stirred for 1 hour At
this time, formaldehyde gas expressed from the first
round bottom flask was blown over the surface of the
chilled reaction mixture using a stream of nitrogen
This formaldehyde gas was expressed over the reaction
mixture for approximately 6 hours while maintaining
cooling and vigorous stirring of the chill reaction
flask Upon reaction completion determined by TLC
(80 20 hexanes ethyl acetate), the reaction was guenched
at -78 °C wath a solution of acetic acid (132 mL) in THF
(400 ML) The reaction mixture was allowed to warm to
ambient temperature then the reaction mixture was
filtered through Bupercel The filtrate was
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concentrated to an o1l (~1000 g) The oil was then
transferred to a large reaction vessel and ethyl acetate
(5 0 L)/water (2 5 L.) added The mixture was stirred,
then separated The agqueous layer was washed w1th::thy1
acetate (2 x 500 mL) The combined organic layers were
sequentially washed with 1N hydrochloric acid (3 0 L),
water (3 x 3 0 L), and saturated agyecus sodium chloride
solution (3 x 3 0 L) The organic layer was dried with
magnesium sulfate, filtered through Supercel,
concentrated and stored in a refrigerator ,The
resulting oll was chromatographed through silica gel (1 .
Kg per 500 g of product o0il), and eluted with 9 1
hexane/ ethyl acetate (20 0 L) to remove impurities then
4 1 hexane/ ethyl acetate (4 0-8 0 L) and finally 3 2
hexane/ ethyl acetate (as needed) until the benzyl 6-p-
hydroxymethyl-6-a -bromo-penicillanate sulfone was '
removed Yield 205 5g (23 %) MP 120-121 °C

(cDCl,) 'HNMR 5 1 28 (s, 3H), 1 57 (s, 3H), 4 09 (4, 1R,
J = 16Hz), 4 54¢ (B, 1H), 4 62 (&, 1H, J = 16Hz), 4 B2
(8, 1H), 5 18 (d, 1H, J = 16 Hz), § 32 (4, 1H, J = 16
Hz), 7 36-7 42 (m, 5H)

Step 4 - Preparation of 4-Thia-l-azabicyclo
[3,2,0]heptane-2~-carboxylic acid, &-(hydroxymethyl)-3,3-
dimethyl-7-0x0-,4,4-dioxide, monosodium salt, (28,5R,6R)

Water (163 mL), ethyl acetate (2000 mL), benzyl 6-
B-hydroxymethyl -6 -a-bromopenicillanate sulfone (180 g),
triethylamine (90 0 g) and 5% palladium on carbon (45 g)
were combined and hydrogenated at 50 psli at ambient

temperature for approximately 2 hours A TLC of the
reaction mixture showed the reaction was not complete so
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5 additlonal‘éatalyat (15 g) was added and th;-mlxture was
hydrogenated for one hour Once the reaction was
complete, the reaction was quenched with a mixture of
sulfuric acad (112 5 g) and water (270 mbL) The
reaction mixture was filtered to remove catalyst, and

0 washed with EtQAc (450 mL) The agqueous layer was
washed with EtOAc (3 x 750 mL) The organic phases were
combined and dried with calcium chloride to a water
content of less than 1% The calcium chloride was then
filtered out and the ethyl acetate was reduced to ¥ its

15 volume Fresh ethyl acetate was then back added to the
solution and the water content of the solution was now
0 09% Bodium ethyl hexanoate (59 g} and EtOAc (450 mL)
were combined and added slowly to organic phase at'
ambient temperature The mixture wae then allowed to

20 granulate for a pericd of 30 to 45 minutes The
resulting solids were filtered, washed with EtOAc (s00
mL) and dried to give 79 0 g (66%) of sodium 6-B-
hydroxymethylpenicillanate sulfone The sollde were
further purified via a recrystallized from 2-

25 propanol/water M P 246-245 °C HNMR (D;0) & 1 23
(s, 3H), 1 39 (s, 3H), 3 82-3 89 (m, 1H), 3 97-4 10 (m,
3H), 4 85 (s, 1H)

Alternate Step 4 - Preparation of 4-Thia-1l-azabicyclo
30 [3,2,0] heptane-2-carboxylic acid, 6- (hydroxymethyl)-3,3-
dimethyl-7-oxo-,4,4-dioxide, monosodium salt, (28,5R,6R)
Benzyl 6-B-hydroxymethyl-6-a-bromopenicillanate
sulfone (1143 g) was placed in a large reaction vessel
Benzene (6 2 L) and tributyltin hydride (770 mL) were
35 added and the reaction mixture heated to reflux
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temperature for 2-3 hours The reaction was monitored
by TLC, solvent = 1 1 hexane/ Ethyl acetate

Upon reaction completion the mixture was
concentrated to an o1l to remove the benzene The?;il
was washed with hexane at ambient temperature, until all
the residual tin byproducts were removed The material
was reheated to reflux, ethyl acetate (EtQAc) was added
to transfer material to single necked flask and
concentrated The material was washed with hexane (3 x)
and the product layer dried under reduced pressure

Half of the oil (549 g) was chromatographed over .
silica gel (1 Kg), with enough methylene chloride to get
cil into solution, elutaing wath 7 3 hexane/EtOAc going
to 3 2 hexane/EtOAc The product fractione were
combined and concentrated

The oll (~540 g) was placed in an autoclave !
Tetrahydrofuran (1 9 Lf, 10% palladium on carbon and
water (300 mL} were added, and the reaction mixture
hydrogenated at 50 psli, at a temperature of 30 9%, for
approximately 1 hour TUpon reaction completion the
reaction mixture was filtered through celite, to remove
catalyst

The filtrate was concentrated and diluted with
EtQAc
{3 0 L) The aqueous layer was washed with EtOAc (1 ©
L) The combined organic layers were dried wath calcium
chloride, and concentrated to half volume EtOAc (2 5
L) was added followed dropwise by a solution of gsodium
ethyl hexanocate (SEH, 250 g) and EtOAc (1 05 L) The
resulting solids were removed by filtration and dried in

a vacuum oven
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5 To thq'reault1ng solids, water (6-800 mL) was added
and the pH hdjusted to between 0 5 and 1 0 with 4M
sulfuric acid The produét was extracted wath EtQAc (5
x100DL) The combined organic phases were dried with
calcium chloride and filtered through a sparkle filter

110 The filtrate was Feduced to half volume and a solution
of SEH (115 3 g) and EtOAc (500 mLO added The mixture
wvae allowed to granulate The resulting solids were
filtered and washed with EtOAc to give desired product

Example 3
15 Prodrug 1 4-Thia-l-azabacyclo(3 2 0O]heptane-2-
carboxylic acid, 6- (hydroxymethyl) -3,3-dimethyl-7-oxo-
, (benzoyloxy)methyl ester, 4,4-dioxade (2S,5R,6R)

(o]
\ O

HO 87

N~4><: '
o %

- P

(&)
oé‘*o

Prodrug 1, shown above, was prepared as follows
To a stirred solution of 3 13 g (18 4 mmol )

chloromethyl benzoate (Narchem) in 200 mL acetone was

added 13 8 g SBZ 1 mmol ) sodium 1odide (Aldrich) The
25 resulting mixture was stirred at room temperature

overnight To this solution was added 3 5 g (12 3

mmol ) 4-thia-l-azabicyclo [3,2,0]heptane-2-carboxylic

acid, 6- (hydroxymethyl)-3,3-dimethyl-7-oxo-,4,4-dioxide,

monosodium salt, (28,5SR,6R) The reaction mixture was
30 s8tirred overnight at room temperature The reaction

mixture was then concentrated in vacuo Subsequently,
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5 200 mL water and 200 mL ethyl acetate were added and the
organic layer was separated and washed wath brine, dried
over Na;S0,, filtered and concentrated in vacuo
Chromatography on silica gel eluting with 1 1 ethyill
acetate/ hexanes afforded B8 62 g of an o1l The oll was

10 then recrystallized from ethyl acetate/hexanes yielding

5 5 g of crystallaine solid The mother laiquor still

contained desired compound Melting point = 102 °C H-

NMR (DMBO) 7 97 (d, 2H, J=7 S5Hz), 7 70 (t, 1H,

J=7 SH2), 7 56 (t, 2H, J=7 SHz), 6 12 (d, 1H, JI=6Hz),

15 5 99 (4, 1H, Jd=6Hz), 5 19 (d, 1H, J=5Hz), 5 17 {(m, OH), '
4 62 (8, 1H), 4 20 (m, 1H), 4 03 (m, 1H), 3 73 (m, 1H),
l 41 (s, 3H), 1 28 (s, 3H)

Example 4 )
20 Prodrug 2 4-Thia-l-azabicyclo[3 2 Olheptane-2- '

carboxylic acid, 6- (hydroxywethyl)-3,3-dimethyl-7-oxo-, -
1- (benzoyloxy) ethyl ester, 4,4-dioxide (28,5R,6R)

Q.0
Ho’j/___rs
X
o H,

7 0
Oﬂ‘o

25 Prodrug 2, shown above, was prepared as follows
To a stirred solution of 2 5 g (8 77 mmol ) 4-thia-
l-azabicyclo [3,2,0)heptane-2-carboxylic acid, 6-
(hydroxy-methyl) -3, 3-damethyl-7-oxo-, 4,4-droxide,
monosodium salt, (28,5R,6R) in 20 ml DMF was added 2 1 g
30 (11 4 mmol ) (+/-)-benzolc acid l1-chloro-ethyl ester
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5 The reau1t1ég mixture wae then heated to 35 °C for 3
days 40 mL waiter and 100 mL ethyl acetate were added
and the layers were geparated The aqueocus layer was
extracted with ?thyi acetate The combined organic
layers were washed with 'water, brine, dried over Na,S0,,

110 filtered and concentrated in vacuo Chromatography on
Bilica gel elutaing with 1 L of 20 ¥ ethyl acetate/ 80 %
hexanes followed by 1 L 1 1 ethyl acetate/ hexanes
afforded 1 2 g of an oll that wag recrystallized using
ethyl acetate/ hexanes affording 1 g of white

15 crystalline solid (mixture of 2 diastereomers) Mslting
point = 133-135°C H-NMR (d-DMSO, 400MHZ) 7 96 (d,
2H, J=7 5Hz), 7 71 (t, 1H, J=7 5Hz), 7 55 (t, 2H,

J=7 5Hz), 7 07 (g, 0 5H, J=5 4Hz), 7 03 (g, 0 S5H,
J=5 4HZz), 5 19 (d, 1H, J=5Hz), 5 15 (m, OR), 4 54 (s,

20 O0 S5H), 4 53 (B, 0 5H), 4 19 {(m, 1H), 4 01 (m, 1H),I3 73

(m, 1H), 1 62 (d, 1 5H, J=5 4Hz), 1 61 (d, 1 BH,
J=5 4Hz), 1 44 (8, 1 SH) 1 38 (m, 4 SH)

Example 5
5 Prodrug 3 4-Thia-l-azabicyclo[3 2 0]heptane-2-

carboxylic acid, 6-{(hydroxymethyl)-3,3~dimethyl-7-oxo-
, (AR) ~1- {(benzoyloxy) ethyl ester, 4,4-dioxide (28,5R,6R)

2.0
HO
. N\)< cH,
o4‘*0/\0
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Prodrug 3, shown above, was prepared by the method
of Example 4 by substituting (8)-Benzoic acad l-chloro-

ethyl ester and only heating to 30 °C Melting p°ﬁﬂt =
154 °C  'H NMR (d-DMSO, 400 MHz) 7 96 (d, J= 7 5 Hz,
2H), 7 71 (t, J= 7 5 Hz, 1H), 7 55 (t, J= 7 5 Hz, 2H),
70 (qo J= 5 4 Hz, 1H), 5 19 {(d, J= S5 Hz, 1H), 5 15 (m,
OH), 4 53 (8, 1H), ¢ 18 (m, 1H), 4 02 (m, 1H), 3 72 (m,
1H), 1 61 (d, J= 5 4Hz, 3H), 1 39 (s, 3H), 1 37 (B, 3H)
[alp = +119 (c = 0 0121, CHCIl,)

Prodrug 3 was also prepared by the following
alternative route 52 03 g (182 4 mmol ) of 4-thia-1- '
azabicyclo [3,2,0]lheptane-2-carboxylic acid, 6-
{hydroxymethyl) -3, 3-damethyl-7-oxo-,4,4-dicxide,
monosodium esalt, (28,5R,6R), 61 50 g (181 1 mmol ) of
tetrabutylammonium hydrogen sulfate, and 15 44 g (183 2
mmol ) of sodium hydrogen carbonate were combined at 20
°C To this was added 400 mL dichloromethane while
maintaining a temperature of 20 °C Next 100 mL of water

was added The resulting mixture was stirred at 20 °C
for 30 minutes Organic layer was separated and dried
over sodium sulfate, filter and concentrated in vacuo
To the resulting residue was added 169 4 g (917 6 mmol )
(8) -Benzoic acid l-chloro-ethyl ester followed by 160 mlL
acetone The resulting solution was then stirred for 3
days at room temperature Reaction was concentrated in
vacuo and chromatographed on silica gel using 40-50 &
ethyl acetate/ hexanes as eluent The resulting product
was crystallized from ethanol followed by
recrystallization from ethyl acetate/ hexanes
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5 Filtration and drying in vacueo yielded 85 9 g of white
crystall;nelproguct '

Example 6
Prodrug 4 4-Thia-l'azabaicyclo[3 2 O]heptane-2-

110 carboxylic acad, 6- (hydroxymethyl)-3,3-dimethyl~7-oxo-
, {18) -1- (benzoyloxy)ethyl ester, 4,4-dioxide (28,5R,6R)

\\ ,0
ﬁ;tx o
I‘O (o)

Prodrug 4, shown above, was prepared by the method
15 of Example 4 by substituting (R)-benzoic acid l-chloro-

ethyl ester and only heating to 30 °C IH-NMR (d-DMSO,
400MHZ) 7 96 (d, 2H, J=7 5Hz), 7 71 (t, 1H, J=7 5Hz),
7 55 (t, 2H, J=7 5Hz)}, 7 07 (g, 1H, J=5 4Hz), 5 19 (4,
1H, J=5Hz)}, 5 15 (m, OH), 4 54 (e, 1H), 4.18 (m, 1H),

20 4 01 (m, 1H), 3 72 (m, 1H), 1 62 (d, 3H, J=5 4Hz), 1 44
(s, 3H) 1 35 (8, 3H) MS (m/z) 410 (M -1, 100)

Example 7'
Preparation of Carbonic Acads For Synthesizing

25 Comparipon Prodruges of 4-thia-1-

azabicyclo(3 2 0] heptane-2-carboxylic acid,6-
(hydroxymethyl) -3, 3-dimethyl-7-oxo-, 4,4-dloxide
(28, 5R, 6R)
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A

Carbonic acid chloromethyl ester isopropyl ester,
1
shown above,'was prepared as #ollows To a stirred

solution of 10 grams (75 2 mmol ) chloromethyl

chloroformate (Fluka) in 100 mlL dichloromethane at 0 °C
was added 5 8 mL (76 mmol ) isopropyl alcohol followed
by 11 93 g (97 8 mmol ) dimethyl amino pyridine (Fluka)
The resulting reactiomn mixture was then allowed to warm
to room temperature and stir overnight The reaction
mixture is then diluted with water The layers were
then separated The organic layer was washed with
brine, dried over MgSO, filtered and concentrated in
vacuo yielding 6 grams of a clear oil The oil was then
carried forwarded as is ’H-NMR (CDCl,, 400 MHz) 5.72 .
(s, 2H), 4 95 (m, 1H, J-'6 2Hz), 1 33 (d, 6H, J=6 2Hz)
Note Better yields are achieved when only 1 05
equivalents of dimethyl amino pyridine are used

AL

(+/-) -Carbonic acid l-chloro-ethyl ester iscpropyl
ester wvas prepared analogous to carbonic aclid
chloromethyl ester isopropyl ester by substituting
chloroethyl chloroformate (Fluka) IH-NMR (CDCla, 400
MHz) 6 41 (g, 1H, J=5 8), 4 94 (m, 1H, J= 6 2Hz), 1 81
(d, 3H, J=5 8), 1 32 (m, 6H)

PCT/1B2003/003582
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(+/-) -Carbeonic acid 1-ghloro-ethyl ester propyl
ester was prepared analogous to carbomic acad
chloromethyl ester isopropyl ester by substituting
propanol (Aldrich) 3H-NMR (CDCl,, 400 MHz) 6 41 (q,

1H, J=5 8), 4 17 (m, 2H), 1 81 (d, 3H, J=5 B), 1 71 (m,
2B), 0 96 (m, 3H)

| PG PN

(+/-) -Carbonic acid butyl ester l-chloro-ethyl
ester was prepared analogous to carbonic acid
chloromethyl ester isopropyl ester by substituting'n-
butanol (Aldrich) !H-NMR (CDCls, 400 MHz) 6 41 (q, 1H,
J=5 B), 4 20 (m, 2H), 1 81 (d, 3H, J=5 8), 1 67 (m, 2H),
141 (m, 2H), 0 93 (m, 3H)

0

clf\o)l\o/\/

Carbonic acid chloromethyl ester propyl ester was
prepared analégoua to carbonic acid chloromethyl ester
1sopropyl ester by substituting propanol (Aldrich) 2H-
NMR (CDCl,, 400 MHz) 5 72 (s, 2H), 4 18 (t, 2E, J=
6 6Hz), 1 71 (m, 2H), O 87 (t, 3H, J=7 5Hz)

A
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Carbonic acid butyl ester chloromethyl ester was
prepared analogous to carbonic acid chloromethyl ester
isopropyl ester by substituting n-butanol (M.drit::h;'l -
NMR (CDCl,;, 400 MHz) 5 72 (B, 2H), 4 23 (t, 2H, J=
6 6Hz), 1 70 (m, 2H), 1 41 (m, 2H), 0 94 (t, 3H,

Jm=7 5Hz)
Br

(+/-) -5-Bromo-5H-furan-2-one was prepared analogous
to Tett Lett 22, 34, 1981, 3269-3272

XA

Acetic acid-l-chloro-l-methyl ethyl ester was
Prepared as in Neuenschwander et al , Helvetica Chimica

1978, 61 2047-2058
m,/“\oajl\o/’\\

Carbonic acid chloromethyl ester ethyl esterwas
prepared analogous to carbonic acid chloromethyl ester
1sopropyl ester by substituting ethanol H-NMR (CDC1,,
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5 400 MHz) 5 72 (8, 2H), 4 28 (q, 2H, J= 7‘'1Hz), 1 34 (t,
3H, J=7 1Hz)

Example 8
Preparation of'Compg;ison Prodrugs of

110 4-Thia-l-azabicyclco[3 2 0] heptane-2-carboxylicacad,6-
(hydroxymethyl) -3, 3-dimethyl-7-oxo-, 4,4-dioxide
(28,5R, 6R)

Prodrugs of 4-thia-l-azabacyclo[3 2 O]lheptahe-2-
15 carboxylicacid, 6- (hydroxymethyl)-3,3-dimethyl-7-oxo-,
4,4-dioxide (28,5R,6R) were prepared to demonstrate the
unexpectedly improved biocavailability, and physical
properties, of the prodrugs of the present invention
Of these Comparison Prodrugs, Comparison Prodrug 1 is
20 described in Example 25 of U S Patent No 4,287,181
Compariscn Prodruge 2-15 are novel compounds but fall

within the scope of the genus disclosed in U € Patent
No 4,287,181
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Comparison Prodrug 1
HO™\_ q\s’lo
o;@( -
0%0\\
o

4-Thia-l-azabicyclo[3 2 0]heptane-2-carboxylic acid, 6-
{ ethyl)-3,3-dimethyl-7-oxo-, (2,2-damethyl-1-
oxopropoxy) methyl ester, 4,4-dioxide (2S,5R,6R)

To a stirred solution of 2 5 g (8 77 mmol ) 4-thia-

l-azabicyclo [3,2,0]heptane-2-carboxylic acid, 6-
(hydroxymethyl) -3, 3-dimethyl -7-ox0-,4,4-dioxide, ,
wmonosodium salt, (28,5K,6R) in 20 mL DMF was added (11 4
mmol ) chloromethyl pavalate (Aldrich) and stirred at

room temperature overnight The resulting mixture was

then heated to 35 °C for 3 days 40 mlL water and 100 mL
ethyl acetate were added and the layers were separated
The aqueocus layer was extracted with ethyl acetate The
combined organic layers were washed with water, brine,
dried over Na;80,, flltered and concentrated in vacuo
Chromatography on silica gel eluting with 1 L of 20 &
ethyl acetate/ 80 ¥ hexanes followed by 1 L 1 1 ethyl
acetate/ hexanes yielded an oal Hexanes (15 mlL) were
added to the oil and the sample was placed in the
refrigerator for 4 days at which point a solid
precipitated It was then concentrated in vacuo
yielding 110 mg of white amorphous solid Melting point
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5 = 70-73 °C I"H-NMR (CDC1;, 400 MHz) 5 94 (4, 1H,
U=5 4Hz), 5 70 {(d, 1H, J=5 4Hz), 4 69 (d, 1H, J=4 1Hz),
4 48 (8, 1H), 4 30 (m, 1H), 4 15 (m, 2H), 1 55 (s, 3H),
141 (s, 3H), 1 21 (s, 9H)
Alternately, this cbmpcund, which i1s also known as
10 pavaloyloxymethyl 6-p-hydroxymethylpenicillinate
sulfone, can be prepared as described in Example 25 of
U 8 Patent No 4,287,181

Comparison Prodrug 2

! A0
Ho’\_rs’
04 '_N\)<

O 11\
15
4-thia-l-azabicyclo[3 2 0]lheptane-2-carboxylic acid, 6-
(hydroxymethyl) -3, 3 -dimethyl -7-ox0-
. [ (ethoxycarbonyl) oxy] methyl ester, 4,4-dioxide
20 (28, 5R, 6R)
This prodrug was prepared according to the method

used to prepare Comparison Prodrug 1 with the exception
that carbonic acid chloromethyl ester ethyl ester was

substituted for chloromethyl pivalate Melting point
25 (amorphous solid) = 103-105 °C 'H-NMR (MeOD, 400 MHz)
5 91 (4, 1H, J=5 B8Hz), S 76 (d, 1H, J=5 BHz), 4 96 (d,
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5 1H, J=4 6Hz), 4 55 (s, 1H), 4 15-4 25 (m, 4H), 3 95 (m,
1H), 1 53 (a, 3H), 1 41 (s, 3H), 1 29 (t, 3H, J=7 1)

Comparison Prodrug 3 i

Ho—\_ _%7°
T \)(

10

4-Thia-l-azabicyclo[3 2 0] heptane-2-car lic acid, 6-
(hydroxymethyi)-3,3-diqethy1-7-qxo-,1,3-dihydro-3-axo—n-
iscbenzofuranyl e'st:erJ 4 ,4-droxide (25,5R,6R)
15 Thise prodrug was prepared according to the method

used to prepare Comparison Prodrug 1 with the exception
that 3-bromo phthalide (Aldrich) was substituted for
chloromethyl pivalate
Upon dilution of DMF with water the desired product
20 precipitated as an amorphous solid and was filtered and
dried in vacuo MS (m/z) 394 (M) NMR represents a
mixture of diasterecmers H-NMR (d-DMSO, 400 MHz)
78-80 (m, 4H), 7 60 (8, O SH), 7 59 (s, O 5H), 5 23
(m, 1H), 5 16 (OR), 4 71 (8, O 5H), 4 67 (8, 0 5H), 4 20
25 {m, 1H), 4 02 (m, 1H), 3 74 {m, 1H), 1 47 (8, 1 SH),
137 (s, 1 5H), 1 36 (B, 1 5H), 1 31 (s, 1 SH)
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Comparison Prodrug 4

%0
o\
HX
0 3
Or

S

4-Thia-l-azabicyclo[3 2 0)heptane-2-car 1llc acid, 6-
(hydroxymethyl) -3,3-dimethyl-7-oxo-, [[{1-methylethoxy)
carbonyl] ] methyl ester, 4,4-dioxide (28,5R,ER)

To a stirred solution of (18 4 mmol ) carbonic acid

chloromethyl ester isopropyl ester in 200 mL acetone was
added 13 8 g (92 1 mmol ) sodium iodide (Aldrich) . The
resulting mixture was stirred at reom temperature
overnight To this solution was added 3 5 g (12 3

mmol } 4-thia-l-azabicyclo [3,2,0]heptane-2-carboxylic
acad, 6-{hydroxymethyl)-3,3-dimethyl-7-oxo-,4,4-dioxide,
monoscdaium salt, (28,5R,6R) (US 4,287,181) and the
reaction mixture was stirred overnmight at room
temperature The reaction mixture was then concentrated
in vacuo 200 mL water and 200 mL ethyl acetate were
added and the organic layer was separated and washed
with brine, dried over Na,;80,, filtered and concentrated
in vacuo Chromatography on silica gel eluting with 1 1
ethyl acetate/ hexanes The final product was a reddish
oil Ms (m/z) 378 (M) ‘H-NMR (d-DMSO, 400 MHz)

5 86 (4, 1H, J=5 BHz), 5 74 (d, 1H, J=5 8Hz), 5 20 (4,
1H, J=5Hz), 5 17 (m, OH), 4 82 (m, 1H), 4 60 (8, 1H),
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2 20 {(m, 1H), 4 03 (m, 1H), 3 74 (m, 1H), 1 42 (s, 3H),
130 (8, 3H), 1 22 (d, 6H, J=6 2HZ)

Comparison Prodrug 5 )

HO—\, _r:‘s)4°<

4-Thia-l-azabicyclo[3 2 O)heptane-2-carboxylic ac1d,l§-
{(hydroxymethyl) -3, 3-dimethyl-7-oxo-,1~ [ [ {1-methyl ethoxy)
carbonylloxy]l ethyl ester, 4,4-dloxide (28,5R,6R)
This prodrug was prepared according to the method

used to prepare Comparison Prodrug 4 with the exception
that carbonic acid l-chloro-ethyl ester isopropyl estex
wvas substituted for carbonic acid chloromethyl ester
isopropyl ester MS (m/z) 392 (M) NMR is of a reddish
o1l that 18 a mixture of 2 diastereomers H-NMR (d-DMSO,
400 MHz) 6 71 (q, 0 5H, J=5 4Hz), 6 67 (q, 0 5H,

J=5 4Hz), 5 20 (d, 1H, J=5Hz), 4 79 (m, 1H), 4 51 (=,

0 5H), 4 49 (8, 0 5H), 4 20 {(m, 1H), 4 03 (m, 1H), 3 74
(m, 1H), 1 48 (m, 3H), 1 43 (s, 1 5H), 1 39 (8, 1 S5H),
133 (m, 3H), 1 22 (m, 6H)




5

15

WO 2004/018484 PCTﬂBMm&Mﬂﬁﬂ:i}

41
Comparison Prodrug 6
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Ho—\__ _\7°
‘ﬁrLN\‘;><:

4-Thia-l-azabicyclo[3 2 O]lheptane-2-carboxylic acid, 6-
{(hydroxymethyl) -3, 3-dimethyl-7-oxo-,1-
1 {propoxycarbonyl)oxy] ethyl ester, 4,4-dioxide
25,58, 6R) :
This prodrug wae prepared according to the method
used to prepare Comparison Prodrug 4 with the exception
that carbenic acid l-chloro-ethyl ester propyl ester was
substituted for carbonic acid chloromethyl ester
1sopropyl ester MS (m/z) 392 (M) NMR ie of a yellow-
reddish oil that i1s a mixture of 2 diastereomers H-NMR
(d-DMSO, 400 MHZ) 6 72 (g, 0 5H, J=5 4Hz), 6 68 (q,
0 5H, J=5 4Hz),, 5 20 (m, 1H), 4 51 (s, O 5H), 4 49 (s,
0 S5H), 4 20 (m, 1H), 4 03 (m, 3H), 3 74 (m, 1H), 1 59
(m, 2H), 1 48 (m, 3H), 1 39 (s, 1 5H), 1 34 (s, 1 5H),
122 (m, 3H), 0 86 (m, 3H)
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4-Thia-l-azabaicyclo[3 2 O)heptane-2-carboxylic acid, 6-
10 (hydroxymethyl) -3, 3-damethyl-7-oxo-,1- .

[ {(butoxycarbonyl) Jethyl easter, 4,4-dioxide (28,5R,6R)

This prodrug was p}epared according toc the method

used to prepare Cowparison Prodrug 4 with the exception

that carbonic acid butyl ester 1-chloro-ethyl ester was
1S substituted for carbonic acid chloromethyl ester

isopropyl ester MS (m/z) 406 (M) NMR 18 of a yellow-

reddish o1l that is a mixture of 2 diastereomers H-NMR

(d-DMSO, 400 MHz) 6 72 (g, 0 5H, J=5 4Hz), 6 68 (q,

0 SH, J=5 4Hz), S 20 {m, 1H), 4 51 (8, © 5H), 4 49 (s,
20 OBS5H), 4 20 (m, 1H), 4 03 (m, 3H), 3 74 (m, 1H), 1 59

(m, 2H), 1 15-1 55 (m ,11H), 0 86 (m, 3H)




WO 2004/018484 PCT/IB2003/003582 }3

43

1
5 Comparison Prodrug 8

W0
HOT\ s”

JEX

O i

4-Thia-l-azabicyclo[3 2 0lheptane-2-carboxylic acid, 6-

(hydroxymethyl) -3, 3-damethyl -7-oxo- '

10 . [ {(propoxycarbonyl)oxyl methyl ester, 4 4-dioxide

15

{(25,5R, 6R)

This prodrug was prepared according to the method used to p
isopropyl ester The final product was an amorphous
white soliad MS (m/z) 378 (M) 1#-NMR (d-DMSO, 400
MHZz) 5 86 (4, 1H, J=6 2Hz), 5 74 (d, 1H, J=6 2HzZ),
5 20 (d, 1H, J=5Hz), 5 17 (m, OH), 4 60 (s, 1H), 4 20
(m, 1H), 4 10 (m, 2H), 4 03 (m, 1H), 3 74 (m, 1H), 1 60

(m,2H), 1 42 (8, 3H), 1 30 (s, 3H), O 86 (t, 3H,
J=7 5Hz) '
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4-Thia-l-azabacyclo{3.2 0]lheptane-2-carboxylic acad, 6-

10 (hydroxymethyl ) -3,3-dimethyl -7-oxo- \
.[(butq;ycarbonyl)gxy]methyl epter, 4,4-dioxide !
(28, 5R, 6R)

Thas prodrug was prepared according to the method
used to prepare Comparison Prodrug 4 with the exception

15 that carbonic acid butyl ester chloromethyl ester was
substituted for carbonic acid chloromethyl ester
i1sopropyl ester The final product was an amorphous
white solid M8 (m/z) 392 (M) 'H-NMR (d-DMSO, 400
MHzZ) 5 86 (d, 1H, J=6 2Hz), 5 74 (d, 1H, J=6 2Hz),

20 5 20 (d, 1H, J=5Hz), 5 17 (m, OH), 4 60 (s, 1H), ¢ 20
(m, 1H), 4 15 (m, 2H), 4 03 (m, 1H), 3 74 (m, 1H), 1 60
(m,2H), 1 42 (s, 3H), 1 30 (m, 2H), 1 30 (B, 3H), 0 86
{(t, 3H, J=7 5Hz)
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'G-Thia-l—azabicyclo[B 2 0lheptane-2-carboxylic acad, é-
10 (hydroxymethyl) -3, 3-dimethyl -7-oxo-, 2, 5-dihydro-5-oxo-2-

furanyl ester, 4,4-dioxide (2S,5R,6R) )

This prodrug was prepared according to the method
used to prepare Comparison Prodrug 4 with the exception
that 5-bromo-SH-furan-2-one was substituted for '

15 chloromethyl pivalate. MS (m/z) 344 (M) NMR is a
mixture of 2 diastereomers The product was an
amorphous, solid ‘H-NMR (d-DMSO, 400 MHz) 7 81 (m,

0 5H), 7 73 (m, 0O 5H), 7 14 (m, 0 5H), 7 10 (m, O 5H),
6 61 (m, 1H), 5 21 (m, 1H), 5 17 (m, OH), 4 67 (s,

20 0 SH), 4 63 (s, 0 5H), 4 20 (m, 1H), 4 03 (m, 1H), 3 74

(m, 1H), 1 42 (8, 1 5H), 1 40 (s, 3H), 1 32 (B, 1 5H)
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5 Comparigon Prodrug 11
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4-Thia-1~azabicyclo[3 3 0lheptane-2-car lic acid, 6-

10 h ethyl) -3, 3-dimethyl-7-oxo-, (1-oxobut ) methy?
egter, 4,4-dioxide (28,5R,6R)

This prodrug was prepared according to the method
used to prepare Comparison Prodrug 4 with the exception
that chloromethyl butyrate (Acros organics) was

15 substituted for chlorompqhyl pivalate The product was
a clear oil M8 (m/z) 362 (M) 'H-NMR (d-DMBO, 400
MHz}) S5 86 (d, 1H, J=5 8Hz), 5 74 (d, 1H, J=5 8Hz),

S 20 {(d, 1H, J=5Hz), 5 17 (m, OH), 4 55 (a8, 1H), 4 20
{m, 1), 4 01 (m, 1H), 3 74 (m, 1K), 2 35 (m, 2H), 1 52
20 (m, 2H}, 1 40 (8, 3H), 1 30 (s, 3H), 0 B6 (m, 3H)
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4-Thia-l-azabicyclo[3 2 O]lheptane-2-carboxylic acid, 6-
10 {hydroxymethyl) -3, 3-dimethyl-7-ox0-,1, 3-d1hydro-3-oxo0-1-

isobenzofuranyl estex, 4,4-dioxide (28,5R,6R)

Prepared by chromatography on silica gel of 275 mg

of Comparison Prodrug 3 using 5% isopropyl alcohol/ 95%
methylene chloride ylelded 200mg of a mixture of

15 diasterecmere followed by 70 mg of a single, (more
polar) dlastereomer The product was an amorphous
solid MS (m/z) 394 (M) NMR represents the more polar
diastereomer 'H-NMR (d-DMSO, 400 MHz) 7 95 (4, 1H,
J=7 5Hz), 7 90 (m, 1H), 7 81 (4, 1H, J=7 5Hz), 7 77 (m,

20 1H), 7 60 (s, 1H), 5 23 (d, 1H, J=5Hz), 5 16 (OH), 4 71
(s, 1H), 4 20 (m, 1H), 4 02 (m, 1!!!), 374 (m, 1H), 1 47
(s, 38), 1 37 (s, 3H)
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Comparison Prodrug 13
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4-Thia-1-azabicyclo[3 2 0)heptane-2-carboxylic acid, S-I
10 {hydroxymethyl) -3,3-dimethyl -7-oxo-, {acetyloxy) methyl
estexr, 4,4-dioxide (28,5R,6R)

This prodrug was prepared according to the method
used to prepare Comparison Prodrug 1 with the exceptiobn
that bromomethyl acetate (Aldrich) was substituted for'

15 chloromethyl pavalate The final product was a viscous
o1l M8 (m/z) 334 (M) H-NMR (d-DMSO, 400 MHz)
5 82 (4, 1H, J=6 2Hz), 5 72 (d, 1H, J=6 2Hz), 5 19 {(d,
1H, J=5Hz), 5 17 (m, OR), 4 55 (s, 1H), 4 20 (m, 1H),
4 01 (m, 1H), 3 74 (m, 1H), 2 08 (s, 3E), 1 40 (s, 3H),
20 1 30 (s, 3EH)
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4-Thia-l-azabicyclo[3 2 0lheptane-2-carboxylic aclid, 6-
(hydroxymethyl) -3, 3-dimethyl-7-oxo-, 1- (acetyloxy) -1-
methylethyl ester, 4,4-dloxide (28,5R,6R) ,

This prodrug was prepared according to the method
useéd to prepare Comparison Prodrug 1 with the exception
that acetic acid-l1l-chloro-i-methyl ethyl ester was
substituted for chlorqgmethyl pivalate The final
product was an amorphous solid MS (m/z) 362 (M) H-
NMR (CDC].p, 400 MHz) 4 68 (d, 1H, J=5 OHz), 4 40 (s,
1H), 4 31 (m, 1H), 4 15 (m, 2H), 2 06 (s, 3H), 1 92 (s,
3H), 1 82 (8, 3H), 1 58 (s, 3H), 1 47 (s, 3H)

Example 9
Chemical (pH), Suspension and Plasma Stability

The stabilaity of Prodrug 3 was evaluated with
regards to (1) chemical stability while in sclutions of
various pH,

(2) maintaining potency while in suspension, and (3)
chemical stability in plasmas from various mammals to
assess the ability of Prodrug 3 to resist hydrolysis
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prior to absorption and then to rapidly hydrolyze to
form 6-pP-HMPAS after absorption

Chemical stability of Prodrug 3, in solution, as
compared to the sodium salt of 6-p-HMPAS (hereznafg;r
"Na HPMAS"} and lithium clavulanate in solution, was
asgessed at pH 1, 2, 2 5, 4 0, 50, 65, and 7 4
Buffers were appropriately formulated to achieve the

desired pH of each incubation The incubation consisted
of 990 Wl of the appropriate pH buffer and was initiated
with the addition of 10 pl of a 10 mM stock of compound

in 100% methanol {(final concentration = 100 UM) Serial’

samples (20 jHl) were taken at 0, 10, 20, 40, 60, 120,
and 240 minutes by an auto injector and injected
directly onto an HPLC in-line with a LC/M8 single
quadropole mass spectrometer system used for analyte ' .

detection The temperature of the incubation was
regulated with a 96-well heat block Incubations were

performed at 25°C and 37°C The LC/MB system was run 1in
the negative ion mode Selective 1on monitoring of the
appropriate [M-H]  for each analyte was used for
detection and quantitation of remaining compound at each
timepoint The peak response at each time point was
expressed as a percentage of that obtained at time = 0

A degradation rate constant (ky) was cobtained by
regression of these percentages from time = 0 minutes to
time = 240 minutes An apparent first-order half-life
could then be estimated as 1ln 2/ka These determinations
were completed in duplicate and the average was

reported
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As shqﬁn in the following table, Prodrug 3
demonstrated excellent acid stability and adequate
stability near neutral pH for absorption Also, Na-
HMPAS demonstrated superior solution stability compared
to clavulanate, particularly at low pH

The stabilaity of Prodrug 3 in suspension {un-
buffered 1n 0 5% methylcellulose at 25 °C) was also
evaluated to determine the effect of time in suspension
upon potency. As shown below, Prodrug 3 maintained
greater than 90% of ite potency after storage at room
temperature for 10 days By contrast, only 40% of
potency is retained with clavulanate in the Augmentin
suspension i1f left at room temperature for the same time
pexiod (See Mehta, A € , S Hart-Davies, J Payne and
R W Lacey, 1994 Stability of amoxiellliin and
potassium clavulanate in a co-amoxicillin-clavulanate

oral suspension J Clin Pharm Ther 19 313-315')
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PH

Solution 7 4 €65 50 40 25 1l 2

Stability "

(100 pM) '

Half-life (Hours)

Prodrug 3 (25 °C) 27 >24 >24 >24 >24 >24

Prodrug 3 (37 °C) 0 6 45 >34 >24 >34 >24

Na-HMPAS (25 °C) >24 >24 = >24 »>24 >24 »24
I Na-HMPAS (37 °C) »a4d >24 >24 >24 >24 >24

Clavulanate (25 °C) >24 >24 >24 >24 12 0f
Clavulanate (37 °C) >24 >24 >24 >24 9 ND

Prodrug 3

Suspension

Stabilaity Day Day Day Day Day :
1 3 5 7 10 1
! Potency (percent)*

1 51 mg/mle* ND 103 98 104 91k

(10 mg/kg rat dose -

preparation)

*Potency assessed as a percentage of the target

concentration as assayed by LC/MS of solubilized

standards Values represent an average of duplicate
10 determanations ND = not determined

#* pH of initial suspensions ~6 8 and fell to 4 7 by day
10

*++ dirastereomer mixture essentially unchanged -~ 95 5

15 Plasma stability of Prodrug 3, Na-HMPAS and lithium

clavulanate were determined, in mouse, rat, dog, monkey
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and human qiasma, using plasma that was prepared and
subjected to one freeze/thaw cycle prior to use The
ancubation consisted of 9950 Ul of plasma preincubated
for § minutes at 37 °C in a 96-well heat block The

incubation was 1n1t1ated with the addition of 10 Ul of a
10 mM stock of compound in 100% methanol Seraial

aliquots (100 jl1) were removed and transferred to 200 pl
of 75/25 acetonitrile/3% perchloric acid at 0, 1, 2, 5,
10, 20, 30, and 60 minutes ‘The samples were
centrifuged, the supernatants transferred to ipnjectaion
vials, and 20 pl was injected onto the HPIC an-line with
a LC/MS single quadropole mass spectrometer The LC/MS
pystem was run in the negative ion mode Selective ion
monitoring of the appropriate [M-E] ™ for each analyte was
uséd for detection and quantitation of remaining
compound at each timepoint The peak response at each
time point was expressed as a percentage of that
obtained at time = 0 A degradation rate constant (ki)
was obtained by regression of these percentages from
time = 0 minutes to time = 240 minutes An apparent
firat-oxder half-life was then be estimated as 1ln 2/ka
These determinations were completed in duplicate and the

average was reported as shown below



WO 2004/018484 PCT/1B2003/003582

54
5
Plasma
Stabaility
(100 puM) Mouse Rat Dog Monkey *' Human
Half-life '
Prodrug 3
37 °C 28mn <2 0mn 28min 3 6 min <2 0 min
Na-HMPAS
' a7 e 39hr 34hr >4hr >éhr >4 br
1
Clavulanate
37 *C >4 hr 3 3 hr 2 8 hr 3 6 hr 2 6 hr

Prodrug 3 demonstrated excellent acad atab;l:tyiand
adequate stability near neutral pH for absorption
Hydrolysis rates of Prodrug 3 in the plasma of all

10 @species tested, demonstrate efficient enzymatic
hydrolysis to yield 6-p-HMPAS upon absorption Na-HMPAS
demonstrated superior solution stability compared to
clavulanate, particularly at low pH Although both
compounds are labile in plasma, Na-HMPAS showe improved

15 human plasma stability

Example 10
Inhibitory actavity of Prodrug 3 at intestinal pH values
It is thought that clavulanate produces diarrhea in
20 the human GI tract since 1t combanes with residual

amoxicillin to selectively kill essential components of
the normal flora Clavulanate is not a prodrug, and
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5 thus the 4q% that remains unabsorbed from the intestine

is the sqme'agt;ve molecule as the 60% that is absorbed
into circulation While the pH of the stomach and
proximal small intestine is acidic, in a study by Berry,
V et al , Efficacy of a pharmacokinetically enhanced
110 formulation of amoxicillin/clavulanate against
experimental respiratory tract infection in rats caused
by Streptococcus pneumoniae, Abstract B988, 41"
Interscience Conference on Antimicrobjal Agents and
Chemotherapy, December 16-15®", 2001 Chicago, IL , found
15 that the median pH of 24h stool samples collected from
subjecte with diarrhea was 6 4 (range 5 4-7 8)
As phown i1in Example 7, Prodrug 3 is very stable and
does not readily convert to 6-B-HMPAS at pH < 6 5 " In
rder to compare the beta-lactamase inhibitory activity
20 f Prodrug 3 and Na-HMPAS under pH conditions found in
the human large intestine, we determined the Icm.pf both
compounds against a TEM-1 beta-lactamase at pH 6 0 and
70 The data indicate that at pH 6 0, where there
should be no conversion of the prodrug to the active
25 form of the inhibitor, Prodrug 3 a1s lnactive against
TEM-1 beta-lactamase (ICso >100 pM) In contrast, at pH
7 0 where conversion of the prodryg to active inhibitor
occurs with a half-life of 33 minutes, the resulting 6-
P-HMPAS generdted results in a much greater level of
30 inhabition of this beta-lactamase than was observed at
PH 6 0
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ICsp (UM)
Prodrug 3 6-p~HMPAS
[T
E coll TEM-1 pH 6 0 > 100 0 37 ,
E coli TEM-1 pH 7 0 2 2 0 12
Example 11

. Abgorption (Oral In Vivo Bioavailability)
As Prodrug 3 has a 'solution half-life of 30 minutes

at neutral pH and, in the presence of esterases, the 1
prodrug is hydrolyzed within a few minutes, an in vitro
apsessment using the human Caco-2 cell line was
determined to be inappropriate to measure prodrug
absorption 1Instead, an ia vaivo model for absorption
was found to be more relevant for assessing absorption:
of the prodrugs of the present invention Further, the
correlation of fraction absorbed in the rat to that of
human has been studied in several marketed agents and
the correlation has been shown to be quite good (corr =
0 971) (See Chaiou, WL and A Barve, 1958 |Linear
correlation of the fraction of oral dose absorbed of 64
drugs between humans and rats Pharm Res 15.1792-
1795 ) Based upon this correlation, the rat was used
to predict human absorption It should be further
appreciated that 6-p-HMPAS demonstrated minimal hepatic
extraction as suggested by rat and human hepatocytes
Thus, oral bioavailability assesaments in rats should
correlate well with the fraction abaorbed in humans

Estimates of oral bioavailability were conducted on
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1
Na-HMPAS, Prodrugs 1, 2, 3 and 4, as well as the

fourteen comparieon prodrugs of Example 8, each using
sets of three Sprague-Dawley rats (200-225 gm) equipped
with surgacally implanted jugular vein catheters  The
selection of dose vehiclles, for the oral studies,
depended upon the physical state of the compound being
tested All compounds that were orally administered,
with the exception of Prodrug 1, were in the form of an
oll or an amarphous solid As such, these compounds
were administered in a solution (PO} dosage form using a
70/20/10 water/Chremophore/athanol vehicle

The oral prodrug doses were prepared to deliver a
10 mg/kg egquivalent dose of €-B-HMPAS at a dose volume
of 10 ml/kg Na-HMPAS was administered intravenaoﬁaly
at a dose of 10 mg/kg to establish bioavailability
estimates (6-p-HMPAS equivalent)

Blood samples were taken at 0, 15, 30 min , ;: 2,
3, and 5 hr after dosing The samples were then
processed for plasma and stored at -20 °C prior to

analysis Samples were assayed for 6-p-HMPAS, as
described below, and then the mean concentration versus
time profiles for oral and intravencus administration
were determined The area under Fhe plasma
concentration versus time curve (AUC j- r1es:} wWase
calculated from time 0 to the laat guantifiable
timepoint using linear trapezoidal approximation The
terminal elimination rate constant (K,;) was estimated by
regression of the plasma concentration data from the
apparent beginning of the elimination phase to the last

sample point An elimination half-life was estimated as

ln 2/Kel The area from tlast to infinity (AUC.14et-m)
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was estimated at Cestiy,./K.; wvhere Cest: ..« represents the
estimated concentration at the last time point in which
drug was quantified based on the regressional analysais

The total area under the curve (AUC;- ) was estimated as
the sum of AUC).t1aet and AUCpiast-e Bioavailabilaty (F)
was expressed a8 AUC(p.m)pc X DOBEiy/AUC(p-m)iv X DOBep,

The mean bicavailabilities found were as shown
below
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Compound Mean Standard
Baiocavailabilaity Deviation
Na-~-HMPAS 6 0 16
Prodrug 1 . 113 1 10 7
Prodrug 2 102 0 11 1
Prodrug 3 92 4 6 0
Prodrug 4 111 1 8 8
Comparison 55 4 4 7
Prodrug 1
Comparison 6 2 10
Prodrug 2
Comparison 27 2 26
Prodrug 3
Comparison 6 8 089S
Prodrug 4
Comparison 46 5 14
Prodrug 5 ,
Comparison 60 9 6 1
Prodrug 6
Comparison 40 3 10 8
Prodrug 7 \
Comparison 79 15
Prodrug B
Comparison 12 3 20
Prodrug 9
Comparison 10 9 17
Prodrug 10
Comparison 33 1 5 4
Prodrug 11
Comparison 20 4 10
Prodrug 12
Comparison 37 6 37
Prodrug 13
Comparison 15 4 39
Prodrug 14

As shown above, the prodrugs of the present
invention have significantly better bicavailabilities
than does 6-f-HMPAS, the previously known Comparison
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Prodrug 1, or the prior generically disclosed prodrugs
(Comparison Prodrugs 2-14)

L[]
Assay Description )

In this assay, the analytes of interest were back
extracted into the agqueous phase following acetonitrile
precipitation and treatment with chloroform  This
provided approximately a 2 fold congcentration factor
without having an evaporation and reconstitutlon step

Detection was afforded through the use of LC/MS/MS
in negative ion operation Single gquadrapole operation :
was i1nadequate for selective detection of the analyte

The pH of the loading solvent (95 5 20 mM ammonium
formate/acetonitrile, solvent A) was ~ 5 0

The analytical column was an Pheneomenex AQUA C18
4 6 x 50 mm '

All sample preparation was completed 1n 96-well 1 2
mlL. MARSH-tubes The samples were prepared as follows
The Plasma sample (200 pl) was added to 400 pl of 95 5
acetonitrile 20 wM ammonium formate containing 5 pg/ml
sulbactam as an internal standard The samples were
centrifuged at 3000 rpm for 10 man in a table top
centrifuge  The supernatant (400 pl) was then
transferred to clean 1 2 ml MARSH tubes Chloroform
(600 pl) was added to the samples, which were then
mixed, and subsequently centrifuged at 3000 rpm for 10
minutes The transferred aqueous phase was then removed
from top (~ 100 ul) and then analyzed

Mass Spectrometry Conditions



WO 2004/018484 PCT/1B2003/003582

61

5 Mass Spectzometer API-3000 operated in negative ion
mode using fu;ho spray (electrospray) '
Ionization voltage -3000V
Orifice voltage -25 eV
Collision energy 30 ev'

110 Nebulization and Heat gas adjusted as needed

Reaction Monitoring
6-B-HMPAS 262 => 218
Bulbactam (IS) 232 => 140

15 Amoxicillin 364 => 223
Clavulanic acad 198 => 136
Run time 3 min
RT =~ 2 min for all analytes
Injection Volume 20 Wl

20 HPLC Conditions
Solvent A 95 5 20 mM ammonium formate acetonit:iie
Solvent B 95 5 acetonlitrile 20 mM ammonium formate
Analytical Flow 1 ml/min

Flow to Mass Spectrometer ~100 pl/min
25 Ballistic Gradient Schedule

0 - 05 mn 100 ¥ A

0 5- 1 min 100% A to 100% B

1-1 5 min 100% B

15-20 min'lool B to 100% A
30 LLOQ = 0 1 pg/ml for 6-P-HMPAS and amoxicillin, 0 5

Hg/ml clavulanic acid

ULOQ = 50 ug/ml (All)

Regression = linear 1/x weighting

Colum life ~ 300 - 400 injections

35
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Portal Vein Studies an Rats Systemic exposure of

Prodrug 3 was also assessed 1in portal vein cannulated
rats following oral administration of the prodrug at a
dose of 100 mg/kg Whole blood aliquots were stah;ilzed
in ice cold acid immediately upon sampling at 5, 15 and
30 minutes post dose No levels of Prodrug 3 were
detected 1n any of the samples (assay LLOQ of 100

ng/ml) These results suggest that upon absorptaion,
Prodrug 3 undergoes rapid hydrolysis to yield 6-p-HMPAS
prior to exposure to the liver and circulation

throughout the body I

Example 12
In Vitro Screens

Biochemical activity against B-lactamases from |,
community respiratory pathogens Only three beta- !
lactamase inhabitor mole;ules exast in the marketplace
sulbactam, clavulanate and tazobactam All three
anhabit type A penicillinases found in a broad range of
bacteria Of these, only clavulanate is directed toward
oral therapy of community respiratory infections Na-
HMPAS was tested against a collection of cell-free
peniclllinases commonly found in H influenzae and M
catarrhalis that are repistant to ampicillin The data
in the followang table indicates that Na-HMPAS is
equivalent to lithium clavulanate against the ROB-1 and
TEM-1 enzymes from H ainfluenzae All three beta-
lactamase inhibitors were very potent against the BRO-1
and BRO-2 penicillinases found in M catarrhalis, with
sulbactam being the wmost active (Table 1) A broader

analysis f B-lactamases from 30 recent clinical
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isclates of‘ |M catarrhalis showed that Na-HMPAS was

effective ai: inhibating the BRO-1,and BRO-2 enzymes from

all of these strains, with an average ICs; of 0 19 UM

ICso8 of P-lactamase inhibitors against B-lactamases in cell

extracts

FB“ ICgo (uM)*

lactamase
Strains Type Sulbactam |6-p-HMPAS ||Clavulanate
H anfluenzae ROB-1 3 40 0 01 0 04
PECC43334
H influenzae TEM-1 4 78 0 03 0 02
5471173
M catarrhalas BRO-2 0 03 0 32 0 11
FB?AII?B
ATCC43617
M catarrhalis BRO-1 0 011 0 143 0 14
B7A1115 .,

*All inhibitory values are determined against the

chromogenic cephalosporin in a colorametric assay

Biochemical actavity against B-lactamases from other

pathogens, aincluding those associated with skin

infections Na-HMPAS was comparable to clavulanate an

terms of its inhibitory potency against a wide varaiety

of TEM extended spectrum beta-lactamases (ESBLs) while

Na-HMPAS and clavulanate were usually comparable in

potency against ESBLs
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Inhibition of selected extended spectrum
B-lactamases (ESBLB) (ICsg, HM)
Inh1b1t0€'
f-lactamase ICso (M) *L
Strains Type Sulbactam|6-p-HMPAS || Clavulanate
E coli ATCC35218 TEM-1 6 B85 0 14 0 05
E coli 51Al1101 TEM-1 4 76 0 07 0 02
X pneumonize TEM-3 0 55 <0 003 <0 003
' CF104 '
KX pneumoniae 'I'IEM—S 4 €8 0 08 <0 003
CF504 '
K .pﬁeumonlae B TEM-10 23 19 0 3% >100
L~-1
K pneumaniae TEM-12 5 B6 0 27 <0 003
MCV37 | '
K ppneumoniae TEM-16 5 80 0 09 0 06
CF1304
K pneumoniae TEM-17 10 3¢ 0 66 0 004
E264
X pneumcniae TEM-24 10 48 7 13 0 0l
CF1104
E coli CF1609 TEM-25 2 58 0 04 0 02
X pneumoniae TEM-26 0 56 0 08 0 02
5657
Serratia S6 Sme-I 15 65 0 68 19 55

5 +*All inhibitory values are determined against the
chromogenic cephalosporin in a colorimetric assay

In general, it can be concluded that Na-HMPAS 1is
comparable to lithium clavulanate
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Susceptability assay for fi-lactamase producing 'species
H influenzae and M catarrhalis The in vitro activaty

of various ratios of é-pP-HMPAS and amoxicillin was

assessed using clinical '1solates of H influenzae and M
catarrhalls that produce P-lactamase The NCCLS
{(National Committee for Clinical Laboratory Standards)
approved susceptibility method for Augmentin uses a
fixed 2 1 ratio of amoxicillin/clavulanate The results
indicated that for 46 beta-lactamase (+) strainse of H
anfluenzae, the amoxicillin MICso and MICg; values (i e ,
the mainimal inhibitory concentrations required to
prevent the growth of either 50% or S0% of the iso}ates
tested) for both amoxicillin/clavulanate and
amoxicillin/6é-f-HMPAS were 1 and 2 jug/ml, respectively,
while the values for 2 1 amoxicillin/sulbactam were 4
and 8 pg/ml Note that the numbers refer to the
amoxicillin concentration in the mixture

Por 48 1sclates of M catarrhalis, the MICs and
MICy, values for amcxicallin/clavulanate were <0 125 and
0 25 pg/ml, and 0 5 and 1 0 pg/ml for amoxicillin/6-B-
HMPAS, respectavely Values for amoxicillin/sulbactam

(2 1) were 0 25 and 1 0 pug/ml Thus, MICs obtained with
whole cells do not always correlate well with inhibitor
potencies against cell-free beta-lactamases, as
sulbactam was consistently more potent against the BRO-
1/2 enzymes found in M catarrhalis

Susceptability assay for Non-fi-lactamase producing

species Streptococcus pneumoniae The in vatro activity
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of the combanation was compared with that observed with
amoxicillin alone against clinical isolates of S
pneumcniae that were classified as penicillin-

b

susceptible, -intermediate and -resistant Some of
these strains showed high- level resistance to
penicillin and amoxicillin with MICs in the 4-8 pug/ml
range Ap expected for a pathogen with PBP-hased
resistance, results for isolates oft 8§ pneumcniae
confirmed that the presence of inhibitors had no
influence on amoxicillin MICs

The amoxicillin MICsee and MICges for 21 penicillin-
resistant strains (penicillin MICs from 1-8 lig/ml) were
2 and 4 jg/ml for amoxicillin alone and for all beta-
lactamase inhibitor combinations tested at
amoxicillain/inhibitor ratios of 2 1, 7 1 and 14 1 {
Finally, all combainatigng were tested against a group Bf
21 penicillain-intermediate 5 pneumoniae and 12
penicillin-susceptible isolates Again, all of the MICs
in both groups reflected the amoxicillin component of
the combination Amoxacillin MICe for the intermediate
group ranged from 0 03 to 1 ug/ml and the MICs for the

susceptible group were <0 0156 to 0 06 ug/ml

Agpay Methodology The assay was performed according to
the method described in NCCLS Document M7-A4, December
1997 and M100-812, 2002, Methods for Dilution
Antimicrobial Susceptibility Tests for Bacteria that
Grow Aercbically- Approved Standard

PREPARATION OF FROZEN STOCKS H influenzae are

grown on chocolate agar plates Colonies are suspended
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5 into Haemogﬁllus teet medium (HTM, Remel Diagnosgtics)
which has béep pH adjusted to 7 4, waith 1IN NaOH and
filter sterilized This is mixed wath 50% glycerol to a
final concentration of 20% glycerol Growth of
Streptococcus pneumoniad and Moraxella catarrhalis is

110 scraped off sheep blood agar plates and placed into
Mueller Hinton broth plus 5% lysed sheep'blood For
freezing, 50% glycerol is added to a final concentration
of 20% All .are frozen at -70 °C

PREPARATION OF DRUG PLATES 96-well microtiter

15 plates are used for the drug dilutions All drugs are
weighed out in sufficient quantity to make a 4X working
stock solution Drug is solubilized i1n DMSO or other

appropriate solvent, dissolved to volume in test:né

medium, and 100 pl 1s serially diluted twofold through a
20 series of 10 drug wells each containing an inatial

volume of 100 Hl1 medium [columns 1 through 10] and 1
drug well with no inoculum [column 11] Column 12 18 a
bacteraial inoculum control well containing no drug
Final voiume in each well as 100 ul
25 Drug plates for H influenzae are serially diluted
in HTM which has been pH adjusted to 7 4 with 1 N NaOH
and filter sterilized The other two species are
diluted in Hugller Hinton broth plus 5% lysed horse
blood Control compounds are run with each assay Drug
30 plates are frozen at --70 °C and thawed on the day of
use
GROWTH OF INOCULUM H influenzae are grown
overnight on Mueller Hinton agar plates with 1%
hemoglobin and with 1% GCHI [chocolate agar plates] in a
35 5% CO; incubator overnight at 37 °C § pnoneumoniae and
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M catarrhalis are grown on Mueller Hinton agar
containing 5% sheep blood under the same conditioms

PREPARATION OF INOCULUM Overnight growth from an
agar plate was taken and resuspended in the approp;iate
test medaum All suspensions were adjusted to a
standard OD by spectrophotometry on the day of the assay
using Haemophilus test medium (HITM) broth for H
anfluensae or cation supplemented Muellex Hinton broth
plus 5% lysed horse bloocd (for 8 ,pneumoniae and M
catarrhalis) to a turbidity corresponding to a 0 5
McFarland standard suspension (about 1 to 2 x 10° I
CFU/ml} This suspenslon had an OD ¢35 of 0 14 To
obtain a final inoculum of 2-7 x 10° cfu/ml in the well
(final volume of 200 pl), the following dilutions were
made from the McFarland stock .

All H influenzae Ist:::'airm were diluted 1/100 in ‘'
HTM

All § pneumoniae and M catarrhalis were diluted
1 100 in cation supplemented Mueller Hanton broth
containing 5% lysed horse blood !

INOCULATION OF PLATES 100 4l of the diluted
inoculum ie added to each 100 ul1 of diluted drug in the
sterile test plate Total volume for the test is 200 pl
per well Strains that have been diluted appropriately
(see above) into microtiter wells will have a final
anoculum of 2 to 7 x 10* CFU/ ml  These cell inocula are
confirmed on random plates by performing wviability
counts of the wells at zero time This is easily done
by removing 10 pl from the well and diluting it in 10 ml
of sterile, physiological saline (1 1000 dxlution}
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After vorte%ing, 100 pl of the diluted suspension 1s
spread on a blopd agar plate or a:chocolate agar plate
in the case of H influenzae Following incubation, the
presence of 50 golanlea indicates an inoculum density of
5 x 10° CFU/ml Cultures used for inocula into the
microtiter trays are streaked for single colonles and
cbserved for typical colony morphology

INCUBATION OF MICROTITER PLATES After placing
plastic 1lids ‘on the plates, microtiter plates are
incubated in plastic boxes in a controlled humidity
dncubator to prevent evaporation from the welle Plates
are ptacked no more than 4 high All microtiter plates
are incubated aerobically at 35 °C for 24 hours

All plates are incubated and read after 24 ho&rs
and results are recorded only if the control drugs for
the NCCLS type strain H influenzae ATCC 49766 and S

pneumoniae ATCC 49619 i1s within the published range
(NCCLS, M100-5812, 2002)

Example 13

In Vivo Efficacy

The in vivo B-lactamase inhibitory activaty of 6-p-
HMPAS was determined for the p-lactamase (+) pathogens
that waere evaluated in our pre-clinical infection
wodels The data for these selected isolates indicated
that 6-B~-HMPAS 18 generally equivalent to clavulanate
for p-lactamases from the respiratory pathogens H
influenzae and M catarrhalis

Gerbil otitis media model In this model, Mongolian
gerbile were challenged with § pneumoniae or H
influenzae Female Mong lian gerbils (50-60 g) were
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thallenged with log 5-6 CFU of H influenzae or S
pneumoniae delivered in a 50 uL volume into the left
tympanic bulla Eighteen hours post-challenge, a dose-
response therapeutic regimen was initiated (t 1 4 :Eor 2
days) with the combination of Amoxicillin and Prodrug 3
(7 1) delivering the dosage in a 500 ul, volune of 0 5%
methylcellulose vehicle  ED50s were calculated from
bacterial clearance data on day 4 post-challenge

The amoxicillin/Prodrug 3 and Augmentin
combinations were equally effective in clearing this
pathogen with EDs,, of 6-10 mg/kg, and outcomes for the
7 1 and 14 1 combinatione were equivalent Amoxicillin
as a single agent failed against this pathogen

Murine systemic infection model 1In this model,
Female CF-1 or DBA/2 mice (18-20g) were challenged
intraperitoneally with log 2-6 CFU of 8§ pneumoniae, &5

aureus or M catarrhalis suspended in broth, 10% mucain
or 3% Brewers yeast, respectively, and delivered in a
500 uL volume One hour post-challenge, a dospe-
response therapeutic regimen was initiated (bid for 1
day) with the combination of Amoxicillin/Prodrug 3 (7 1)
delivering the dopage in a 200 pL volume of 0 5%
methylcellulose vehicle  ED508 were calculated from the
survival data on day 4 post-challenge

The combination of amoxicillin/Prodrug 3 was
effective 1n protecting mice from death from all of
these p-lactamase (+) straains In general, the activaty
of the amoxicillin/Prodrug 3 combination was comparable
to that of Augmentin (i e equivalent versus H
influenzae and slightly less against M catarrhalis)
The 7 1 combinations were generally more effective than
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5 the 14 1 cqﬁblnations Data for the skin and skin
structure pathogena § aureus, K , pneumoniae and E colz
are also included in the followaing tables

Murine prneumonia model In this model, Female CF-1

{(18-20g) were cﬁallenged intranasally with log 5-6 CFU

110 of 8 pneumoniae delivered in a 40 pL volume and
eighteen hours post-challenge, a dose-response
therapeutic regimen was initiated (b1 d for 2 days)
with the combination of Amoxicillin/Prodrug 3 (7 1)
delivering the dosage 1n a 200 uL volume of 0 5% '

15 methylcellulose vehicle ED50s were calculated from the
survival data on day 10 post-challenge

Amoxicillin, amoxicaillin/Prodrug 3 anﬁ Augmentin

were equally effective against a penicillin-tolerant
(PDso8 of 22-25 mg/kg) and penicillin-susceptible

20 pneumococcal strain (PDsges of 2 7-3 3 mg/kg) Since
penicillin-tolerant strains of pneumococci do not harbor
a B-lactamase, the activity of amoxicillin is not
improved (nor i1s it antagonized) by the presence of 6-p-
HMPAS or 'clavulanate The higher PDgys noted with the

25 penicillain-tolerant strain relative to the penicillin-
susceptible strain is consistent waith the higher MIC

In summary, the in vavo ora% actavity for the

combination of amoxicillin/Prodrug 3 (7 1 and 14 1) was
compared in a'head-to-head fashion with Augmentin in a

30 gerbil otitis media model and wmouse models of
peritonitis and pneumonia The amoxacillin/Prodrug 3
combination demonstrated comparable in vivo activity to
that of Augmentin ve respiratory tract pathogens (H
influenzae, M catarrhalis and § pneumoniae) and skin

35 and soft tissue pathogens (S aureus, E coli and X
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5 Dpneumoniae) in these models The in vivo performance of

the amoxicillin/Prodrug 3 was consistent with the in

vitro activaty of this combination when assayed at a 2 1

Wy
ratio in the MIC assay '

In Vavo Antibacterial Actavity (Oral) ve Respiratory
10 Tract and Skin & Skin Structure Pathogens (ED50, mg/kg)

Pathogen Amaxicilin Prodrug 3' Amodcilin/Prodrug 3 Augmentin
{7/1 ratio) (7/1 ratio)
; '
Gerbll Otitls Media Model
Hsemophiiug influenzee >50 >25 a.9/1.3' 0.9/1.4
(54A1218)
Murine Systemic Model

influsnzae >100 >25 o8/1.4 13419
(54A1218)
Moraxela catarrhalls >100 >100 37.8/54 12618
(87A1115) '

1
Staphylococcus eursus >100 >125 30 6/4.4 17.8725
(01AD400)
Kisbalelle pneumnonaie >200 >25 202128 13.0/1.8
{53A0031)
Eschericla coll >200 >100 62.2/8 9 146/20.8
{51A0257)
Mouse Pneumonia Model

Sireptococcus pneurnonise 25 >25 21831 21831
(02.31085)
Strepiococous 33 >25 286/0.38 2 86/0.38
(02J1018)

the first value indicates the amoxicillin concentration
while the second value is the beta-lactamape inhibator
‘Numbers in parantheses indicate Pfizer strain ID

15 numbers
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5 Im Vivo Ant'i:ll.bacterlal Activity (Oral) ve Respiratory
Tract and Skin & Skin Structure Pathogens (EDS0, mg/kg)

Pathogen Amoxdcitin Prodrug 3 Amoxicilin/Prodrug 3 Augmenti
{14/ ratio) (14/1 ratic
1
Gerbll Otitis Medla Model
influenzae >50 >25 10 50 73" 5.8004
{54A1218)
Murine Systemic Maodel
infuenzee >100 >25 12.3/0.88 3r 92?7
{54A1218)
Momaxella cetarrhalis >100 >100 425/30 23817
(87A1115)
Staphylococcus sureus >100 >12.5 4287 244117
(D1AD400)
Klebsiella pneumonsie >200 " »25 23417 23417
(53A0031)
Eachericia coll >200 >100 1340 6 196/14
[51A025n
Mouss Pneumonia Model
pheumonee . >25 2386/M17 17 8.2
(0211085)
Streptococcus pneumoniae 33 >25 16011 1.80 1
(02J1016) '

the first value andicates the amoxicillan concentration
while the pecond value 18 the beta-lactamase inhibator
INumbers in parantheses indicate pfizer strain ID

10 numbers
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Claims
We claim

1l A prodrug having the structure

U0
Ho’ﬂ:l:][:j><: R
Y

o

wherein R is H or methyl,
and solvates thereof

2 A prodrug of Claim 1 selected £rom the group
consisting
of
4-thia-l-azabicyclo[3 2 0] heptane-2-carboxylic
acid,
6 - (bhydroxymethyl) -3, 3-dimethyl -7-oxo~, -1~
(benzoyloxy) -methyl ester, 4,4-dioxide (28,5R, 6R),
4-thia-l-azabicyclo(3 2 0] heptane-2-carboxylic
acad,
6~ (hydroxymethyl) -3, 3-dimethyl-7-oxo-, -1-
{benzoyloxy) -ethyl ester, 4,4-dioxide (28,5R,6R),
4-thia-l-azabicyclo[3 2 Olheptane-2-carboxylic
acad,
6- (hydroxymethyl) -3, 3-dimethyl-7-oxo-~, (1R} -1~
(benzoyloxy) ethyl ester, 4,4-dioxide (28,5R,6R),
and

PCT/IB2003/003582
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5 4-thia-l-azabicyclo[3 2 0]heptane-2-carboxylic
acaqd,
6- (hydroxymethyl) -3, 3-damethyl-7-oxo-, {(18)-1-
(benzoyloxy) ethyl ester, 4,4-dioxide (2S,5R,6R)

0 3 A prodrug having the structure

HO\ Q\S,,o
c>4"~o"\o

and solvates thereof

15 4 A pharmaceutical composition compriseing
(a) a prodrug of Claim 1, or a solvate thereof,
and
(b) at least one pharmaceutically acceptable
carrier, excipient or diluent

20
5 A pharmaceutical composition of Claim 4 further
comprising a beta-lactam antibaotic
,
6 A pharmaceutical composition of Claim 5 wherein
25 said beta-lactam antibiotic 18 amoxicillin
7 A pharmaceutical composition of Claim 6 wherein
said
prodrug is 4-thia-l-azabicyclo[3 2 O]lheptane-2-
30 carboxylic acid, 6- (hydroxymethyl)-3,3-damethyl~7-

oxo-, (1R) -1- (benzoyloxy) ethyl ester, 4,4-dioxide
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(28,5R,6R) or a solvate thereof

A pharmaceutical composition comprising
(a) 4-thia-l-azabacyclo [3 2 0] heptane-2-
carboxylic

acad, 6-(hydroxymethyl)-3,3-dimethyl-7-oxo-
+ {1IR) -1-

(benzoyloxy) ethyl ester, 4,4-dioxide
(28,5R,6R), or

a solvate thereof,
{(b) amoxacillin, and
(c) a pharmaceutically acceptable carrier,
excipient or

diluent

A method for increasing the therapeutic
LI
effectiveness of a beta-lactam antibiotic in a

mamnal comprising administeraing to said mammal an

effective amount of a beta-lactam antibiotic and an

effectivenese-increasing amount of a prodrug of

Claim 1, or a solvate thereof

A method of Claim 5 wherein said beta-lactam
antibiotic is amoxicillin

A method of Claims 9-10 wherein said prodrug is 4-

thia-1-

azabicyclo(2 2 0]heptane-2-carboxylic acad,
6- (hydroxymethyl) -3, 3-dimethyl-7-oxo-, (1R) -
1- (benzoyloxy)ethyl ester, 4,4-dioxide (28, 5R, 6R)

PCT/IB2003/003582
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5 solvaqé thereof

12 A method of treating a bacterial infection in a
mammal by

administering to sald mamnmal an effective amount of

10 a
beta-lactam antibiotic and an effectiveness-
increasing
amount of a prodrug of Claim 1, or a solvate
thereof
15

13 A method of Claim 12 wherein sald beta-lactam
antibiotic 18 amoxicillain

14 A method of Claime 12-13 wherein the prodrug is 4-
20 thia-

l-azabicyclo(3 2 O]heptane-2-carboxylac acad,
6- (hydroxymethyl) -3, 3-damethyl-7-oxo-, (1R} -1-
(benzoyloxy)ethyl ester, 4,4-dioxide (28,5R,6R), or

25 solvate thereof

15 A method of treating a bacterial infection in a
mammal by
administéring thereto a therapeutically effective

30 amount

of a pharmaceutical composition of Claims 4, 5 or 6

to a

mammal in need thereof

s
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PROFARMACO INHIBIDOR DE BETA-LACTAMASA

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Los antibiéticos beta-lactéamicos, que generalmente son
penicilinas y cefalosporinas, se han usado ampliamente en
el tratamiento de infecciones, principalmente bacterianas,
en mamiferos tales como los hombres Se cree que ciertos
microorganismos son resistentes a estos antibiéticos porque
producen diversas enzimas beta-lactamasa que atacan al
anillo beta-lactédmico del antibiético, provocando, por lo
tanto, la ineficacia del farmaco

En la Patente de Estados Unidos N° 4 287 181, Kellogg
describié que diversos dcidos 6B
hidroxialquilpenicildnicos, incluyendo la sulfona del Aacido
6-p-hidroximetilpenicilédnico que es el inhibidor de beta-
lactamasa usado en la presente invencién, son potentes
inhibidores de beta-lactamasa La Solicitud de Patente del
Reino Unido GB2053220A, Metzger y col , y la Solicitud de
Patente del Reino Unido GB2076812, por Schneider y col ,
describleron asimismo que 1la sulfocna del A&cido 6-pB-
hidroximetil-penicilanico es un inhibidor de Dbeta-
lactamasa Sin embargo, el inhibidor de beta-lactamasa
sulfona del &cido 6-f-hidroximetil-penicildnico a penas se
absorbe 1n vivo en roedores durante estudios preclinicos

cuando se administra por via oral
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Kellogg, Metzger y col y Schneider y col también
describieron profarmacos de éster de la sulfona del &cido
6-p-hidroximetilpenicilanico, que se hidroliza fécilmente
in vivo, durante estudios preclinicos, y demostraron una
mejor absorcién en los roedores que el &cido libre

Sin embargo, muchos de estos profidrmacos de éster sélo
podian sintetizarse como aceites o como s8blidos que
tuvieran puntos de fusién bajos cuya utilidad en las
formulaciones farmacéuticas estd mis limitada de lo que 1lo
estaria un profdrmaco sdlido con un punto de fusidn
adecuado para la encapsulacién, la traituracién o la
purificaciédn

Ademis, estos profirmacos de éster tipicamente no se
absorbian muy bien cuando se administraban por via oral De
esta forma, se requerian dosificaciones de fArmaco mayores
administradas por via oral, para obtener un nivel en plasma
terapéuticamente eficaz del ainhibador de beta-lactamasa,
sulfona del &cido 6-P-hidroximetilpenicilédnico, que las que
se requeririan para un promirmaco altamente absorbido
Ademids, la administracién oral de los profarfacos que se
absorba en mayor medida puede provocar un aumento de la
incidencia y gravedad de la diarrea experimentada por el
receptor ya que el profarmaco no absorbido puede
hidrolizarse en el tracto gastrointestinal para formar el

fa&rmaco activo y, con cualquier amoxicilina residual, matar
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selectivamente componentes esenciales de la flora
microbiana normal Ademids, es deseable gque el proceso, para
producir el profdrmaco deseado, sea relativamente barato

Por lo tanto, existe la necesidad de un profarmaco
craistalino del inhibidor de beta-lactamasa sulfona del
dcido 6-Pp-hidroximetilpenicilanico que tenga una alta
biodisponibilidad oral, y mds preferiblemente que sea
cristalino con un punto de fusiétn adecuado
SUMARIO DE LA INVENCION

La presente invencién se refiere a profarmacos de la
sulfona del 4&cido 6-~f-hidroximetilpenicilédnice (también
denominado dcido 4,4-di1é6x1do- (25, 5R, 6R) —6-
({hidroximetil) 3, 3-dimetil7-oxo-4-tia-l-azabiciclo

[,3,2,0)heptano-2-carboxilico que tiene la estructura

Q.0
Ho rS’
’):x)< i

o %
oro 0

y solvatos del mismo, donde R es H o metilo Los
profarmacos de la presente 1invencidén incluyen &cido 1-
(benzolloxi)metiléster del acido 4,4-drédxido-(2S,5R, 6R)-6-
(hidroximet1l) 3, 3-dimeti1l-7-oxo-4-t1a-1-azabicicle

[3,2,0]heptano~2-carboxilico 4,4-diéxido (2S5,5R,6R), A4acido

4-tia-l-azabicicle[3,2,0]heptano-2-carboxilico, 6-
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éster, 4,4-didx1do (25,5R, 6R) , Y acido 4-tia-1-
azabicaclo[3,2,0]heptano-2-carboxilico, 6~ {(hidroximetil) -
3,3-dimetil-7-ox0-, (1S)-1-(benzoiloxi)etil éster, 4,4-
diéxido (2S5,5R,6R) El profadrmaco preferido de la presente
invencién es &cido (1R)-1-(benzoiloxi)etiléster del &cido
4,4-d16xido- (28, 5R, 6R) -6- (hidroximetil) -3, 3-dametil-7~oxo-

4tlia-1-azabiciclo [3,2,0]heptano-2-carboxilico, que tiene

la estructura

Q.0
HO” )j—s
o N\x CH,
o2‘0’\0

© un solvato del mismo

La presente invencién también se refiere a
composiciones farmacéuticas que comprenden un profarmaco de
la presente 1invencién, o un solvato del mismo, wun
antibiético beta-lactamico opcional y al menos un vehiculo,
excipiente o diluyente farmacéuticamente aceptable
Preferiblemente, el antibiético beta-lactamico es
amoxicilina También se prefiere que el profarmaco, usado
en la composicién farmacéutica, sea (1R)-1-
(benzoiloxi)etiléster del &cido 4,4-didxido-(2S,5R,6R)-6-

(hidroximetil) -3, 3-dimetil-7-oxo-4tia-l1-azabicaclo

Sy
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[3,2,0]heptano-2~carboxilico © un solvato del mismo Se
prefiere miAs que la composiciédn farmacéutica comprenda
(1R) -1- (benzoiloxi)etiléster del adcido 4,4-dibxido-
(2S,5R, 6R) -6- (hadroximetil) -3, 3-dimetil-7-oxo-4tia-1-
azabicicle [3,2,0]heptano-2-carboxilico o un solvato del
mismo, amoxicilina y un vehiculo, excipiente o diluyente
farmacéuticamente aceptable

La presente invencidén se refiere adicionalmente a un
procedimiento para aumentar la eficacia terapéutica de un
antibiético beta-lactdmico en un mamifero que comprende
admanistrar a dicho mamifero una cantidad eficaz de un
antibi6ético beta-lactémico y una cantidad que aumenta 1la
eficacia de un profArmaco de la presente invencién, o un
solvato del mismo Preferiblemente, el antibiético beta-
lactémico es amoxicilina También se prefiere que el
profdrmaco usado sea (lR)-1-(benzoiloxi)etiléster del Acido
4,4-d16x1do- (28, 5R, 6R) -6- (hidroximetil) -3, 3-dimetil-7-oxo-
4tia-l-azabiciclo [3,2,0]heptano-2-carboxilico o un solvato
del mismo Es mids preferido que el profarmaco sea (1R)-1-
{(benzolloxi)etiléster del &cido 4,4-dibdxido-(2S,5R,6R)-6-
{hidroximetil)-3,3-dimetil-7-0ox0o-4t1a-l1-azabicaclo
[3,2,0]heptano-2-carboxilico ¢ un solvato del mismo, y que
el antibiético beta-lactémico sea amoxicilina Se prefiere
adicionalmente que el mamifero sea un ser humano

La presente invencién se refiere adicionalmente al
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tratamiento de una infeccién bacteriana en un mamifero
administrando una cantidad terapéuticamente eficaz de una
composicién farmacéutica de la presente invencién a un
mamifero que lo necesita Preferiblemente, esta composicidn
farmacéutica comprende adicionalmente un antibiético beta-
lactdmico Preferiblemente, el antibiético beta-lactémico
es amoxicilina También se prefiere que el profarmaco usado
sea (1R)-1-(benzoiloxi)etiléster del A4cido 4,4-diéxido-
(2S, 5R, éR) -6—- (hidroximetil) -3, 3-dimetil-7-oxo-4ti1a-1-
azabiciclo [3,2,0)heptano-2-carboxilico o un solvato del
mismo Se prefiere aftin mids que el profarmaco sea (1lR)-1-
(benzoiloxi)etiléster del 4&cido 4,4-dibé6xido-(25,5R,6R)-6-
{hidroximetil)-3, 3-dimetil-7-oxo-4ti1a-1l-azabiciclo
[3,2,0]heptano-2-carboxilico © un solvato del mismo y gque
el antibidético beta-lactédmico sea amoxicilina Se prefiere
adicionalmente que el mamifero sea un humano
DESCRIPCION DETALLADA

Los términos usados para describir la presente
invencién tienen los significados que se indican a
continuacién en este documento

La expresiédn “cantidad eficaz” significa la cantadad
de antibiético beta-lactdmico que, cuando se administra
sola, o en combinacién con un profédrmaco de la presente
invencién que previene la aparicién de, alivia los sintomas

de, detiene la progresién de o elimina wuna infeccaén



10

15

20

25

&

La expresién “cantidad que aumenta la eficacia”

bacteriana en un mamifero

significa la cantidad de profdrmaco que, cuando se
administra a un mamifero y que posteriormente se hidroliza
in vavo para formar el inhibidor de beta-lactamasa de la
presente invencién, aumenta la eficacia terapéutica de un
antibiético beta-lactémico coadministrado

El térmaino “mamifero” es un individuo animal que es un
miembro de la clase taxonémica Mammalia La clase Mammalia
incluye, por ejemplo, seres humanos, monos, chimpancés,
gorilas, ganado, cerdos, caballos, ovejas, perros, gatos,
ratones y ratas

En la presente invencién, el mamifero preferido es un
humano

La expresidén “farmacéuticamente aceptable” significa
que el vehiculo, el diluyente y los exclipientes deben ser
compatibles con otros aingredientes de la composicién, y no
deterioran al receptor de los mismos Las composiciones
farmacéuticas de la presente invencidédn se preparan mediante
procedimientos conocidos en la técnica usando ingredientes
bien conocidos y facilmente disponibles

Los profdrmacos de la presente invencién incluyen
dcido 4-tia-l-azabiciclo[3,2,0)heptano-2-carboxilico, 6-
(hidroximetil)-3, 3-damet1l~7-oxo0-, ~1-(benzoiloxi)metal
éster, 4,4-diéxido (2S5,5R,6R) que se describe en el Ejemplo
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3 y 4cido 4-tia-l-azabiciclo[3,2,0]heptano-2-carboxilico,
6~ (hidroximetil)-3, 3-dimet1l-7-ox0-, -1l-(benzoiloxi)et1l
éster, 4,4-diéxido (2S,5R,6R) que se describe en el Ejemplo
4

Los profidrmacos de la presente invencién, como se
describen adicionalmente en el Ejemplo 7, son estables en
el tracto GI superior, después de la absorcibn, se
hidrolizan faAcilmente in wvavo para formar la sulfona del
Adcido 6-P-hidroximetilpeniciléinico (en lo sucesivo conocida
como “6-p-HMPAS”) que es un inhibidor de beta-lactamasa que
aumenta la eficacia de antibaéticos beta-lactamicos contra
bacterias productoras de beta-lactamasa Esta inhibicién de
beta-lactamasa conserva la potencia antibacteriana de un
antibiébtico beta-lactémico cocadministrado contra las cepas
de beta-lactamasa (+)

Como los profarmacos de la presente invencidn se
hidrolizan in vivo y forman el inhlbidor de beta-lactamasa
del &cido libre 6-p-HMPAS, estos profidrmacos son ttiles en
el sentlido de que, cuando se administran a un mamifero, se
mejorard la eficacia de un antibibético beta-lactdmico
coadministrado contra 1la bacteria productora de beta-
lactamasa

Los profiarmacos de esta invencidn pueden usarse, en
una terapia de combinacién con antibiéticos beta-

lactamicos, para tratar infecciones de, por ejemplo, el

=B
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tracto respiratorio, el tracto urinario y los tejidos
blandos de los seres humanos Las composiciones de esta
invencién también pueden usarse para tratar infecciones en
otros mamiferos, tales como la mastitis en el ganado

Las 1infecciones bacterianas que pueden curarse
mediante el profarmaco, la composicién farmacéutica y el
procedimiento de la presente invencién incluyen
enfermedades respiratorias superiores incluyendc neumonia
adquirida en la comunidad (CAP), exacerbaciones agudas de
bronquitis c¢rénica (AECB) y sinusitis bacteriana aguda
(ABS), provocadas por patégenos respiratorios, tales como
Haemophilus influenzae y Moraxella catarrhalis incluyendo
los aislados resistentes a los antibadticos

Ademés, las infecciones Dbacterianas que pueden
curarse, mediante composiciones farmacéuticas de 1la
presente 1nvencién que contienen un antibadético, incluyen,
en particular, otitis pedidtraica media, sinusitis,
neumonia y exacerbaciones agudas de bronquitis en adultos
provocadas por H 1influenzae o Streptococcus pneumoniae,
incluyendo S§ pneumoniae resistente a farmacos (DRSP) tal
como S pneumoniae resistente a la penicilina

Adicicnalmente, las 1infecciones bacterianas que
pueden curarse, mediante composiciones farmacéuticas de la
presente 1nvencién que contienen un antibaiético, incluyen,

infecciones del tejido blando provocadas por E Cola,
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Klebsiella pneumoniae, Enterobacter spp y todos los deméis
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miembros de la familia Enterobacteriaceae

Otras 1infecciones dque pueden curarse, mediante
composiciones farmacéuticas de la presente invencidn gque
contienen un antibiético, incluyen aquellas provocadas por
staphylococci: susceptible a la meticilina productora de
beta-lactamasa y anaerobios productores de beta-lactamasa

Como los profidrmacos de 1la presente 1invencién
contienen mids de un centro quaral, éstos existen en
diferentes formas diastereoméricas épticamente activas
Mis especificamente, los profarmacos preferidos de 1la
presente invencidén contienen un centro quiral en la
localizacién l-etilo La presente invencién incluye ambos
diasteredémeros 1R Y 1s del acido 4-tia-1-
azabiciclo[3,2,0]heptanoc-2-carboxilico, 6- (hidroximetil) -
3,3-dimetil-7-oxo-, -1l-(benzoiloxi)etil éster, 4,4-didéxido
(25,5R, 6R) y también incluye mezclas de estos
diasterebmeros, tales como mezclas racémicas Estas formas
diastereoméricas, una mezcla de las mismas y sus sintesis
respectivas se describen adicionalmente en este documento
en los Ejemplos 4-6 mostrados mds adelante

AlGn mas preferiblemente, el profarmaco de la presente
invencién comprende el diastereémero 1R del acido 4-tia-1-
azabiciclo(3,2,0]-heptano-2-carboxilico, 6-(hidroximetil)-

3,3-dimet1l-7-ox0-, -1l-(benzoiloxi)etil éster, 4,4-dibéxido



10

15

20

25

11

(28,5R, 6R) como se describe en el Ejemplo 5

Los profarmacos de 1la presente invencién pueden
mostrar polimorfismo Los polimorfos de los profarmacos
forman parte de esta ainvencién y pueden prepararse
mediante la craistalizacién de un profadrmaco de la presente
invencién en diferentes condiciones Por ejemplo, usando
diferentes disolventes o diferentes mezclas de disolventes
para la recristalizacibdn, cristalizacién a diferentes
temperaturas, diversos modos de refrigeracidén que varian
de una refrigeracién muy raépida a muy lenta durante la
cristalizacién Los polimorfos también pueden obtenerse
calentando o fundiendo de un profarmaco seguido de
refrigeracién gradual o rédpida La presencia de polimorfos
puede determinarse mediante espectroscopia de rmn de
prueba sélida, espectroscopia ir, calorimetria de
exploraciédn diferencial, difraccidén de rayos X en polvo u
otras técnicas parecidas

Los profarmacos de la presente invencién también
pueden existir en forma de solvatos, por ejemplo,
hidratos La presente invencién incluye cada solvato y
mezclas de los mismos

Para un profarmaco, la cantidad minima de profarmaco
administrada es aquella cantidad que aumentarid la eficacia
de un antibidético beta-lactamico coadministrado La

cantidad méxima de profidrmaco administrada es aquella
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cantidad que, sola o en combinacién con el antibiético
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beta-lactamico, es toxicolégicamente aceptable

Tipicamente, para los adultos y niflos que pesan al
menos 40 kg, la cantidad de dosificacidén diaria del
profarmaco estd comprendida entre aproximadamente 200 mg y
aproximadamente 1 g o mds Para los nifios que pesan menos
de 40 kg, la cantidad de dosificaciétn diaria del
profarmaco estd comprendida entre 7 mg/kg/dia y
aproximadamente 20 mg/kg/dia o mas Sin embargo, estas
cifras sdélo son 1lustrativas y, en algunos casos, puede
ser necesario usar dosificaciones fuera de estos limites

Una dosificacidén diaria del profdrmaco de la presente
invencién puede administrarse de 1 a 4 veces al dia en
dosis iguales

En el tratamiento de una infeccidén bacteriana, un
profarmaco de la presente invencidén se coadministra con un
antibiético beta-lactamico El profarmaco y el antibiético
beta-lactémico pueden administrarse simultédneamente o
secuencialmente Ademds, el profidrmaco y el antibiético
pueden estar contenidos en composiciones farmacéuticas
separadas o en una Unica composicidn farmacéutica

Los antibiéticos beta-lactamicos tipicos, con los que
se coadministra el profarmaco de la presente invencién,
son antibidticos beta-lactamicos que son sensibles a la

degradacién e 1lnactaivacién enzimatica por diversas enzimas
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beta-lactamasa Los ejemplos de tales antibidticos
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sensibles a beta-lactamasa incluyen, pero sin limitacaidn,
penicilinas tales como penicilinas naturales, amoxicilina
y ampicilina, cefalosporinas tales como cefadroxila,
cefazolina, cefalexina, cefalotina, cefapirina, cefradina,
cefaclor, cefamandol, cefonicid, ceforanida, cefprozil,
cefuroxima, cefdainir, cefoperazona, cefotaxima,
cefpodoxima, ceftazidima, ceftibuteno, ceftizoxima,
ceftriaxona y cefepaima, y monobactamas tales como
aztreonam

Tipicamente, cuando se contienen conjuntamente en una
composicién farmacéutica, 1la relacién en peso entre
antibidético beta-lactdmico Yy el profarmaco esté
comprendido entre aproximadamente 15 1 y aproximadamente
11

Preferiblemente, un profarmaco de la presente
invencién se coadministra con amoxicilina AGn mas
preferiblemente, la amoxicilina se coadministra con el
profarmaco(1lR)-1-({benzoiloxi)etiléster del acido 4,4~
didéxido-(2S, 5R, 6R) -6- (hidroximetil)-3, 3-dimetil-7-oxo-4tia~-
l-azabiciclo [3,2,0]heptano-2-carboxilico

El término “amoxicilina” como sSe wusa en este
documento significa amoxicilina o una sal alcalina o
hidrato de la misma tal como, en particular, trihidrato de

amoxicilina o amoxicilina sédica (cristalizada) A menos
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que se indique otra cosa, los pesos de amoxicilina se
refieren al peso equivalente del correspondiente &acido
libre Ademas, se apreciara que en la practica, los pesos
de amoxicilina gue se van a incorporar en una formulacién
se ajustardn adicionalmente, de acuerdo con la préictica
convencional, para tener en cuenta la potencia de 1la
amoxicilana

Tipicamente, una cantldad eficaz de amoxicilina, para
adultos y nifios que pesan al menos 40 kg, es un navel de
dosificacién diaria de aproximadamente 250 mg a
aproximadamente 5 g Para los nifios que pesan menos de 40
kg, una cantidad que aumenta la eficacia de la amoxicilina
es un nivel de dosificacién diaria de aproximadamente 20
mg/kg/dia a aproximadamente 150 mg/kg/dia Sin embargo,
estas cifras sélo son 1lustrataivas y, en algunos casos,
puede ser necesario usar dosificaciones fuera de estos
limites

Una dosificacidén diaria de amoxicilina puede
administrarse de 1 a 4 veces al dia en dosis iguales en
forma de composiciones de liberaciédn inmediata, modificada
o retrasada (o lenta) Se describen formulaciones de
composiciones farmacéuticas de liberacién inmediata,
modificada y retrasada (lenta) que contienen amoxicilina,
que son adecuadas para las composiciones farmacéuticas de

la presente invencidén, y la preparaciédn de las mismas, en
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las Patentes de Estados Unidos N° 4 537 B87, expedida a
Rooke y col , 6 051 255, expedida a Conley y col ,
6 218 380, expedida a Cole y col , 6 051 255, expedida a
Conley y col , Solicitud de Patente de Estados Unidos con
Namero de Serie 09/911 905, de Conley y col , y la
Solicitud Internacional Numero PCT/IB01/01899, de Conley y
col Las enseflanzas de las Patentes de Estados Unidos N°
4 537 887, 6 051 255, 6 218 380, 6 051 255, el documento
USSN 097011 905 y 1la Solicitud Internacional Namero
PCT/IB01/01899 se aincerporan en este documento, en su
totalidad, como referencia

En estas composiciones, la cantidad exacta de
profdrmaco y amoxicilina dependera hasta cierto punto del
microorganismo que se esté tratando

Como apreciard un especlalista en la técnica, algunos
de los compuestos beta-lactimicos son eficaces cuando se
administran por via oral o parenteral, mientras que otros
sblo son eficaces <cuando se administran por via
parenteral Cuando un profédrmaco de la presente invencién
se combina con un antibidtico beta-lactémico administrado
por via parenteral, un agente farmacéutico adecuado que
s6lo es eficaz en administracién parenteral, se empleara
una formulacién de combinacidn adecuada  para uso
parenteral Cuando el profadrmaco se va a combinar con un

antibiético beta-lactimico que es eficaz por via oral o
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parenteral, pueden prepararse combinaciones adecuadas para

16

la administracién oral o parenteral Adicionalmente, es
posible administrar preparaciones del profdrmaco por via
oral, mientras al mismo tiempo se administra un
antibiético beta-lactémico adicional parenteralmente, vy
también es posible administrar preparaciones del
profarmaco por via parenteral mientras al mismo tiempo se
administra el antibaético beta-lactamico adicional por via
oral

Una composicién farmacéutica de la presente invenciédn
comprende un profidrmaco de la presente invencién y al
menos un excipiente, vehiculo (o} diluyente
farmacéuticamente aceptable

Opcionalmente, la composicidédn farmacéutica comprende
adicionalmente un antibidtico beta-lactdmico Se prefiere
que el antibiético sea amoxacilina También se prefiere
que el profdrmaco sea &cido(lR)-1-(benzolloxi)etiléster del
dcldo 4,4-didxado-(2S,5R, 6R)-6-{hidroximetil)}-3,3-dimet1l-
7-oxo-4tia-1-azabiciclo [3,2,0]heptano-2-carboxilico Se
prefiere atin mds que la composicidén farmacéutica
comprenda (1R)-1-(benzoiloxi)etiléster del acido 4,4-
daéxido- (28, 5R, 6R)-6- (hidroximetil) -3, 3-dimetil-7-oxo-4tia-
l-azabiciclo [3,2,0]heptano-2-carboxilico, amoxicilina y al
menos un vehiculo farmacéuticamente aceptable

Los ejemplos de excipientes, diluyentes y vehicules
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que son adecuados para tales composiciones farmacéuticas
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incluyen cargas Yy diluyentes tales como almidén,
azdcares, manitol y derivados silicicos, aglutinantes
tales como carboximetilcelulosa y otros derivados de
celulosa, alginatos, gelatina y polivinil pairrolidona,
agentes humectantes tales como glicerol, agentes
disgregantes tales como agar agar, carbonato calcico y
bicarbonato sédico, agentes para retardar la disolucién
tales como parafina, aceleradores de la reabsorcidédn tales
como compuestos de amonio cuaternarios, agentes
tensioactivos tales como alcchol cetilico, monoestearato
de glicerol, vehiculos adsorbentes tales como caolin y
bentonita, y lubricantes tales como talco, estereato de
calcio y de magnesio y polietilenglicoles sélidos Las
formulaciones pueden incluir adicionalmente agentes
lubricantes tales como talco, estereato de magnesio Yy
aceite mineral, agentes humectantes, agentes emulsionantes
y de suspensién, agentes conservantes tales como metil- y
propilhidroxibenzoatos, agentes edulcorantes, y agentes
aromatizantes

En la preparacidédn de una composicién farmacéutica de
la presente 1invencién, el profdrmaco y el antibibdtico
beta-lactdmico opcional normalmente se mezclan con un
excipiente, se diluyen por un exciplente o se incluyen en

un vehiculo que puede estar en forma de cépsula, sello u
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otro recipiente Cuando el excipiente sirve como
diluyente, éste puede ser un material sélido, semi-sdlido
o liquido que actia como un vehiculo, excipiente o medio
para el ingrediente activo

La composicién farmacéutica puede administrarse por
via oral o parenteral, es decir, por via intramuscular,
subcutédnea, intravenosa o intraperatoneal El1 vehiculo,
excipiente o diluyente se selecciona en funcién del modo
de administracién deseado Por ejemplo, cuando se
considera el modo oral de adminaistracién, una composicién
farmacéutica de esta 1invencién puede usarse en forma de
comprimidos incluyendo comprimidos masticables, cépsulas,
grageas, trociscos, polvos, Jarabes, elaxires, soluciones
y suspensiones acuosas Yy sSimilares, de acuerdo con la
practica farmacéutica convencional La relacién
proporcional entre el ingrediente activo y el vehiculo
dependerd naturalmente de 1la naturaleza quimica, la
solubilidad y la estabilidad de los ingredientes activos
asi como de la dosificacibébn contemplada Sin embargo, las
composiciones farmacéuticas que contienen un antibiético
beta-lactimico y un profarmaco de la presente invencién
contendrdn preferiblemente de aproximadamente el 20% a
aproximadamente el 95% de los ingredientes activos En el
caso de los comprimidos para el uso oral, los vehiculos

gue Se usan cominmente incluyen lactosa, citrato sédico y
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compraimidos diversos disgregantes tales como almidén, y
agentes lubricantes tales como estereato de magnesio,
lauril sulfato sédico y talco Para la administracidén oral
en forma de céapsula, son diluyentes uGtlles lactosa vy
polietilenglicoles de alto seso molecular Cuando se
requieren soluciones o suspensiones acuosas para uso oral,
el ingrediente activo puede combinarse con agentes
emulsionantes y de suspensién S1i se desea, pueden
afiadirse clrertos agentes edulcorantes y/o aromatizantes
Para la administracién parenteral, normalmente se preparan
soluciones estériles de los ingredientes activos, y el pH
de las soluciones se ajusta y se tampona adecuadamente
Para el uso intravenoso, debe controlarse la concentracién
total de solutos para conseguir la preparacidédn 1sotédnica

Las formulaciones de la invencidn pueden prepararse
en formas de dosificacién sélida para la administracidn
oral mediante un procedimiento convencional para la
técnica de la tecnologia farmacéutica, por ejemplo,
comprimidos o© productos en polvo © granulares para la
reconstitucién en una suspensién o solucidn

Se describen ingredientes adecuados y procedimientos
adecuados para fabricar tales comprimidos en, por ejemplo,

las Solicaitudes Internacionales WO 92/19227 y WO 95/28927,

cuyas enseflanzas se 1ncorporan en este documento, en su
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formulaciones en polvo o© granulares, tales como las
formulaciones de suspensién pediadtrica, usando técnicas
que Son generalmente convencionales en el campo de 1la
fabricacién de formulaciones farmacéuticas y en 1la
fabricacién de formulaciones secas para la reconstitucidédn
en tales suspensiones Por ejemplo, una técnica adecuada
es aquella que mezcla ingredientes en polvo o granulados
secos para rellenar en un recipiente adecuado

Para la dosificacidédn pedidtrica, las formulaciones de
Ja invencién se preparan preferiblemente en una
formulacién de jarabe acuosa edulcorada de la formulacidn
generalmente convencional (excepto para su nueva relacibn
amoxicilina profdrmaco y su uso deseado) que contiene un
peso adecuado de la amoxicilina y del profarmaco en un
volumen de dosis unitaria, por ejempleo, 5 ml 6 2,5 ml
preferiblemente como un jarabe Por 1lo tanto, la
formulacién pediatrica puede comprender un volumen de una
solucién o suspensién, por ejemplo, un jarabe, o gréanulos
o polvo que puede prepararse en una solucldén o suspensién
tal, a una concentracién de solucidén o suspensién que
contiene tal dosis en tal volumen Tales formulaciones
adecuadas se describen en la solicitud Internaciocnal N°® PCT
EP96/01881 (SmithKline Beecham) Normalmente, la

formulacidn de esta 1invencldén, ademids de sus materiales
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excipientes que son convencionales en el campo de las
formulaciones para la dosificacidén oral y que se usan en
porciones generalmente convencionales y a tamafios y grados
de particula generalmente convencionales, etc

En el caso de las suspensiones orales pediatraicas,
estos excipientes pueden comprender  adyuvantes de
suspensién, deslizantes (para ayudar en 1la carga),
diluyentes, agentes de carga, aromatizantes, edulcorantes
y estabilizantes

Los excipirentes adecuados para el usc incluyen goma
xantana (adyuvante de suspensién), silice coloidal
(deslizante), &cido succinico (estabilizante), aspartamo
(edulcorante), hidroxipropilmetilcelulosa (adyuvante de
suspensién) y didéxido de silicio (diluyente para el
profdrmaco y agente de carga) Los aromatizantes pueden
comprender aromas comunes tales como chicle, naranja,
platano, frambuesa, uva y miel de cafla, o mezclas de los
mismos, para satisfacer reguerimientos locales

La composiciédn farmacéutica de la presente invencién
puede proporcionarse, por ejemplo, en cantidades adecuadas
que comprenden formas de dosificacién unitarias sélidas
para la administracién de tal dosis diaria Por ejemplo,
una forma de dosificacién unitaria puede ser comprimidos o

sellos que contienen grénulos o polvos para la
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veces diarias Como alternativa, una dosis unitaria puede
proporcionarse como un volumen de sdélido o solucién o
suspensién, por ejemplo, como un Jarabe para la
administracidédn pediitrica, Jjunto con un dispositivo de
medida adecuado de un tipo conocido para facilitar 1la
administracién de una cantidad de dosis unitaria adecuada
de la formulacién Una cantidad de dosis unitaria adecuada
es aquélla que permite la administracién de la cantidad de
dosificaciébn diaria mencionada anteriormente dividida en
1-4 dosis

Otra realizacién de esta invenclén es un kit, para
conseguir un efecto terapéutico antibacteriano en un
mamifero, que comprende (1) una composicién farmacéutica,
que comprende un profdrmaco de la presente invencién y,
opciocnalmente, un antibibético beta-lactamico, y (2)
directrices para la administracién de 1l1la composicién
farmacéutica de una manera tal para conseguir el efecto
terapéutico deseado

La presente invencién se 1lustrard adicionalmente por
medio de los siguientes ejemplos Sin embargo, debe
entenderse que la invencién no se limita a los detalles
descritos en este documento

Ejemplo 1

Preparacién y Separacidn Enantiomérica del l-cloro-etil
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éster del 4cido (R/S)-benzoico
L
Cl (o)

El 1l-cloro—-etil éster del A&acido (R/S)-benzoico,

mostrado anteriormente, se prepara como se indica a
continuacidn

A una solucién agitada de 122 g (862 mmol) de cloruro
de benzoilo (Aldrich) en una atmésfera de nitrédgeno en un
matraz de fondo redondo de 3 bocas se le afiadieron 2,35 g
(17,2 mmol) de clorurc de cinc anhidro (Aldraich) La
mezcla de reaccid4n se agitdé durante 15 minutos a
temperatura ambiente y después se enfridé a -15°C usando un
bafic de etilenglicol/CO2 A esta mezcla se le afadieron
lentamente 37,9 g (862 mmol) de acetaldehido (Aldrich)
mientras se mantenia la temperatura interna por debajo de
0°C Después de que se completase la adicién, la mezcla de
reaccién se dejdé calentar a temperatura ambiente S
afiladieron 400 ml de agua y 400 ml de CH:Clz; y después las
capas se separaron La capa orgdnica se separdé y se lavd
con NaHCO; saturado, agua y salmuera, se secd sobre MgSO,
se filtrd y se concentrdé al vacio La cromatografia sobre
gel de silice eluyendo con acetato de etilo al

1,75%/hexanos al 98,25% produjo 55,4 g de un aceite
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amarillo H RMN (CDCl;, 400 MHz) 8,08 (d, 2H, J = 17,5

24

Hz), 7,61 (t, 1H, J = 7,5 Hz), 7,47 (t, 2H, J = 7,5 Hz),
6,80 (c, 14, J = 6 Hz), 1,93 (d, 3H, J = 6 Hz)

El 1l-cloro-etil éster del 4caido (R) -benzoico,
mostrado a continuacidn, se aisldé por la separacidn quaral
del l-cloro-etil éster del acido (+/-)-benzoico usando una
columna Chiralcel OJ de 10 cm por 50 cm eluyendo con
heptano/IPA (98/2) y con un caudal de 250 ml/min El
segundo enantiémero eluido se recogié con un tiempo de

retencién de pureza analitica de 7,123 min

GH,
(o)

).

Ci

H RMN (CDC1;, 400 MHz) 8,08 (d, 2H, J = 7,5 Hz), 7,61 (t,
i1H, J = 7,5 Hz), 7,47 (t, 2H, J = 7,5 Hz), 6,80 (c, 1H, J
= 6 Hz), 1,93 (d, 3H, J = 6 Hz) [a]p = -140°C (C + 0,0315,
CHC1l,)

El 1l-cloro-etil éster del 4acado (S) ~benzoico,
mostrado a continuacién, se aislé por la separacién quiral
del l-cloro-etil éster del acido (+/-)-benzoico usando una
columna Chiralcel OJ de 10 cm por 50 cm eluyendo con
heptano/IPA (98/2) y con un caudal de 250 ml/min El
primer enantiémero eluido se recogié con un tiempo de

retencién de pureza analitica de 5,807 min



10

15

25
Ao

H RMN (CDCl,, 400 MHz) 8,08 (d, 2H, J = 7,5 Hz), 7,61 (t,
l1H, J = 7,5 Hz), 7,47 (t, 2H, J = 7,5 Hz), 6,80 (¢, 1H, J
= 6 Hz), 1,93 (d, 3H, J = 6 Hz) [a]p +130°C (C + 0,0345,
CHC1,)

Ejemplo 2
Preparaciédn de 4cido 4-tia-l-azabiciclo[3,2,0]heptano-2-

carboxilico, 6-(hidroximetil)-3,3-dimetlil-7-oxo-, 4,4-

dié6xido, sal monosédica, (25,5R, 6R)

0

o 3
orou.

El acado 4-tia-l-azabiciclo[3,2,0]heptano-2-
carboxilico, 6-(hidroximetil) -3, 3-dimetil-7-oxo0-, 4,4-
diéxido, sal monosdédica, {25,5R, 6R), mostrado
anteriormente {de ahora en adelante "“Na-HMPAS”) se prepard

mediante el siguiente proceso de cuatro etapas

Etapa 1 - Preparacién de sulfona de 6, 6-

dibromopenicilinato sédico




10

15

Se afiadidé acetato de etilo (15,8 1) a la sulfona del
dcido 6, 6-dibromopenicil-lanico (2500 g) y se calentd a
50°C Se agitaron hexancato de etilo sdédico (1044 gqg) ¥y
acetato de etilo (5,0 1) para formar una solucién y
después se afiadieron a la solucidén de sulfona del A&aciado
6, 6~dibromopenicilénico durante un periocdo de 60 minutos
La mezcla de reaccién se dejé enfriar a temperatura
ambiente y los sbélidos resultantes se granularon durante
un pericdo de 1 hora El producto se recogidé por
filtracién y se lavd con acetato de etilo, dando 2197 g
(83%) de 1la sulfona de 6,6-dibromopenicilanato sédico
P £f 186-187°C H RMN (D;) 8 1,30 (s, 3H), 1,45 (s, 3H),
4,29 (s, 1H), 5,54 (s, 1lH)

Etapa 2 - Sulfona de 6,6-dibromopenicilanato de bencilo

Br HQ,0
Brd_.r'f' 57" me
O H "cogkn

Se combinaron dimetilformamida (5,7 1) y la sulfona

de 6,6-dibromopenicilanato sédico (3820 g) y la mezcla se
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agitdé durante unos minutos hasta que los sélidos se

27

disolvieron A esta mezcla se le afiadi® bromuro de bencilo
(1400 g} durante un periodo de 1 hora La mezcla de
reaccién se agitd durante una noche a temperatura
ambiente Se afladieron agua (4,5 1) y acetato de etilo
(15,0 1) para inactivar la reaccién La fase acuosa se
lavé con acetato de etilo (2 x 600 ml) y las fases
orgidnicas combinadas se lavaron secuencialmente con una
solucién acuosa saturada de bicarbonato sédico (2 x 1 1) y
una solucién acuosa de cloruro sédico (2 x 1 1) La capa
orginica se secd sobre sulfato de magnesio y se concentré,
dando 3566 g (90%) de la sulfona de 6, 6-
dibromopenicilanato de benclilo deseada en forma de
cristales P f 146-147°C 'H RMN (CDCla) & 1,2 (s, 3H), 1,5
(s, 3H), 4,5 (s, 1H), 4,9 (s, 1H), 5,16 {(d, 1H, J = 12
Hz), 5,29 (d, 1H, J = 12 Hz), 7,35-7,40 (m, 5H)

Etapa 3 - Preparacién de sulfona de 6-B-hidroximetil-6-a-

bromopenicllanato de bencilo

BrH

o T _r

°\\

'00an

En un matraz de fondo redondo, se calenté
paraformaldehido en una atmésfera de nitrbégeno a 160-180°C

para retirar el exceso de agua En un matraz de fondo
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redondo separado se combinaron tetrahidrofurano (8,0 1) y

28

sulfona de 6,6-dibromopenicilanato de bencilo (1000 g) vy
se agitaron hasta que los sélidos se disclvieron La
solucidn se enfrid a -78°C y a la soluciédn se le aifadid
lentamente cloruro de metilmagnesio 3 M en THF (720 ml)
mientras se mantenia la temperatura por debajo de -70°C
La mezcla de reaccién se agitdé durante 1 hora En este
momento, el gas de formaldehido retirado del primer matraz
de fondo redondo se burbujed sobre la superficie de la
mezcla de reaccién enfriada usando una atmésfera de
nitrégeno Este gas de formaldehido se retiré de la mezcla
de reacciédn durante aproximadamente 6 horas mientras se
mantenian la refrigeracidén y la agitacién vigorcsa del
matraz de reacciébn frio Tras la finalizacién de la
reaccién determinada por TLC (80 20 de hexanos acetato de
etilo), la reaccidédn se 1inactivé a -78°C con una soluciédn
de Acido acético (132 ml) en THF (400 ml) La mezcla de
reaccién se dejé calentar a temperatura ambiente y después
la mezcla de reaccién se filtré a través de Supercel El
filtrado se concentr$ hasta un aceite (~1000 g) Después,
el aceite se transfir:ié a un recipiente de reaccidn grande
y se le afiadié acetato de etilo (5,0 1l)/agua (2,5 1) 1Ia
mezcla se agitd y después se separdé La capa acuosa se
lavé con acetato de etilo (2 x 500 ml) Las capas

orgidnicas combinadas se lavaron secuencialmente con acido
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clorhidrice 1 N (3,0 1), agua {3 x 3,0 1) y una solucién
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acuosa saturada de cloruro sédico (3 x 3,0 1l) La capa
orgdnica se secd con sulfato de magnesio, se filtrdé a
través de Supercel, se concentré y se almacend en un
frigorifico El aceite resultante se cromatografié a
través de gel de silice (1 Kg por 500 g de aceite
producido), y se eluyé con 9 1 de hexano/acetato de etilo
(20,0 1) para retirar las impurezas, después con 4 1 de
hexano/acetato de etilo (4,0-8,0 1) y finalmente con 3 2
de hexano/acetatoc de etilo (como necesarioc) hasta que se
retird la sulfona de 6-f-hidroximetil-6~-a-bromo-
penicilanato de bencilo Rendimiento 205,5 g (23%) P £
120-121°C 'H RMN (CDCl;) & 1,28 (s, 3H), 1,57 (s, 3H),
4,09 (d, 1H, J = 16 Hz), 4,54 (s, 1lH), 4,62 (d, 1H, J = 16
Hz), 4,82 (s, 1H), 5,18 (d, 1H, J = 16 Hz), 5,32 (d, 1H, J
= 16 Hz), 7,36-7,42 (m, 5H)

Etapa 4 - Preparacién de &cido 4-tia-1-

azabiciclo[3,2,0]heptano-2-carboxilico, 6-(hidroximetil)-

3,3-dimetil-7-oxo~, 4,4-didéxirdo, sal monosddica,

{2S,5R, 6R)

Se combinaron agua (163 ml), acetato de etilo (2000
ml), sulfona de 6é-P-hidroximetil-6-a~bromopenicilanato de
bencileo (180 g), trietilamina (90,0 g) y paladio al 5%
sobre carbono (45 g) y se hidrogenaron a 344,738 Kpa a

temperatura amblente durante aproximadamente 2 horas Una
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TLC de la mezcla de reaccién mostré que la reaccidn no se
habia completado, por lo que se afiadié mAs catalizador (15
g) y la mezcla se hidrogend durante una hora Una vez gue
la reaccién se habia completado, la reaccidédn se inactivé
con una mezcla de #acido sulfirico (112,5 g) y agua (270
ml) La mezcla de reaccidn se filtré para retirar el
catalizador y se lavé con EtOAc (450 ml) La capa acuosa
se lavé con EtOAc (3 x 750 ml) Las fases orgénicas se
combinaron y se secaron con cloruro célcico hasta un
contenido de agua menor del 1% Después, el cloruro
calcico se filtrd y el acetatec de etilo se redujo a la
mitad de su volumen Después, a la solucidn se le afiadié
de nuevo acetato de etilo reciente y el contenlido de agua
de la soluciébn fue ahora del 0,09% Se combinaron etil
hexanoato sédico (59 g) y EtOAc (450 ml) y se aifiadieron
lentamente a la fase organica a temperatura ambiente
Después, la mezcla se dejé granular durante un periodo de
30 a 45 minutos lLos sélidos resultantes se filtraron, se
lavaron con EtOAc (500 ml) y se secaron, dando 79,0 g
(66%) de sulfona de 6-Pf-hidroximetilpenicilanato sédico
Los sélidos se purificaron adicionalmente mediante una
recristalizacién en 2-propanol/agua P f 246-245°C !H RMN
(D;) & 1,23 (s, 3H), 1,39 (s, 3H), 3,82-3,89 (m, 1H), 3,97-
4,10 (m, 3H), 4,85 (s, 1H)

Etapa Alternativa 4 - Preparacidén de Acido 4-tia-1-
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azabiciclo[3,2,0]heptano-2-carboxilico, 6-(hidroximetil)-
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3,3-dimetil-7-oxo~, 4,4-diéxido, sal monosbdbdica,

(2S5, 5R, 6R)

La sulfona de 6-B-hidroximetil-6é-a-bromopenicilanato
de bencilo (1143 g) se puso en un recipiente de reaccién
grande Se afladiercn benceno (6,21 1) e hidruro de
tributilestafio (770 ml) y la mezcla de reaccidén se calentd
a la temperatura de reflujo durante 2-3 horas La reaccién
se controlé por TLC, disolvente = 1 1 de hexano/acetato de
etilo

Tras la finalizacién de la reaccidn, la mezcla se
concentré hasta un aceite para retirar el benceno El1
acelte se lavdé con hexano a temperatura ambliente, hasta
que todos 1los subproductos residuales de estaflo se
retiraron El material se calentd de nuevo a reflujo, se
afladié acetato de etilo (EtOAc) para transferir el
material a un matraz de una sola boca y se concentré El
material se lavé con hexano (3 x) y la capa del producto
se secdé a presibdn reducida

La mitad del aceite (549 g) se cromatografid sobre
gel de sailice (1 kg), con suficiente cloruro de metileno
para conseguir una solucién en aceite, eluyendo con 7 3 de
hexano/EtOAc y después con 3 2 de hexano/EtOAc Las
fracciones del producto se combinaron y se concentraron

El aceite (~540 g) se puso en un autoclave Se



10

15

20

25

L

afladieron tetrahidrofurano (1,9 1), paladio al 10% socbre
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carbono y agua (300 ml) y la mezcla de reacclédn se
hidrogené a 344,738 Kpa a una temperatura de 30°C durante
aproximadamente 1 hora Tras la finalizacién de la
reaccidn, la mezcla de reaccidén se f£filtrdé a través de
celite para retirar el catalizador

El filtrado se concentré y se diluyd con EtOAc (3,0
1) La capa acuosa se lavdé con EtOAc (1,0 1) Las capas
organicas combinadas se secaron con cloruro calcico y se
concentraron a la mitad del volumen Se afiadié6 EtOAc (2,5
l) seguido gota a gota de una solucidén de etil hexanoato
sédico (SEH, 250 g) y EtOAc (1,05 1) Los sélidos
resultantes se retiraron por filtraciédn y se secaron en
una estufa de vacio

A los sélidos resultantes se les afadié agua (6-800
ml) y el pH se ajusté entre 0,5 y 1,0 con Acido sulfidrico
4 M El producto se extrajo con EtOAc (5 x 1,0 1) Las
fases orgdnicas combinadas se secaron con cloruro célcico
y se filtraron a través de un filtro de centelleo El
filtrado se redujo a la mitad del volumen y se afiadidé una
solucadén de SEH (115,3 g) y EtOAc (500 ml) La mezcla se
dejé granular Los sélidos resultantes se filtraron y se
lavaron con EtOAc, dando el producto deseado

Ejemplo 3
Profarmaco 1 A&acido 4-tia-l-azabiciclo[3,2,0]heptano-2-
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carboxilico, 6-{hidroximetil)-3,3-dimeti1l-7-ox0-,

(benzoiloxi)metil éster, 4,4-didéxido (2S,5R, 6R)

HO” ):rsq‘ =0
5 N~)<
7~0"" 0

()

El profarmaco 1, mostrado anteriormente, se preparéd
como se i1ndica a continuacién

A una sclucién agitada de 3,13 g (18,4 mmol) de
benzoatoe de clorometilo (Narchem) en 200 ml de acetona se
le afiadieron 13,8 g (92,1 mmol) de yoduro sdédico
(Aldrich) La mezcla resultante se agité a temperatura
ambiente durante una noche A esta solucaibn se le
afiadieron 3,5 g (12,3 mmol) de dcido i-tia-1-
azabiciclo[3,2,0] heptano-2-carboxilico, 6-(hadroximetil) -
3,3-dimet1l-7-ox0-, 4,4-dirbéx1do, sal monosédica,
(25, 5R, 6R) La mezcla de reaccibn se agitd durante una
noche a temperatura ambiente Después, la mezcla de
reaccién se concentrd al vacio Posteriormente, se
afiadieron 200 ml de agua y 200 ml de acetato de etilo y la
capa organica se separd y se lavdé con salmuera, se secd
sobre NasS0, se filtré y se concentrdé al vacio La
cromatografia sobre gel de silice eluyendo con 1 1 de

acetato de etilo/hexanos produjo 8,62 g de un aceite El
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aceite después se recristalizé en acetato de
etilo/hexanos, produciendo 5,5 g de un sélido cristalino
Las aguas madre todavia convenian el compuesto deseado
Punto de fusién = 102°C 'H RMN (DMSO) 7,97 (d, 2H, J =

5 7,5 Rz), 7,70 (¢, 14, J = 7,5 HZz), 7,56 (t, 2H, J = 7,5
Hz), 6,12 (d, 1H, J = 6 Hz), 5,99 (d, 1H, J = 6 Hz), 5,19
(d, 1H, J = 5 Hz), 5,17 (m, OH), 4,62 (s, 1H), 4,20 (m,
1H), 4,03 (m, 1H), 3,73 (m, 1H), 1,41 (s, 3H), 1,28 (s,
3H)

10 Ejemplo 4
Profdrmaco 2 Acido 4-tia-l-azabiciclo[3,2,0]heptano-2-

carboxilico, 6-(hidroximetil)-3,3-dimetil-7-oxo,-1-

(benciloxi)etil éster, 4,4-diéxido (2S5,5R, 6R)

P
gP=v'qh

/’ o
0
o

15 El profarmaco 2, mostrado anteriormente, se preparéd
como se i1ndica a continuacidn

A una solucién agitada de 2,5 g (8,77 mmol) de acaido

4-tia-l-azabiciclo[3,2,0] heptano-2-carboxilico, 6-

(hidroxi-metil)-3, 3-dimetil-7-oxo-, 4, 4-diéxado, sal

20 monosddica, (25,5R,6R) en 20 ml de DMF se le afladieron 2,1

g (11,4 mmol) de 1l-cloro-etil éster del 4&cido (+/-)~
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benzoico Después, la mezcla resultante se calenté a 35°C
durante 3 dias Se afiadieron 40 ml de agua y 100 ml de
acetato de etilo y las capas se separaron La capa acuosa
se extrajo con acetato de etilo Las capas orgéanicas
combinadas se lavaron c¢on agua Y Salmuera, se secaron
sobre Na;SO,, se filtraron y se concentraron al vacio La
cromatografia sobre gel de silice eluyendo con 1 1 de
acetato de etilo al 20%/hexanos al B80% seguido de 1 1 de
1l 1 de acetato de etilo/hexanos produjo 1,2 g de un aceite
que se recraistalizdé4 usando acetato de etilo/hexanos,
produciendo 1 g de un sélido craistalino blanco {mezcla de
2 diastereémeros) Punto de fusién = 133-135°C 'H RMN (d-
DMSQO, 400 MHz) 7,96 (d, 2H, J = 7,5 Hz), 7,71 (t, 1H, J =
7,5 Hz), 7,55 (t, 24, T = 7,5 H), 7,07 (¢, O,5H, T = 5,4
Hz), 7,03 (c, O,5H, J = 5,4 Hz), 5,19 (d, 1H, J = 5 Hz),
5,15 {(m, OH), 4,54 (s, O,5H), 4,53 (s, 0,5H), 4,1% (m,
14H), 4,01 (m, 1H), 3,73 (m, 1H), 1,62 (d, 1,5H, J = 5,4
Hz), 1,61 (d, 1,5H, J = 5,4 Hz), 1,44 (s, 1,5H), 1,38 (m,
4, 5H)

Ejemplo 5
Profdrmaco 3 Acido 4-tia-l-azabiciclo[3,2,0]heptano-2-

carboxilico, 6-(hidroximetil)-3,3-dimetil-7-oxo-, (1lR)-1-

(benzoiloxi)etil éster, 4,4-dibéxido (25,5R,6R)
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El profadrmaco 3, mostrado anteriormente, se preparéd
mediante el procedimiento del Ejemplo 4 por sustituciédn de
l-cloro-etil éster del &cido (S)-benzoico y calentando
tinicamente a 30°C Punto de fusién = 154°C 'H RMN (d-DMSO,
400 MHz) 7,96 (4, J = 7,5 Hz, 2H), 7,71 (t, 0 = 7,5 Hz,
i), 7,55 (¢, J = 7,5 Hz, 2H), 7,03 (c, J = 5,4 Hz, 1H),
5,19 (d, J = 5 Hz, 1H), 5,15 (m, OH), 4,53 (s, 1lH), 4,18
(m, 1H), 4,02 (m, 1H), 3,72 (m, 1H), 1,61 (d, J = 5,4 Hz,
3H), 1,39 (s, 3H), 1,37 (s, 3H}) ({(alp = +119 (c = 0,0121,
CHC13)

El profirmaco 3 también se prepard mediante la
siguiente ruta alternataiva Se combinaron 52,03 g (182,4
mmol) de dcado 4-ti1a-l-azabiciclo[3,2,0]heptano-2-
carboxilico, 6-(hidroximetil) -3, 3-dimetil-7-oxo-, 4,4-
diéxaido, sal monoséddica, (2S5,5R,6R), 61,50 g (181,1 mmol)
de hidrogenosulfato de tetrabutilamonioc y 15,44 g (183,2
mmol) de hidrogenocarbonato sdédico a 20°C A esto se le
afladieron 400 ml de diclorometano mientras se mantenia una

temperatura de 20°C Después se afiadieron 100 ml de agua
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La mezcla resultante se agité a 20°C durante 30 minutos
La capa organica se separd y se secd sobre sulfato sédico,
se filtré y se concentrd al vacio Al residuo resultante
se le afiadieron 169,4 g (917,6 mmol) de l-cloro-etil éster
5 del A&cido (S)-benzoico sequido de 160 ml de acetona
Después, la solucién resultante se agitd durante 3 dias a
temperatura ambiente La reaccidén se concentré al vacio y
se cromatografibé sobre gel de silice usando acetato de
etilo al 40-50%/hexanos como eluyente El producto
10 resultante se cristalizé en etanol seguido de
recristalizacién en acetato de etilo/hexanos La
failtracién y el secado al vacio produjeron 85,9 g de
producto cristalino blanco
Ejemplo 6

15 Profdrmaco 4 A4cido 4-tia-l-azabiciclo[3,2,0]heptano—-2-

carboxilico, 6-(hidroximetil)-3,3-dimetll-7-oxo-, (1S)-1-

(benzoiloxi)et1il éster, 4,4-dié6xido (2S,5R, 6R)

"o Q.0
): CH,

0 A

o
OI‘O

El profarmaco 4, mostrado anteriormente, se preparéd
20 mediante el procedimiento del Ejemplc 4 por sustitucién de

l-cloro-etil éster del A&cido (R)-benzoico y calentando
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finicamente a 30°C !H RMN (d-DMSO, 400 MHz) 7,96 (d, 2H, J
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= 7,5 Hz), 7,71 (¢, 1H, J = 1,5 Hz), 7,55 (t, 2H, J = 7,5
Hz), 7,07 (¢, 1H, JO0 = 5,4 Hz), 5,19 (d, 1R, J = 5 Hz),
5,15 (m, OH), 4,54 (s, 1H), 4,18 (m, 1H), 4,01 {m, 1H),
5 3,72 (m, 1H), 1,62 (d, 3H, J = 5,4 Hz), 1,44 (s, 3H), 1,35
(s, 3H) MS (m/z) 410 (M" - 1, 100)
Ejemplo 7

Preparaci6én de Acidos Carbénicos para Saintetizar

Profdrmacos de Comparacién del Acido 4-tia-1l-

10 azabiciclo[3,2,0lheptano-2-carboxilico, 6-(hidroximetil)-

3,3-dimet1l-7-ox0-, 4,4-diéxido (2S5,5R, 6R)

A

El éster 1sopropilico del éster clorometilico del

&cido carbdénico, mostrado anteriormente, se preparé como

15 se indica a continuacién A una solucibdn agitada de 10
gramos (75,2 mmol) de cloroformiato de clorometilo (Fluka)
en 100 ml de diclorometano 0°C se le afiadieron 5,8 ml (76
mmol) de alcohol isopropilico seguido de 11,93 g (97,8
mmol) de aminopiridina de dimetilo (Fluka) Después, la

20 mezcla de reaccidn resultante se dejdé calentar a
temperatura ambiente y se agité durante una noche La
mezcla de reacciédn después se diluyd con agua Después,
las capas se separaron La capa orgénica se lavdé con

salmuera, se secd sobre MgSO4, se filtrdé y se concentré al
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vacio, produciendo 6 gramos de un aceite transparente
Después, el aceite se usé en las siguientes etapas tal
cual !H RMN (CDCl;, 400 MHz) 5,72 (s, 2H), 4,95 (m, 1H, J
= 6,2 Hz), 1,33 (d, 6H, J = 6,2 Hz)

Nota Los mejores rendimientos se consiguen cuando se usan

unicamente 1,05 equivalentes de aminopiridina de dimetilo.

A

El éster isopropilico del l-cloro-etil éster del
dcido (+/-)-carbénico se preparé de forma andloga al éster
isopropilico del éster clorometilico del &cido carbénico
por sustitucién de cloroformiato de cloroetilo (Fluka) 1
RMN (CDCly, 400 MHz) 6,41 (c, 1H, J = 5,8 Hz), 4,94 (m,
1H, J = 6,2 Hz), 1,81 (d, 3H, J = 5,8 Hz), 1,32 (m, 6&H)

A

El éster propilicc del l-cloro-etil éster del Aciado
(+/-)~carbénico se prepard de una forma anédloga al éster
1sopropilico del éster clorometilico del &cido carbénico
por sustitucién de propanol (Aldrich) 'H RMN (CDCl;, 400
MHz) 6,41 (¢, 1H, J = 5,8 Hz), 4,17 (m, 2H), 1,81 (d, 3H,
J=5,8 Hz), 1,71 (m, 2H), 0,96 (m, 3H)
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El l-cloro-etil éster del éster butilico del acido
(+/-)-carbbnico se preparé de una forma andloga al éster
isopropilico del éster clorometilico del &cido carbénico
por sustitucién de n-butanol (Aldrich) 3H RMN (CDCl;, 400

MHz) 6,41 (¢, 1H, J = 5,8 Hz), 4,20 (m, 2H), 1,81 (d, 3H,
J=5,8 Hz), 1,67 (m, 2H), 1,41 (m, 2H), 0,93 (m, 3H)

P

El éster propilico del éster clorometilico del &cido
carbénico se preparé de una forma andloga al éster
1sopropilico del éster clorometilico del acido carbénico
por sustitucién de propanocl (Aldrich) !H RMN (CDCli, 400
MHz) 5,72 (s, 2H), 4,18 (t, 2H, J = 6,6 Hz), 1,71 (m,
2H), 0,97 (t, 3H, J = 17,5 Hz)

P

El éster clorometilico del éster butilico del Acado
carbénico se prepardé de una forma andloga al éster
1sopropilico del éster clorometilico del &cido carbdnico

por sustitucién de n-butanol (Aldrich) H RMN (CDCl;, 400
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MHz) 5,72 (s, 2H), 4,23 (t, 2H, J = 6,6 Hz), 1,70 {m,
2H), 1,41 (m, 2H), 0,94 (t, 3H, J = 7,5 Hz)

La -(+/-)-5-bromo-5H-furan-2-ona se prepar® de una

5 forma andloga a la descrita en Tett Lett 22, 34, 1981,

3269-3272

XA

El l-cloro-l-metil-etil éster del acido acético se

prepardé como en Neuenschwander y col , Helvetica Chimica

10 1978, 61 2047-2058

NP N

El éster etilico del éster clorometilico del acido

carbénico se prepardé de una forma andloga al éster

1sopropilico del éster clorometilico del Acido carbénico

15 por sustitucién de etanol H RMN (CDCls;, 400 MHz) 5,72

(s, 2H), 4,28 (¢, 2H, J = 17,1 Hz), 1,34 (t, 3H, I = 17,1
Hz)
Ejemplo 8
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Preparacidén de los Profédrmacos de Comparaciédn de &cido 4-

ti1a-l-azabiciclo[3,2,0]heptano-2-carboxilico, 6~

(hidroximetil)-3,3-dimetil-7-oxo-, 4,4-diéxardo (2S,5R,6R)

Los profarmacos de acido 4-tia~-1-
azabiciclo[3,2,0]heptano-2-carboxilico, 6- (hadroximetil) -
3-3-dimetil-7-oxo-, 4,3-dibéxido (2S5,5R,6R) se prepararon
para demostrar la biodisponibilidad 1nesperadamente
mejorada y las propiedades fisicas de los profarmacos de
la presente invencién De estos Profdrmacos de
Comparacién, El profadrmaco de Comparacién 1 se describe en
el Ejemplo 25 de 1la Patente de Estados Unidos N°
4 287 181 Los profarmacos de Comparacién 2-15 son
compuestos nuevos pero estan dentro del alcance del gen
descrito en la Patente de Estados Unidos N° 4.287 181

Profiarmaco de Comparacién 1

o
HO\ el
T X

/N

o)
o

O§7“N

Acido 4-tia-l-azabiciclo[3,2,0]heptano-2-carboxilico, 6-

{hidroxaimetil)-3, 3-dimetil-7-oxo-, (2,2-dimetil-1-

oxopropoxi)metil éster, 4,4-dibéxido (2S5,5R, 6R)
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A una solucién agitada de 2,5 g (8,77 mmol) de &cido
4-tia-l-azabiciclo[3,2,0])heptano-2-carboxilico, 6-
(hidroximetil) -3, 3-dimetil-7-oxo-, 4,4-diéxaido, sal
monosédica, (2S,5R,6R) en 20 ml de DMF se le afadié (11,4
mmol) pivalato de clorometilo (Aldrich) y se agatd a
temperatura ambiente durante una noche Después, la mezcla
resultante se calenté a 35°C durante 3 dias Se afiadieron
40 m]l de agua y 100 ml de acetato de etilo y las capas se
separaron La capa acuosa se extrajo con acetato de etilo
Las capas orgdnicas combinadas se lavaron con agua Yy
salmuera, se secaron sobre Na,SO,, se filtraron y se
concentraron al vacio La cromatografia sobre gel de
silice eluyendo con 1 1 de acetato de etilo al 20%/hexanos
al B80% seguido de 1 1 de 1 1 de acetato de etilo/hexanos
produjo un aceite Al aceite se le afladieron hexanos (15
ml) y la muestra se puso en el frigorifico durante 4 dias,
momento en el que precipité un sélido Después, éste se
concentrd al vaclo, produciendo 110 mg de un sélido amorfo
blanco Punto de fusién = 70-73°C 'H RMN (CDCls;, 400 MHz)
5,94 (d, 1H, J = 5,4 Hz), 5,70 (d, 1H, J = 5,4 Hz), 4,69
(d, 1H, J = 4,1 Hz), 4,48 (s, 1H), 4,30 {(m, 1H), 4,15 (m,
2H), 1,55 (s, 3H), 1,41 (s, 3H), 1,21 (s, 9H)

Comoc alternativa, este compuesto, gque también se
conoce como sulfona de 6-p-hidroximetilpenicilinato de

pivaloiloximetilo, puede prepararse como se describe en el
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Ejemplo 25 de la Patente de Estados Unidos N° 4 287 181

Profdrmaco de Comparacién 2

Ho’\_r-

J—N
o7

XX

AN

Acido 4-tia-l-azabiciclo[3,2,0]heptano-2-carboxilico, 6-

5 (hidroximetil)-3,3-dimetil-7-oxo0-,

[ (etoxicarbonil)oxijmetil éster, 4,4-d1éxido (2S,5R, 6R)

Este profdrmaco se preparé de acuerdo con el
procedimiento usado para preparar el Profirmaco de
Comparacién 1 con la excepcién de gque se sustaituyd

10 pavalato de clorometailo por éster etilico del éster
clorometilico del acido carbénico Punto de fusién (ablido
amorfo) = 103-105°C 'H RMN (MeOD, 400 MHz) 5,91 (d, 1H, J
- 5,8 Hz), 5,76 (d, 1H, J = 5,8 Hz), 4,96 (d, 1H, J = 4,6
Hz), 4,55 (s, 1H), 4,15-4,25 (m, 4H), 3,95 (m, 1H), 1,53

15 (s, 3H), 1,41 (s, 3H), 1,29 (t, 3H, J = 7,1 Hz)

Proférmaco de Comparacién 3
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Acado 4-tia-l-azabiciclo[3,2,0]heptano~2-carboxilico, 6-

{hidroximetil)-3, 3-dimetil-7-ox0-, 1,3-dihidro-3-oxo-1-

i1sobenzofuranil éster, 4,4dibéxido (2S5,5R, 6R)

Este profarmaco se preparé de acuerdo con el
procedimiento wusado para preparar el Profdrmaco de
Comparacién 1 con la excepcidén de gque se sustituyéd
pivalato de clorometilo por 3-bromo-ftalamida (Aldrich)

Tras la dilucidédn de DMF con agua, el producto deseado
precipité en forma de un sbélido amorfo y se filtré y se
secd al vacio MS (m/z) 394 (M) La RMN representa una
mezcla de diastereémeros 'H RMN (d-DMSO, 400 MHz) 7,8-8,0
(m, 4H), 7,60 (s, O,5H), 7,59 (s, O,5H), 5,23 (m, 1H),
5,16 (OH), 4,71 (s, 0,5H), 4,67 (s, 0,5H), 4,20 (m, 1H),
4,02 (m, 1H), 3,74 (m, 1H), 1,47 (s, 1,5H), 1,37 (s,
1,5H4€), 1,36 (s, 1,5H), 1,31 (s, 1,5H)

ProfArmaco de Comparacién 4
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Acido 4-tia-l1l-azabiciclo[3,2,0]lheptano-2-carboxilico, 6-

(hidroximetil)-3, 3-dimetil-7-ox0-, [[(1-

metiletoxi)carbonil]oxi]metil éster, 4,4didxido (2S5,5R, 6R)

A una solucidn agitada de (18,4 mmol) de éster
isopropilico del éster clorometilico del &cido carbdnico
en 200 ml de acetona se le afadieron 13,8 g (92,1 mmol) de
yoduro sédico (Aldrich) La mezcla resultante se agitd a
temperatura ambiente durante una noche A esta solucién se
le afladieron 3,5 g (12,3 mmel) de 4cidoe 4-tia-1-
azabiciclo[3,2,0]heptano-2-carboxilico, 6- (hidroximetil) -
3,3-dimet1l-7-o0x0, 4,4-didéxido, sal monosédica, (2S,5R,6R)
{(Documento US 4 287 181) y la mezcla de reacciédn se agitd
durante una noche a temperatura ambiente La mezcla de
reacciédn después se concentrd al vacio Se afladieron 200
ml de agua y 200 ml de acetato de etilo y la capa organica
se separd y se lavé con salmuera, se Secd sobre Na,S0,, se
filtrd y se concentré al vacio Cromatografia sobre gel de

silice eluyendo con 1 1 de acetato de etilo/hexanos El
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producto final fue un aceite rojizo MS (m/z). 378 (M) 'H
RMN (d-DMSO, 400 MHz) 5,86 (d, 1H, J = 5,8 Hz), 5,74 (d,
1H, J = 5,8 Hz), 7,20 (d, 1H, J = 5 Hz), 5,17 (m, OH),
4,82 (m, 1H), 4,60 (s, 1H), 4,20 (m, 1H), 4,03 (m, 1lH),
3,74 (m, 1H), 1,42 (s, 3H), 1,30 (s, 3H), 1,22 (d, 6H, J =
6,2 Hz)

Profdrmaco de Comparacién 5

o Qo

og.. fxm

BN

Acido 4-tia-1-azabiciclo[3,2,0]heptano-2-carboxilico, 6-

(hidroximetil)-3, 3-dimeti1l-7-oxo-, 1-[[(1-

metiletoxi)carbonil)oxi)letil éster, 4,4-dibxido (2S,35R,6R)

Este profdrmaco se prepard de acuerdo con el
procedimiento usado para preparar el Profarmaco de
Comparacién 4 con la excepcidén de que se sustituyd éster
1sopropilico del éster clorometilico del acido carbdnico
por éster isopropilico de 1l-cloro-etil éster del &cado
carbénico MS (m/z) 392 (M) La RMN es de un aceite

rojizo que es una mezcla de 2 diasterebmeros 1H RMN (d-
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DMSO, 400 MHz) 6,71 (¢, 0,5H, J = 5,4 Hz), 6,67 (c, 0,5H,
J = 5,4 Hz), 5,20 (d, 1H, J = 5 Hz), 4,79 (m, 1H), 4,51
(s, O,5H), 4,49 (s, O,5H), 4,20 (m, 1H), 4,03 (m, 1H),
3,74 {m, 1H), 1,48 {(m, 3H), 1,43 (s, 1,5H), 1,39 (s,
l,5H), 1,33 (m, 3H), 1,22 (m, 6H)

Profarmaco de Comparacién 6

HO 7

Acido 4-tia-l-azabiciclo[3,2,0)heptano-2-carboxilico, 6-

(hidroximeti1il)-3,3-dimetil-7-oxo0-, 1-

[ (propoxicarbonil)oxiletil éster, 4,4-didxido (2S,5R,6R)

Este profarmaco se preparé de acuerdo con el
procedimiento usado para preparar el Profarmaco de
Comparacién 4 con la excepciédn de que se sustituyd éster
isopropilico del éster clorometilico del 4cido carbdnico
por el éster propilico de 1l-cloro-etil éster del 4&cido
carbénico MS (m/z) 392 (M) La RMN es de un aceite

amarillo-rojizo que es una mezcla de 2 diasterebémeros 'H



10

15

49

RMN (d-DMSO, 400 MHz) 6,72 (¢, 0,5H, J = 5,4 Hz), 6,68
(¢, 0,54, J = 5,4 Hz), 5,20 (m, 1H), 4,51 (s, O,5H), 4,49
(s, 0,5H), 4,20 (m, 1H), 4,03 (m, 3H), 3,74 (m, 1H), 1,59
(m, 2H), 1,48 (m, 3H), 1,39 (s, 1,5H), 1,34 (s, 1,5H),
1,22 (m, 3H), 0,86 (m, 3H)

Profdrmaco de Comparacién 7

HO A0

Acido 4-tia-l-azabicaclo[3,2,0]heptano-2—-carboxilico, 6-—

(hidroximetil) -3, 3-dimetil-7-o0ox0-, 1l-

[ (butoxicarbonil)oxiletil éster, 4,4-didéxido (2S,5R, 6R)

Este profarmaco se prepardé de acuerdo con el
procedimiento usado para preparar el Profidrmaco de
Comparacién 4 con la excepcién de que se sustituyd éster
1sopropilico del éster clorometilico del &cido carbdnico
por 1l-cloro-etil éster del éster butilico del acado
carbénico MS (m/z) 406 (M) La RMN es de un aceite

amarillo-rojizo que es una mezcla de 2 diastereémexros |
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RMN (d-DMSO, 400 MHz). 6,72 (c, O,5H, J = 5,4 Hz), 6,68
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{(c, 0,5 Hz, J = 5,4 Hz), 5,20 (m, 1H), 4,51 (s, O,5H),
4,49 (s, O0,5H), 4,20 (m, 1H), 4,03 (m, 3H), 3,74 (m, 1lH),
1,59 {m, 2H), 1,15-1,55 (m, 11H), 0,86 {(m, 3H)

Profdrmaco de Comparacién 8

Q.0

HO g

K
N

(o)

o

Acido 4-tia-l-azabiciclo[$#2, 0] heptano-2-carboxilico, 6-

(hidroximetil)-3,3-dimetil-7-oxo—,

[ {(propoxicarbonil)oxi]metil éster, 4,4-dibdéxido (2S5, 5R,6R)

Este profdrmaco se preparé6 de acuerdo con el
procedimiento usado para preparar el éster isopropilico
El producto final fue un sélido blanco amorfo MS (m/z)
378 (M) 'H RMN (d-DMSO, 400 MHz) 5,86 (d, 1H, J = 6,2
Hz), 5,74 (d, 1H, 0 = 6,2 Hz), 5,20 (d, 1H, J = 5 Hz),
5,17 {m, OH), 4,60 (s, 1H), 4,20 (m, 1H), 4,10 (m, 2H),
4,03 (m, 1H), 3,74 (m, 1H), 1,60 (m, 2H), 1,42 (s, 3H),
1,30 (s, 3H), 0,86 (t, 3H, J = 7,5 Hz)

Proférmaco de Comparacién 9
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Acido 4-tia-l-azabiciclo[3,2,0]heptano—-2-carboxilico, 6-

{(hidroximetil)-3, 3-dimetil-7-oxo—,

[ (butoxicarbonil)oxilmetil éster, 4,4-diéxido (2S,5R,6R)

Este profdrmaco se preparé6 de acuerdo con el
procedimiento usado para preparar el Profdrmaco de
Comparacién 4 con la excepcién de que se sustituyéd éster
1sopropilico del éster clorometilico del acido carbénico
por el éster clorometilico del éster butilico del é&cido
carbénico El producto final fue un sélido blanco amorfo
MS (m/z) 392 (M) 'H RMN (d-DMSO, 400 MHz) 5,86 (d, 1H,
J = 6,2 Hz), 5,74 (d, 1H, J = 6,2 Hz), 5,20 (d, 1H, J =5
Hz), 5,17 {(m, OH), 4,60 (s, 1H), 4,20 (m, 1lH), 4,15 (m,
2H), 4,03 (m, 1H), 3,74 (m, 1H), 1,60 (m, 2H), 1,42 (s,
3H), 1,30 {(m, 2H), 1,30 (s, 3H), 0,86 (t, 3H, J = 7,5 Hz)

Profarmaco de Comparacién 10
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Acido 4-tia~l-azabiciclo[3,2,0]lheptano-2-carboxilico, 6-

(hidroximetil) -3, 3-dimetil-7-0oxo—-, 2,5-dihidro-5-oxo—-2-

furanil éster, 4,4-didxido (2S5,5R,6R)

Este profdrmaco se prepard de acuerdo c¢on el
procedimiento usado para preparar el Profarmaco de
Comparacién 4 con la excepcién de gque se sustituyd
pivalato de clorometilo por 5-bromo-5H-furan-2-ona MS
(m/z) 344 (M) La RMN es una mezcla de 2 diasteredmeros
El producto fue un sélido amorfo H RMN (d-DMSO, 400 MHz)
7,81 (m, O,5H), 7,73 (m, O,5H), 7,14 (m, O,5H), 7,10 (m,
0,5H), 6,61 (,m 1H), 5,21 (m, 1H), 5,17 (m, OH), 4,67 (s,
0,5H), 4,63 (s, O,5H), 4,20 (m, 1lH), 4,03 (m, 1H), 3,74
(m, 1H), 1,42 (s, 1,5H), 1,40 (s, 3H), 1,32 (s, 1,5H)

Profdrmaco de Comparacién 11
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HO A0

Acido 4-tia-l1l-azabiciclo[3,2,0]heptano-2-carboxilico, 6-

(hidroximetil)-3, 3-dimetil-7-oxo0-, (l-oxobutoxi)metil

éster, 4,4-dibxido (2S,5R,6R)

5 Este profdrmaco se prepardé de acuerdec con el
procedimiento usado para preparar el Profidrmaco de
Comparacién 4 con la excepcidén de que se sustituyéd
pivalato de clorometilo por Dbutirato de clorometilo
(organicos Acros) El producto fue un aceite transparente

10 MS (m/z) 362 (M) *H RMN (d-DMSO, 40 MHz) 5,86 (d, 1H, J
= 5,8 Hz), 5,74 (d, 1H, J = 5,8 Hz), 5,20 (d, 1H, J = 5
Hz), 5,17 (m, OH), 4,55 (s, 1H), 4,20 (m, 1H), 4,01 (m,
iH), 3,74 (m, 1H), 2,35 (m, 2H), 1,52 (m, 2H), 1,40 (s,
3H), 1,30 (s, 3H), 0,86 (m, 3H)

15 Profarmaco de Comparacién 12
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Acido 4-tia-l-azabiciclo[3,2,0]lheptano-2-carboxilico, 6-

(hidroximetil)-3, 3-dimetil-7-oxo-, 1,3-dihidro-3-oxo-1-

isobenzofuranil éster, 4,4-dibxido (25,5R, 6R)

Preparado por cromatografia sobre gel de silice de
275 mg del Profdrmaco de Comparacién 3 usando alcohol
1sopropilico al 5%/cloruro de metileno al 95%, produciendo
200 mg de una mezcla de diasteredmeros seguido de 70 mg de
un Unico diastereémero (mas polar) El producto fue un
sblido amorfo MS (m/z) 394 (M) la RMN representa el
diastereémerc maAs polar !H RMN (d-DMSO, 400 MHz) 7,95 (d,
1H, § = 7,5 Hz), 7,90 (m, 1H), 7,81 (d, 1H, J = 7,5 Hz),
7,77 (m, 1H), 7,60 (s, 1lH), 5,23 (d, 1H, J = 5 Hz), 5,16
(OH), 4,71 (s, 1H), 4,20 (m, 1H), 4,02 (m, 1H), 3,74 (m,
1H), 1,47 (s, 3H), 1,37 (s, 3H)

Profédrmaco de Comparacién 13
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HO N\S)<

Acido 4-tia-1-azabiciclo[3,2,0]heptano-2-carboxilico, 6-

(hidroximetil)-3, 3—-dimetil-7-oxo-, (acetiloxi)metil éster,

4,4-d16x1do (25,5R, 6R)

Este profdrmaco se prepar6 de acuerdo con el
procedimiento usado para preparar el Profarmaco de
Comparacién 1 con la excepcién de que se sgustituyd
pivalato de <clorometilo por acetato de bromometilo
(Aldrich) El1 producto final fue un aceite viscoso MS
(m/z) 33 4 (M) 'H RMN (d-DMSO, 400 MHz) 5,82 (d, 1H, J
= 6,2 Hz), 5,72 (d, 1H, J = 6,2 Hz), 5,19 (d, 1H, J = 5
Hz), 5,17 (m, OH), 4,55 (s, 1H), 4,20 (m, 1lH), 4,01 (m,
1H), 3,74 (m, 1H), 2,08 (s, 3H), 1,40 (s, 3H), 1,30 (s,
3H)

Profirmaco de Comparaciédn 14
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Acido 4-tia-l1-azabaciclo{3,2,0}heptanc-2-carboxilico, 6-

(hidroximetil) -3, 3-dimetil-7-oxo-, l1l-(acetiloxi)-1-

metiletil éster, 4,4-didéxido (2S5,5R, 6R)

5 Este profarmaco se prepardé de acuerdo con el
procedimiento usado para preparar el Profirmaco de
Comparacién 1 con la excepcién de que se sustituyd
pivalato de clorometilo por l-cloro-l-metil-etil éster del
dclido acético El1l producto final fue un sélido amorfo MS

10 (m/z) 362 (M) 'H RMN (CDCl,, 400 MHz) 4,68 (d, 1H, J =
5,0 Hz), 4,40 (s, 1H), 4,31 (m, 1H), 4,15 (m, 2H), 2,06
(s, 3H), 1,92 (s, 3H), 1,82 (s, 3H), 1,58 (s, 3H), 1,47
(s, 3H)

Ejemplo 9
15 Quimica (pH), Estabilidad de la Suspensién y del Plasma

La estabilidad del Profidrmaco 3 se evaludé con
respecto a (1) 1la estabilidad quimica mientras estd en
soluciones de diversos pH, (2) el manteniendo de 1la

potencia mientras estd en suspensiétn, y (3) la estabilidad
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gquimica en plasmas de diversos mamiferos para calcular la
capacidad del Profdrmaco 3 para resistir la hidrélisas
antes de la absorcién y después para hidrolizar
rapldamente, formando 6-p-HMPAS después de la absorcién

La estabilidad quimica del Profarmace 3, en solucién,
cuando se compara con la sal sédica de 6-p-HMPAS (en lo
sucesivo "Na HPMAS”) y el clavulanato de 1litio en
solucibdn, se calculé a pH 1, 2, 2,5, 4,0, 5,0, 6,5y 7,4
Los tampones se formularon aproximadamente para conseguir
el pH deseado de cada 1incubacién La incubacién consistié
en 990 pul del tampébn de pH apropiadec y se 1nicié con la
adicién de 10 pul de una solucidn madre 10 mM del compuesto
en metanol al 100% (concentracién final = 100 pM) Las
muestras en serie (20 ul) se tomaron a 0, 10, 20, 40, 60,
120 y 240 minutos mediante un autoinyector y se inyectaron
directamente en una HPLC en linea con un sistema de
espectrémetro de masas cuadripolar UGnico de LC/MS usado
para la deteccidn analitica La temperatura de la
incubacidén se reguldé con un bloque térmico de 96 pocillos
Las incubaciones se realizaron a 25°C y 37°C El sistema de
LC/MS se realizd en el modo 16n negativo El1l i1ié6n selectaivo
gue controla el [M-H]  apropiado para cada analito se usé
para la deteccién y cuantificaciédn del compuesto restante
en cada punto temporal La respuesta pico en cada punto

temporal se expresé como un porcentaje del obtenido en el
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periodo de tiempo = 0 Se obtuvo una constante de relacién

de degradacién (ka) mediante la regresién de estos

porcentajes del periodo de tiempo = 0 minutos al periodo
de tiempo = 240 minutos Después, una semi-vida de primer
orden aparente podria estimarse como 1ln 2/k4 Estas
determinaciones se completaron por duplicado y se informé
del promedio

Como se muestra en la saiguiente tabla, el Profarmaco
3 demostrd una excelente estabilidad &cida y una
estabilidad adecuada a un pH casli neutro para 1la
absorcién Ademias, la Na-HMPAS demostré una estabilidad de
la solucién superior en comparacién con el clavulanato,
particularmente a un pH bajo

También se evalué la estabilidad del Profdrmaco 3 en
suspensi6n (destamponado en metilcelulosa al 0,5% a 25°C)
para determinar el efecto del tiempo en suspensidn sobre
la potencia Como se muestra a continuacidn, el Profarmaco
3 mantuvo més del 90% de su potencia después del
almacenamiento a temperatura ambiente durante 10 dias En
contraste, sélo se retiene el 40% de su potencia con el
clavulanato en la suspensién de Augmentina s1 se deja a
temperatura ambiente durante el mismo periodo de tiempo
(Véase Mehta, A C, S Hart-Davies, J Payne y R W
Lacey, 1994 Stability of amoxicillin and potassium

clavalanate in a co-amoxicillin~clavulanato oral
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suspension J Clain Pharm Ther 19 313-315)

pH

[Estabilidad de la Solucién 7,4 6,5 5,0 4,0 2,5 1,2 |

Semi-vida (horas)

Profdrmaco 3 (25°C) 2,7 >24 >24 >24 >24 >24
Profédrmaco 3 (37°C) 0,6 4,5 >24 >24 >24 >24
Na-HMPAS (25°C) >24 >24 >24 >24 >24 >24
Na-HMPAS (37°C) >24 >24 >24 >24 >24 >24
Clavulanato (25°C) >24 >24 >24 >24 1,2 0,6
Clavulanato (37°C) >24 >24 >24 >24 0,9 ND

[Profdrmaco 3
Estabilidad de la Suspensién | Dia Dia Dia Dia Dia
1 3 5 7 10

1,51 mg/ml** ~ Potencia (por ciento)*
(preparacién de la dosis| ND 103 98 104 9]lwww

para rata de 10 mg/kg)

* Potencla calculada como un porcentaje de 1la
concentracién diana como sSe ensaya por LC/MS de los
convencionales solubilizados Los valores representan un
porcentaje de las determinaciones por duplicado ND = no
determinado

** pH de las suspensiones iniciales ~6,8 y se redujo a 4,7
el dia 10

**k T3 mezcla de diasteredmeros no camblié esencialmente

~95 5
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La estabilidad del plasma del Profdrmaco 3, Na-HMPAS
y el clavulanato de litio se determinaron en plasma de
ratén, perro, mono y ser humano, usando plasma que se
prepard y se someti®é a un ciclo de congelacién/deshielo
antes de su uso La incubacién consistid en 990 pl de
plasma preincubado durante 5 minutos a 37°C en un blogue
térmico de 96 pocillos La incubacidn se 1inicid con la
adicién de 10 pl de una soluciédn madre 10 mM de compuesto
en metanol al 100% Las alicuotas en serie (100 pul) se
retiraron y se transfirieron a 200 pl de 75/25 de
acetonitrilo/acido perclérico al 3% a 0, 1, 2, 5, 10, 20,
30 y 60 minutos Las muestras se centraifugaron, 1los
sobrenadantes se transfirieron a viales de inyeccidn y se
inyectaron 20 pl en la HPILC en linea con un espectrémetro
de masas cuadripolar tYnico de LC/MS El sistema LC/MS se
realizé en el modo de i16n negativo El control del ién
selectivo del ([M-H] apropiado para cada analito se usd
para la deteccién y cuantificacién del compuesto restante
en cada punto temporal La respuesta pico en cada punto
temporal se expresé como un porcentaje del obtenido en el
periodo de tiempo = 0 Se obtuvo una constante de relacidn
de degradacién (Kaq) mediante 1la regresién de estos
porcentajes del periocdo de tiempo = 0 minutos al periodo
de tiempo = 240 minutos Después, la semi-vida de primer

orden  aparente se estimé como 1ln 2/kg Estas

N\O
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determinaciones se completaron por duplicado y el promedio

se indicd como se muestra a continuacién

[Establlidad del Plasma| Ratdn Rata Perro Mono Humano
(100 uM)
seml-vida
Profarmaco 3 2,8 <2,0 2,8 3,6 <2,0
37°C min min min min min
Na-HMPAS 3,9 3,4 > >4 hr >4 hr
37°C hr hr hr
Clavulanato <4 3,3 2,8 3,6 2,6 hr
37°C hr hr hr hr

El Profdrmaco 3 demostrd una estabilidad Aacida

excelente y una estabilidad adecuada a un pH casi neutro

5 para la absorcidn Las velocidades de hidrélisis del

Profdrmaco 3 en el plasma de todas las especies,

demuestran una hidrélisis enzimatica eficaz, produciendo

6-p-HMPAS tras la absorcién 1la Na-HMPAS demostré una

estabilidad de solucibén superior en comparacién con el

10 clavulanato, particularmente a pH bajo Aungue ambos

compuestos son labil en plasma, la Na-HMPAS muestra una
estabilidad mejorada en el plasma humano

Ejemplo 10

Actividad inhibidora del Profarmaco 3 a valores de pH

15 intestinales

Se cree que el clavulanato produce diarrea en el
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tracto GI humano, ya que sSe combina con la amoxicilina
residual para destruir selectivamente 1los componentes
esenciales de la flora normal El clavulanato nc es un
profarmaco y, de esta manera, el 40% gque permanece sin
absorber en el intestino es la misma molécula activa que
el 60% que se absorbe en la circulaciédn Aunque el pH del
estémago y del intestino delgado proximal es Aacido, en un
estudio de Berry, v Y col , Efficacy of a
pharmacokinetically enhanced formulation of
amoxicillin/clavulanate against experimental respiratory
tract infection in rats caused by Streptococcus
pneumoniae, Abstract B988, 41" Interscience Conference on
Antimicrobial Agentes and Chemotherapy, 16-19 de
diciembre, 2001 Chicago, IL , se descubrié gue el pH medio
de las muestras de heces de 24 horas recogidas de sujetos
con diarrea era de 6,4 (intervalo 5,4-7,8)

Como se muestra en el Ejemplo 7, el Profarmaco 3 es
muy estable y no se convierte fdcilmente en 6-p-HMPAS a un
PH < 6,5 Con el fin de comparar la actividad inhibidora
de beta-lactamasa del Profdrmaco 3 y de Na-HMPAS en
condiciones de pH encontradas en el aintestino grueso
humano, se ha determinado la CIsg de los dos compuestos
contra una beta-lactamasa TEM-1 a pH 6,0 y 7,0 Los datos
indican que a un pH de 6,0, donde no deberia haber

conversién del profdrmaco en la forma activa del
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inhibidor, el Profdrmaco 3 es 1inactivo contra la betra-
lactamasa TEM-1 (CIso >100 pM)} En contraste, a un pH de
7,0 cuando la conversidédn del profarmaco en el inhibador
activo sucede con una semivida de 33 minutos, el 6-P-HMPAS
resultante generado da como resultado un nivel mucho mayor

de inhibicién de esta beta-lactamasa que el observado con

un pH de 6,0
Clsp (HM)
Proférmaco 3 6-p-HMPAS
E coli TEM-1 pH 6,0 > 100 0,37
E coli TEM-1 pH 7,0 2,2 0,12

Ejemplo 11

Absorcién {(Biodisponibilidad oral in vivo)

Como el Profarmaco 3 tiene una vida media de 30
minutos a pH neutro y, en presencia de esterasas, el
profarmaco se hidroliza en unos pocos minutos, un cdlculo
in vitro usando la linea celular humana Caco-2 determiné
que era 1inapropiado para medir la absorcién del
profarmaco En cambio, se descubridé que un modelo in vivo
para la absorcién era mAs relevante para calcular la
absorcién de los profirmacos de la presente 1invencidén
Adicionalmente, la correlacién de la fraccibdn absorbida en
la rata con respecto al ser humano se ha estudiado en
varios agentes vendides y se ha mostrado que la

correlacién es algo mejor {(corr = 0,971) (Véase Chiou, W
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L and A Barve, 1998 Linear correlation of the fraction
of oral dose absorbed of 64 drugs between humans and rats
Pharm Res 15 1792-1795) Basdndose en esta correlacién,
la rata se usé para predecir la absorciédn humana Deberia
apreciarse adicionalmente que el 6-p-HMPAS demostrdé una
extraccién hepadtica minima como se sugirié por los
hepatocitos de rata y humanos De esta forma, los cilculos
de biodisponibilidad oral en las ratas deberian
correlacionarse bien con la fraccién absorbida en los
humanos

La estimacién de biodisponibilidad oral se realizé
sobre la Na-HMPAS, los Profdrmacos 1, 2, 3 y 4, asi como
en los catorce profarmacos de comparacién del Ejemplo 8,
usando cada uno series de tres ratas Sprague-Dawley (200-
225 g) equipadas con catéteres implantados quirdrgicamente
en la vena yugular La seleccién de 1los vehiculos de
dosificacién, para los estudios orales, dependidé del
estado fisico del compuesto a ensayar Todos los
compuestos se administraron oralmente, con la excepcidn
del Profadrmaco 1, estaban en forma de un aceite o un
sdlido amorfo De esta forma, estos compuestos se
administraron en una forma de dosificacién de solucidn
(PO) usando un vehiculo 70/20/10 de agua/Cremofor/etanol

Las dosis orales de profdrmaco se prepararon para

liberar una dosis equivalente de 10 mg/kg de 6-B-HMPAS a

hY
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un volumen de dosificacién de 10 ml/kg ILa Na-HMPAS se
administré por via intravenosa a una dosis de 10 mg/kg
para establecer estimaciones de la biodisponibilidad
{(equivalente de 6-B-HMPAS)

Se tomaron muestras de sangre a 0, 15, 30 min, 1, 2,
3 y 5 horas después de la dosis Después, las muestras se
procesaron para el plasma y se almacenaron a -20°C antes
del anélisis Las muestras se ensayaron para 6-f-HMPAS,
como se describe mis adelante, y después se determinaron
los perfiles de concentracién media frente al tiempo para
la administracién oral e 1intravenosa El1 4rea bajo 1la
curva de concentraciédn de plasma frente al tiempo (AUC ,-
tultime) Se calculd desde el tiempo 0 hasta el dGltimo punto
de tiempo cuantificable usando una aproximacién
trapezoidal lineal La constante de relacién de
eliminacién terminal (K,;) se estimé por regresién de los
datos de concentracién de plasma desde el comienzo
aparente de la fase de eliminaciédn hasta el uGltamo punto
de muestra Se estimé una vida media de eliminacién como
In 2/Kel El1 &rea de tdltimo a infinito (AUCisitimo-w) S€
estimé a Cestegmitim/Ka donde Cestesieime representa la
concentracién estimada en el dltamo punto de tiempo en el
que el fé&rmaco se cuantificé basdndose en el andlasis
regresivo El &area total bajo la curva (AUCpa) se estimd

como la suma de AUCp-ta1time Yy AUCta1timo-=m La

\
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biodisponibilidad (F) se expresd

DoS1S1y/AUC (p-wjiv X DOS1Sy,
Las biodisponibilidades medias

como se muestra a continuacién

como AUC(pm)po X

encontradas fueron

Compuesto Blodisponibilidad | Desviacldn Tipica
Media
Na-HMPAS 6,0 1,6
Profdrmaco 1 113,1 ~10,7
Profdrmaco 2 102,0 11,1
~ Profarmaco 3 92,14 6,0
Profdrmaco 4 111, 1 8,8
Profarmaco de 55,4 4,77
Comparacién 1
~ Profdrmaco de 6,2 1,0
Comparacibén 2
Profarmaco de 27,2 2,6
Comparacién 3
[ Profdrmaco de 6,8 0,9
Comparacidn 4
 Profdrmaco de 46,5 1,4
Comparacién 5
~ Profdrmaco de 60,9 6,1
Comparacibén 6
Profdrmaco de 40,3 ~ 10,8
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~Comparacidn 7
Profdrmaco de 7,9 1,5

Comparacién 8

Profarmaco de 12,3 2,0

Comparacién 9

“Profdrmaco de 10,9 1,7

Comparacién 10

Profdrmaco de 33,1 5,4

Comparacién 11

Profarmaco de 20,4 1,0

Comparacién 12

Profdrmaco de 37,6 3,1
Comparacién 13
Profidrmaco de 15,4 ~ 3,9

Comparacién 14

Como se ha mostrado anterlormente, los profdrmacos de
la presente invencidn tienen biodisponibilidades
significantemente mejores que las de 6-p-HMPAS, el
Profdrmaco de Comparacién 1 conocido previamente, o los
anteriores profarmacos descritos genéricamente
(Profarmacos de Comparacién 2-14)

Descripcidn del Ensayo

En este ensayo, Se extrajeron de nuevo los analitos
de interés en la fase acuosa después de la precipitaciédn

de acetonitrilo y del tratamiento con cloroformo Esto
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proporcioné aproximadamente un factor de concentracién de
2 veces careciendo de una etapa de evaporacién vy
reconstitucién

La deteccién se produjo mediante el uso de LC/MS/MS
en una operacidn de 1ones negativa La 1#nica operacién
cuadripolar fue 1nadecuada para la deteccién selectiva del
analato

El pH del disolvente de carga (95 5 de formiato
aménico 20 mM/acetonitrilo, disolvente A) fue de ~5,0

La columna analitica fue una Phenomenex AQUA C1l8 de
4,6 x 50 mm

Toda la preparacién de la muestra se completd en
tubos MARSH de 1,2 ml de 96 pocillos Las muestras se
prepararon como Se indica a continuacién La muestra de
Plasma (200 pl) se afiadié a 400 pl de 95 5 de
acetonitrilo formiato aménico 20 mM que contenia 5 ug/ml
de silbactama como patrén interno Las muestras se
centrifugaron a 3000 rpm durante 10 minutos en una
centrifuga puesta a punto Después, el sobrenadante (400
pl) se transfirié a tubos limpios MARSH® de 1,2 ml A las
muestras se les afladid cloroformo (600 ul), que después se
mezcldé y posteriormente se centrifugdé a 3000 rpm durante
10 minutos Después, la fase acuosa transferida se retird
de la parte superior (~100 pul) y después se analizé

Condiciones de Espectrometria de Masas

\



10

15

20

25

W

Espectrémetro de Masas API-3000 operado en modo de ion

69

negativo usando nebulizacién Turbo (electronebulizacién)
Voltaje de ionizacién -3000V

Voltaje de orificio -25 eV

Energia de colisién 30 eV

Gas de nebulizacién y calentamiento ajustado segln las
necesidades

Control de la Reaccién

6-p-HMPAS 262 => 218

Sulbactam (IS) 232 => 140

Amoxicilina 364 => 223

Acido clavulénico 198 => 136

Tiempo de ejecucién 3 min

TR ~2 minutos para todeos los analitos

Volumen de inyeccién 20 ul

Condiciones de HPLC

Disolvente A 95 5 de formiato aménico 20 mM acetonitrilo
Disoclvente B 95 5 de acetonitrilo formiato aménico 20 mM
Flujo analitico 1 ml/man

Flujo al Espectrémetro de Masas ~100 pl/min

Programa de Gradiente Balistico

0 - 0,5 man de A al 100%

0,5 - 1 min de A al 100% a B al 100%

l1-1,5mn de B al 100%

1,5 - 2,0 min de B al 100% a A al 100%
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LLOQ = 0,1 pg/ml para 6-B-HMPAS y amoxicilina, 0,5 pg/ml de
Acido clavulénico

ULOQ = 50 pg/ml (Todos)

Regresién = 1/x pesada lineal

Vida de la columna ~300-400 1inyecciones

Estudios de Vena porta en Ratas La exposicidn sistémica

del Profirmaco 3 también se ensayé en las ratas canuladas
en la vena porta después de la administraciédn oral del
profadrmaco a una dosis de 100 mg/kg Se estabilizaron
alicuotas de sangre completa en &cido enfriado con hielo
inmediantamente después del muestreo a 5, 15 y 30 minutos
después de 1la dosificacién No se detectaron niveles de
Profarmaco 3 en ninguna de las muestras (ensayc LLOQ de
100 ng/ml) Estos resultados sugieren que después de la
absorcién, el Profdrmaco 3 experimenta una hidrélisis
répida, produciendo 6-pf-HMPAS antes de la exposicién al
higado y la circulacién a través del cuerpo

Ejemplo 12

Selecciones in vitro

Actividad biogquimica contra p-lactamasas de los
patégenos respiratorios comunitarios Sélo existen tres
moléculas i1inhibidoras de beta-lactamasa en el mercado
sulbactam, clavulanato y tazobactam Estas tres i1nhiben
las penicilinasas de tipo A encontradas en una amplaia

serie de bacterias De estas, fTGnicamente el clavulanato

N
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estd dirigido a la terapia oral de las infecciones
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regpiratorias comunitarias La Na-HMPAS se ensayd contra
una coleccidn de penicilinasas sin células encontradas en
H influenzae y M catarrhalis que son resistentes a la
ampicilina Los datos de la siguiente tabla indican que la
Na-HMPAS es equivalente al clavulanato de litio contra las
enzymas ROB-1 y TEM-1 de H influenzae Los tres
inhibidores de beta-lactamasa fueron muy potentes contra
las penicilinasas BRO-1 y BRO-2 encontradas en M
catarrhalis, siendo el sulbactam el mas activo (Tabla 1)
Un anilisis mAs amplio de pB-lactamasas de 30 aislados
clinicos recientes de M catarrhalis mostré que la Na-
HMPAS era eficaz en la inhibicién de las enzimas BRO-1 y

BRO-2 de todas estas cepas, con un CIsp medio de 0,19 uM

[CIss; de inhibidores de P-lactamasa contra P-lactamasas en extractos de
células

P-lactamasa CIsy (pM)*
Cepas Tipo Sulbactam |6-B-EMPAS |Clavulanato
H Influenzae ROB-1 3,40 0,01 0,04
ATCC43334
(B Inflvenzae TEM-1 1,78 0,03 .
S54A1173
N catarrhalls BRO-2 0,03 0,32 0,11
87al178
ATCC43617
M catarrhalls BRO-1 0,011 , 143 0,14
87A1115




10

72

* Todos los valores inhibidores se determinaron contra la
cefalosporina cromogénica en un ensaye colorimétrico

Actividad bioquimica contra las pB-lactamasas de otros

patdégenos, incluyendo los asociados con las ainfecciones

cutdneas La Na-HMPAS fue comparable al clavulanato en
términos de su potencia i1nhibidora contra una amplia
variedad de beta-lactamasas de amplio espectro TEM (ESBLs)
mientras gque la Na-HMPAS y el clavulanato fueron

comparables normalmente en la potencia contra ESBLs

Inhibicién de las P-lactamasas de amplio espectro seleccionadas
{ESBL3a) (CIsy, M)
Inhibidor

B-Tactamasa Cly (EM)*

Cepas Tipo Sulbactam|[6-B- |Clavulanato
HMPAS
6,85 0,14 0,05

[E coll ATCCI5218B TEM-1
E coll SIAI101 TEM-1 1,76 0,07 0,02
TEM-3

X pneumonlae TEM- 0,55 <0,003[<0,003 |
CF104

'K pneumoniae TEM-5 4,68 0,08 |<0,003
CF504

X pneumoniae TEM-10 23,19 0,39 [>100

L-1

'K pneumoniae TEM-12 5,86 0,27 |>0,003
MCV37

'K pneumoniae TEM-16 5,80 0,08 (0,08

CF1304
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X pneumoniae TEM-17 10, 36 ,66 |0,004

E264

X pneumoniae CFi104 TEM—24 10,40 7.13 |0,01

[E coll CF1609 TEM-25 2,58 0,04 0,02

X pneumoniae TEM-26 0,56 0,08 , 02

5657

[Serratia 56 Sme-1 15,85 |0,68 [19,55 |
* Todos los valores inhibidores se determinaron contra la

cefalosporina cromogénica en un ensayo colorimétrico
En general, puede concluirse gque la Na~-HMPAS es
comparable con el clavulanato de litio

Ensayo de susceptibilidad para las especies H influenzae

vy M catarrhalis que producen f-lactamasa La actividad in

vitro de diversas relaciones de 6-f-HMPAS y amoxicilina se
calcularon usando aislados clinicos de H influenzae y M
catarrhalis que producen fB-lactamasa El1 NCCLS (Comité
Nacional para convenciones de laboratorio clinico) aprobd
un procedimiento de susceptibilidad para la Augmentina que
usa una relacién fija 2 1 de amoxicilina/clavulanato Los
resultados indicaron que para las cepas de beta-~lactamasa
(+) 46 de H influenzae, los valores de amoxicilina MCIsy y
MCIgsn (es decir, las concentraciones inhibidoras minimas
requeridas para prevenir el crecimiento del 50% o el 90%
de los ailslados ensayados) para amoxicilana/clavulanato y
amoxicilina/6-p-HMPAS fueron de 1 y 2 pg/ml,

respectivamente, mientras gque los valores para 2 1 de
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amoxicilina/sulbactam fueron de 4 y 8 pg/ml NOétese que

74

los numeros se refieren a la concentracidén de amoxicilina
en la mezcla

Para 48 aislados de M catarrhalis, los valores de
MCIsp y MCIgp para amoxicilina/clavulanato fueron =<0,125 y
0,25 pg/ml, y de 0,5 y 1,0 pg/ml par amoxicilina/6-p-HMPAS,
respectivamente Los valores para amoxicilina/sulbactam
(2 1) fueron de 0,25 y 1,0 pg/ml De esta forma, las MCI
obtenidas con todas las células no siempre se
correlacionan bien con potencias inhibidoras contra las
beta-lactamasas de células libres, ya que el sulbactam fue
consistentemente mAs potente contra las enzimas BRO-1/2
encontradas en M catarrhalis

Ensayo de susceptibilidad para las especies de

Streptococcus pneumoniae gque no producen B-lactamasa La

actividad in vitro de la combinacién se comparé con la
observada con la amoxicilina sola contra aislados clinicos
de S pneumoniae que se clasificaron como susceptibles,
intermedios y resistentes a penicilina Algunas de estas
cepas mostraron un alto nivel de resistencia a la
penicilina y a la amoxicilina con MCI en el intervalo de
4-8 pg/ml Como se esperaba para un patégeno con
resistencia basada en PBP, los resultados para los
aislados de § pneumoniae confirmaron que la presencia de

inhibidores no tenia 1nfluencia sobre las MCI de
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amoxicilina

Las MCIsp y MCIge de amoxicilina para 21 cepas
resistentes a penicilina (MCI de penicilina de 1-8 upg/ml)
fueron de 2 y 4 pg/ml para la amoxicilina sola y para
todas las combinaciocnes inhibidoras de beta-lactamasa
comprobadas a frecuencias de amoxicilina/inhibidor de 2 1,
71 y 141 Finalmente, todas las combinaciones se
probaron contra un grupo de 21 S pneumoniae intermedios a
penicilina y 12 aislados susceptibles a penicilina De
nuevo, todos las MCI en ambos grupos reflejaron el
componente de amoxicilina de la combinacién Las MCI de
amoxicilina para el grupo intermedio wvariaron de 0,03 a 1
pg/ml y las MCIs para el grupo susceptible fueron <0,0165 a
0,06 pug/ml

Metodologia del ensayo El ensayc se realizé de acuerdo

con el procedimiento descrito en el Documento del NCCLS
M7-A4, diciembre de 1997 y M100-S12, 2002, Methods for
Dilution Antimicrobial Susceptibility Tests por Bacteria
that Grow Aerobically-Approved Standard

PREPARACION DE SOLUCIONES MASDRE CONGELADAS Se
cultivan H influenzae en placas agar de chocolate Las
colonias se suspenden en un medio de ensayo Haemophilus
(HTM, Remel Diagneostics) que se ha ajustado a pH 7,4 con
NaOH 1 N y que se ha esterilizado por filtro Esto se

mezcla con glicerol al 50% hasta una concentracién final
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de glicerol al 20% El cultaivo de Streptococcus pneumoniae

716

y Moraxella catarrhalis se raspa con placas agar con
sangre de oveja y se coloca en caldo de Mueller Hinton mas
sangre de oveja lisada al 5% Para la congelacién, se
aflade glicerol al 50% hasta una concentracién final del
20% Todo se congela a —-70°C

PREPARACION DE LAS PLACAS DE FARMACO Se usan placas
de microtitulacién de 96 pocillos para las diluciones de
farmacos Todos los f&rmacos se pesan en una cantidad
suficiente para obtener una solucién madre que funcione
4X El1 firmaco se solubiliza en DMSO u otro disolvente
apropiado, se disuelve hasta el volumen en el medio de
ensayo y se diluyen dos veces 100 pul a través de series de
10 pocillos de farmaco gue contienen cada uno un volumen
inicial de 100 pul de medio [columnas 1 a 10] y 1 pocillo
de farmaco sin inéculo [columna 11] La columna 12 es un
pocilleo de control inéculo bacteriano que no contiene
farmaco El volumen final en cada pocillo es de 100 ul

Las placas de farmaco para H influenzae se diluyen
en serie en HTM que se ha ajustado a pH 7,4 con NaOH 1 N y
que se ha esterilizado por filtro Las otras dos especies
se diluyen en caldo Mueller Hinton mé&s sangre de caballo
lisada al 5% Se realizan compuestos de control con cada
ensayo Las placas de farmaco se congelan a -70°C y se

descongelan el dia de uso
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CULTIVO DEL INOCULO Se «cultivan H  influenzae
durante una noche sobre placas agar Mueller Hinton con
hemoglobina al 1% y con GCHI al 1% [placas agar de
chocolate] en un incubador de CO2 al 5% durante una noche a
37°C Las § pneumoniae y M catarrhalis se cultivan sobre
un agar Mueller Hinton que contiene sangre de oveja al 5%
en las mismas condiciones

PREPARACION DEL INOCULO Se recoge el cultivo de una
noche de una placa agar y se resuspende en el medio de
ensayo apropiado Todas las suspensiones se ajustaron a
una DC convencional por espectrometria el dia del ensayo
usande un caldo de medio de ensayo Haemophilus (HTM) para
H 1influenzae o cultivo Mueller Hinton suplementado con
catién mas sangre de caballo lisada al 5% (para $§
pneumoniae y M catarrhalis) hasta una turbiedad
correspondiente a una suspensiédn convencional McFarland
0,5 (de aproximadamente 1 a 2 x 10°* CFU/ml) Esta
suspensién tuvo una DOgs de 0,14 Para obtener un inéculo
final de 2-7 x 10° cfu/ml en el pocillo (volumen final de
200 pul), las siguientes diluciones se obtuvieron a partir
de la reserva McFarland

Todas las cepas de H influenzae se diluyeron 1/100
en HTM

Todas las § pneumoniae y M catarrhalis se diluyeron

1l 100 en caldo Mueller Hinton suplementado con catién que

O/?ﬁ
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contenia sangre de caballo lisada al 5%

INOCULACION DE PLACAS Se afiaden 100 pl del inéculo
diluido a cada 100 ul de farmaco diluido en la placa de
ensayo estéril El volumen total para el ensayoc es de 200
Ml por pocillo Las cepas que se han diluido
aproximadamente (véase anteriormente) en pocillos de
microtitulacién tendridn un inéculo final de 2 a 7 x 10°
FU/ml Estas inéculas celulares se confirman sobre placas
aleatorias realizando recuentos de viabilidad de 1los
pocillos a tiempo cero Esto 8se realiza facilmente
retairando 10 upl del pocillo y diluyéndoloc en 10 ml de
solucién salina fisiolddgica estéril (dilucién 1 1000)
Después de agitar vorticlalmente, se extienden 100 ul de
la suspensién diluida en una placa agar con sangre © una
placa agar de chocolate en el caso de H influenzae
Siguiendo la incubacién, la presencia de 50 colonias
indica una densidad de inéculo de 5 x 10° CFU/ml las
cultivos usados para las 1inbéculas en las cubetas de
microtitulaciédn se rayan por colonias tinicas y se observan
por la morfologia de la colonia tipica.

INCUBACION DE PLACAS DE MICROTITULACION Después de
colocar tapas de plastico sobre las placas, las placas
de microtitulacién se incuban en cajas de plastico en un
incubador de humedad controlada para prevenir la

evaporacién de los pocillos Las placas se amontonan a no
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mis de 4 alturas Todas las placas de microtitulacién se
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incuban aerébicamente a 35°C durante 24 horas

Todas las placas se 1ncuban y se leen después de 24
horas y los resultados se registran sélo si los farmacos
de control para la cepa tipo del NCCLS H 1influenzae ATTCC
49766 y S pneumoniae ATT 49619 estd dentro de la
variacidén publicada (NCCLS, M100-S12, 2002)

Ejemplo 13

Eficacia In Vivo

La actividad inhibidora de PB-lactamasa in vivo de 6-B-
HMPAS se determind para los patdgenos (+) de P-lactamasa
que sSe evaluaron en nuestros modelos de infeccidédn pre-
clinica Los datos para estos aislados seleccionados
indicaron que ©6-p~HMPAS es generalmente equivalente a
clavulanato para las pP-lactamasas de los patégenos
respiratorios H influenzae y M catarrhalis

Modelo de otitis media en jerbos En este modelo, se

expusieron Jerbos mongoles a S pneumoniae o H

influenzae Se expusieron jerbos mongoles hembra (50-60 g)
a 5-6 CFU log de H influenzae o S pneumoniae liberadas
en un volumen de 50 ul en la bulla timpdénica 1zquierda

Dieciocho horas después de la exposicién, se 1nicidé un
régimen terapéutico de respuesta a la dosis (t 1 d,
durante 2 dias), liberando la combinacién de Amoxicilina y

Profdrmaco 3 (7 1) la dosificacién en un volumen de 500 pl
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de vehiculo de metilcelulosa al 0,5% Los valores de DE50
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se calcularon a partir de los datos de eliminacién
bacteriana en el dia 4 después de la exposicidén

Las combinaciones de amoxicilina/Profdrmaco 3 vy
Augmentina fueron igualmente eficaces en la eliminacién
del patégeno con valores de DEsg de 6-10 mg/kg, y 1los
resultados para las combinaciones 7 1 y 14 1 fueron
equivalentes La amoxicilina como agente @Gnico fallé
contra este patégeno

Modelo de infeccién sistémica murina En este modelo,

se expusieron ratones CF-1 o DBA/2 hembra (18-20 g) por
via intraperitoneal a 2-6 CFU log de S pneumoniae, S
aureus o M catarrhalis suspendidas en caldo, mucina al
108 o 1levadura de Brewers al 3%, respectivamente, vy
suninistradas en un volumen de 500 pl Una hora después de
la exposicién, se 1inicidé un régimen terapéutico de
respuesta a la dosis (b 1 d durante 1 dia), suministrando
la combinacién de Amoxicilina/Profarmaco 3 (7 1) la dosis
en un volumen de 200 ul de vehiculo de metilcelulosa al
0,5% Los valores de DEsp sSe calcularon a partir de los
datos de supervivencia en el dia 4 después de la
exposicién

La combinacidén de amoxicilina/Profdrmaco 3 fue eficaz
en la proteccién de los ratones de la muerte en todas

estas cepas B-lactamasa (+) En general, la actividad de
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la combinacién de amoxiciliina/Proférmaco 3 fue comparable
a la de la Augmentina (es decir, equaivalente contra H
influenzae y ligeramente menor contra M catarrhalis) Las
combinaciones 7 1 fueron generalmente mds eficaces que las
combinaciones 14 1 Los datos para la piel y los patégenos
de estructuras de la piel S aureus, K pneumoniae y E
colil también se incluyen en las siguientes tablas

Modelo de neumonia murina En este modelo, se

expusieron CF-1 hembra (18-20 g) por via intranasal a 5-6
CFU log de S pneumoniae suministradas en un volumen de 40
pl y dieciocho horas después de la exposicién, se iniciéd
un régimen terapéutico de respuesta a la dosais (b 1 d
durante 2 dias), liberando la combinacién de
Amoxicilina/Profarmaco 3 (7 1) la dosis en un volumen de
200 pl de vehiculo de metilcelulosa al 0,5% Los valores
de DEggs se <calcularon a partir de los datos de
supervivencia en el dia 10 después de la exposicién

La Amoxicilina, la amoxicilina/Profdrmaco 3 y 1la
Augmentina fueron igualmente eficaces contra una cepa
tolerante a penicilina (PDsp de 22-25 mg/kg) y una cepa de
neumococo susceptible a la penicilina (PDsg de 2,7-3,3
mg/kg) Como 1las cepas tolerantes a la penicilina de
pneumococos no contienen B-lactamasa, la actividad de la
amoxicilina no se mejora (n1 se antagoniza) por 1la

presencia de 6-Bf-HMPAS o clavulanato Los valores de PDsg

A
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superiores detectados con la cepa tolerante a penicilina
con respecto a la cepa susceptible a penicilina son
consistentes con la mayor MIC (concentracién minima
inhibidora)

En resumen, la activadad oral in vivo para la
combinacién de amoxicilina/Profdrmaco 3 (7 1 y 14 1) se
comparé de uno en uno con Augmentina en un modelo de
otitis media de jerbo y en modelos de peritonitis vy
neumonia en ratén La combinacién de
amoxicilina/Profdrmaco 3 demostré una actividad in wvivo
comparable a la de la Augmentina contra los patdégenos del
tracto respiratorio (H influenzae, M catarrhalis y S
pneumoniae) y los patégenos de la piel y de tejidos
blandos (5§ aureus, E <colr y K pneumoniae) en estos
modelos El rendimiento in vivo de la
amoxicilina/Profarmaco 3 fue consistente con la actividad
in vitro de esta combinaciébn cuando se ensayd con una

relacién 2 1 en el ensayoc de MIC

30
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Actividad Antibacteriana In Vivo (Oral) contra Patégenos del Tracto

Respiratorio y de la Plel & Estructuras de la Piel (DEso, mg/kgq)

\37

[Patdgeno Amoxicilina [ Profirmaco |Amoxicilina/ Augmentina
3 Profdrmaco 3| (relaciém 7/1)
{relacién 7/1)
HodeIo da en Jazbos
Naemophilos Influenzae >50 >25 ~ 8, 95LY — 9, 9/1,1
(54a1210)*
~ Nodalo Sistimice Wurino

w8 Influeniae >100 >25 9, 8/1,1 I33/T S
{54A12119)
Lmnrmmr.——:m—w 3T &/5,1 IZ,8/T ¥
(87A1115)
"Staphylococcus aureus >100 >12 5 30 5/3.1 17,9725
(D1A0400)
[Mebsiella pneumoniae >200 >25 20 2729 13,071,%
{53A0031)
[ Tachericia coll >200 >10C 2 278,95 118725, ¥
{51A0257)

~Nodalo ds Necaonis eo Ratonas

Jtreptococcus - 45 >35 21,0771 ~41 873 1
pneumoniae
{0271095)
[Streptococcus B >75 Z,68/0, 30 ~Z2,66/0,38 |
pneusoniae
(0271016)
TET primer valor indica la concentracidén de amoxicilina

mientras que el segundo valor es el 1inhibldor de beta-
lactamasa

2 Los nimeros entre paréntesis indican los numeros de ID de
la cepa Pfizer

Actividad Antibacteriana in vivo (Oral) contra Patégenos

del Tracto Respiratorio y de la Piel y Estructuras de la



Piel (DE50, mg/kg)

84

[Fatégeno Amoxicilina[Profdmmaco 3 |Amoxicillna/ Augmentina
Profdrmaco 3 (relacién
(relacién 14/1) |14/1)
"Hodalo da Otitis Hedii en Jexbos
Raemophllus >50 >25 10,5/5,73° | 5.870,%1 |
influenxzas (54R1218)
Nodelo Sistimico Murino

[Haemophllus >T00 >25 12,370,868 | 371,972,7 |
influenzae

{S4A1218)

Moraxella cataxrhalls >100 >100 12,573,0 | 23,&71,7 |
(87A1115)

[Staphylococcus aureus >100 >1Z,5 91, 278,7 — 24,471, 7 |
(01A0400})

[Kiebslella pnaumonlaze >200 >25 23,471, T | 23,471, T |
(53A0031)

[Eschericia coll >200 >100 13179,6 196717 |
{51R0257)

Modalo de Neumonia en Ratones

Streptococcus 1.} 525 23,671, T | I7,.871,7 |
pneumoniae

{02J1095)

Streptococcus 3,3 525 1,670, 11 1,870,132 |
Ppneumonlae

{02J1016)

*"E1l primer valor indica la concentracién de amoxicilina,

mientras que el segundo valor es el 1inhibidor de beta-

lactamasa

2 Los nimeros entre paréntesis indican los nimeros ID de la

cepa Pfizer
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Habiéndo descrito 1la invencién como antecede, se
declara como propiedad lo contenido en las siguientes

REIVINDICACIONES

5 1 Un proférmaco que tiene la estructura

A0
¥,

en la que R es H o metilo,

y solvatos del mismo

10 2 Un profdrmaco de la reavindicacidén 1, seleccionado
entre el grupo compuesto por
dcido 4-tia-l-azabiciclo[3,2,0]heptano-2-carboxilico,
6- (hidroximetil) -3, 3—dimetil-7-oxo-, -1-(benzoiloxi)-
metil éster, 4,4-dibxido (2S,5R,6R),

15 adcido 4-tia-l-azabiciclo[3,2,0]lheptano-2-carboxilico,
6-(hidroximet1l) -3, 3-dimetil-7-oxo-, -1-
(benzoiloxi)etil éster, 4,4-didéxido (2S,5R,6R),
acado 4-tia-l-azabiciclo[3,2,0]heptano~2-carboxilico,
6-(hidroximetil) -3, 3~dimetil-7-ox0-, (1R)-1-~

20 (benzoiloxi)etil éster, 4,4-dibxido (2S,5R,6R), Yy
acido 4-tia-l-azabiciclo[3,2,0]heptano-2-carboxilaco,
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6- (hidroximetil) -3, 3-dimetil-7-oxo-, (18)-1-

{benzoiloxi)etil éster, 4,4-diéxido (25, 5R, 6R)

3 Un profarmaco que tiene la estructura

%0
HO S
,}T\X CH,

7~0" >0
(0]
© un solvato del mismo

4 Una composicibébn farmacéutica que comprende

(a) un profadrmaco de la reivindicacién 1, © un
solvato del mismo, ¥y

(b) al menos un vehiculo, excipiente o diluyente

farmacéuticamente aceptable

5 Una composicién farmacéutica de la reivindicacién 4,

que comprende ademds un antibiético beta-~lactémico

6 Una composicién farmacéutica de acuerdo con la
reivindicacién 5, donde dicho antibiético beta-lactémico es

amoxicilina

7 Una composicidén farmacéutica de la reivindicacién 6,
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donde dicho profarmaco es dcido 4-tia-1-
azabiciclo[3 2 0Olheptano-2-carboxilico, 6- (hidroximetil) -
3,3-dimetil-7-ox0-, (1R) -1-(benzoiloxi)et1il éster, 4,4-

diéxido (2S,5R,6R) o un solvato del mismo

8 Una composicién farmacéutica que comprende
(a) acido 4-tia-l-azabiciclo[3 2 0]heptano-2-
carboxilaco, 6-(hidroximetil) -3, 3-dimet1il-7-0x0-, (1R)-1-

(benzoiloxi)etll éster, 4,4-didxido (25,5R,6R), o
un solvato del maismo,
(b) amoxicilana, y
(c}) un vehiculo, excipiente o diluyente

farmacéuticamente aceptable

9 Un procedimiento para 1incrementar la eficacia
terapéutica de un antibiético beta-lactamico en un mamifero
gque comprende administrar a dicho mamifero una cantidad
eficaz de un antibiético beta-lactdmico y una cantidad que
aumenta la eficacia de un profdrmaco de la reivindicacién

1, o un solvato del mismo

10 Un procedimiento de la reivindicacién 9, donde dicho

antibiético beta-lactdmico es amoxicilina

11 Un procedimiento de las reivindicaciones 9-10, donde

\(57f
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dicho profarmaco es &4cido 4-tia-l-azabiciclo[3 2 0]heptano-
2-carboxilico, 6-(hidroximetil)-3,3-dimetil-7-oxo-, (1R)-1-
(benzoiloxi)etll éster, 4, 4-d16x1do (25,5R, 6R), © un

solvato del mismo

12 Un preocedimiento para el tratamiento de una infeccién
bacteriana en un mamifero por la administracién a dicho
mamifero de una cantidad eficaz de un antibiético beta-
lactamico y una cantidad que aumenta la eficacia de un

profdrmaco de la reivindicacién 1, o un solvato del mismo

13 Un procedimiento de la reivindicacién 12, donde dicho

antibiético beta~lactédmico es amoxicilina

14 Un procedimiento de las reivindicaciones 12-13, donde
el profarmaco es 4-tia-l-azabiciclo[3 2 O]heptano-2-
carboxilaico, 6—(hidroximetil)-3, 3-dimetil-7-oxo-, (1R)-1-
(benzoiloxi)etil éster, 4,4-diéxido (2S,5R,6R), o un

solvato del mismo

15 Un procedimiento para el tratamiento de una infeccién
bacteriana en un mamifero por la administracién al mismo de
una cantidad terapéuticamente eficaz de una composicibn
farmacéutica de las reivindicaciones 4, 5 6 6 a un mamifero

en necesidad del mismo

P
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RESUMEN

Se describen profidrmacos de sulfona del 4cido 6-p-

hidroximetilpenicilédnico que tienen la estructura

N

X
» o °hi°J\©

5 en la que R es H o metilo, y solvatos de los mismos

También se describen composiciones farmacéuticas que
comprenden un profdrmaco de la presente invencién, o un
solvato del mismo, un antibiético beta-lactédmico opcional y
al menos un vehiculo farmacéuticamente aceptable

10 Ademés se describe un procedimiento para 1ncrementar
la eficacia terapéutica de un antibiético beta-lactémico en

un mamifero por la administracién de una cantidad eficaz de

un antibiético beta-lactédmico y una cantidad que incrementa
la eficacia de un profiarmaco de la presente invencién, o un

15 solvato del mismo
Ademéas se describe un procedimiento para el
tratamiento de una infeccidn bacteriana por la
administracién de una cantidad terapéuticamente eficaz de
una composiciédn farmacéutica de la presente invenclédn a un

20 mamifero en necesidad del mismo
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V X Declaracién razonada segiin Regla 66 2(a) (11) con respecto a 1a novedad,
nuvel inventivo o aplicacién industnal, citas y explicaciones soportando dicha
declaracién

VI _ Ciertos documentos citados

VII _ Ciertos defectos en la solicitud mntemacional

VIII _ Ciertas observaciones sobre la solicitud internacional

Fecha de radicacién de la demanda 22 09 2003
Fecha de elaboraci6n de este reporte 22 01 2004

Nombre y direcci6n de correspondencia de la Autonidad de Revisién Preliminar
Internacional

Oficina de Patentes Europea

D-80298 — Munich

v
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Funcionano Autorizado Bakboord, J
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REPORTE DE EXAMEN PRELIMINAR INTERNACIONAL M
No de Solicitud Internacional PCT/IB03/03582 \\
I Base del reporte

1 Con respecto a los elementos de la solicitud mternacional (Hojas de
reemplazo, entregadas & la Oficina receptora en respuesta a un requenmento segtn el
Articulo 14, son refendas en este reporte como “presentadas ongmnalmente” y no
estdn anexadas al presente puesto que no contienen enmiendas (Reglas 70 16 y
70 17))

Descripcién, pigmas
1-73 tal como se present6 onginalmente

Relvindicaciones, Nos

1-15 tal como se presenté onginalmente

2 Con respecto al i1dioma, todos los elementos marcados antenormente
estuvieron dispomibles o fueron suministrados a esta Autondad en el 1dioma en el
cual fue presentada la solicitud internacional, a menos que se indique de otra manera
bajo este punto

Estos elementos estuvieron dispombles o fueron sumimistrados a esta Autondad en el
siguente idioma , el cual es

0O ¢l 1dioma de una traduccién suministrada con fines de la biisqueda
mternacional (bajo Regla 23 1(b))

B} el idioma de la publicacién de la solicitud internacional (bajo Regla 48 3
V)

g el :1dioma de una traduccién suministrada con fines del examen preliminar
internacional (bajo Regla 55 2 y/o 55 3)

3 Con respecto a cualquer secuencis nucleftida y/o de amino dcdos
divulgada en la solicitud internacional, el examen prelmnar internacional fue
realizado con base en el histado de secuencias

contemdo en la solicitud internacional por escrito

presentado junto con la solicitud internacional en forma electrénica
suministrado subsecuentemente a esta Autondad por escrito
summustrado subsecuentemente a esta Autondad en forma electrémca

aoaao



0 Ha sido sumimstrada la declaracién donde indica que el histado summstrado
de secuencias escrito no va mds alld de la divulgacién encontrada en la solicitud
mternacional tal como se presentd

(B} Ha sido sumimstrada la declaracién que ndica que la informacién registrada
en forma electrénica es 1déntica al hstado de secuencias escnto

4 Las enmendas han resultado en la cancelacién de
0 la descripci6n, péginas

(] las reivindicaciones, Nos

0 los dibujos, hojas

50 Este reporte ha sido establecado como s1 no estuvieran hechas las enmiendas,
puesto que se considerd que 1ban més alid de la divulgacién tal como se presentd

(Regla 70 2(c))

(Cualquier hoja de reemplazo que contenga tales enmiendas debe referirse al item 1
y estar adjunto a este reporte )

6 Observaciones adicionales, s1 son necesarias

Il Ninguna formulacién de opimién con respecto a Ia novedad, nivel
mmventivo, y aplicacién mmdustnal

1 Las preguntas con respecto a s1 el invento rervindicado parece ser novedoso,
tener mvel mnventivo (no ser obvio), o ser industrialmente aplicable no han sido
examinadas con respecto a

O toda la solicitud intermacional,
X reivindicaciones Nos 9-15

puesto que

X dicha solicitud internacional, o dichas reirvindicaciones Nos 9-15 se
relacionan con el siguiente tema el cual no requiere examen preluminar internacional

(especifique)
Ver hoja anexa

O la descripcién, reivindicaciones, o dibujos (indique elementos en particular a
continuacién) o tales reivindicaciones Nos estin tan ambiguas que ninguna opimén
significativa pudo formularse (especifique)



O las rervindicaciones, o dichas rexivindicaciones No estdn tan \ E
mapropiadamente soportadas en la descnpcién que no se pudo formar una opimén
significativa

O no se ha establecido mnguna bisqueda internacional para dichas
rervindicaciones Nos

2 Un examen prelimnar internacional sigmificativo no puede efectuarse debido

a que el histado de secuencias nucleétidas y/o de amno écidos no cumple con el
estindar suminmistrado en el Anexo C de las Instrucciones Admimstrativas

O la forma escnta no ha sido sumimstrada o no cumple con el estéindar

O la forma electrénica no ha sido sumimistrada o no cumple con el esténdar

v Declaracién razonada segin el Articulo 35(2) con respecto a la novedad,
nivel mventivo o aphcacién ndustrial anterioridades y explicaciones que
soportan tal deciaracién

1 Declaracién

Novedad (N) S1 Rervindicaciones 1-15
No Rewvindicaciones

Nivel Inventivo (NIT) S1 Rewvindicaciones 1-15

No  Rewvindicaciones

Aphcacién Industnal (Al) S1 Rervindicaciones 1-8
No  Reivindicaciones

2 Antenondades y explicaciones

ver hoja adjunta



INFORME DEL EXAMEN Sohcitud mternacional No PCT/IB03/03582
PRELIMINAR INTERNACIONAL~ HOJA SEPARADA

11 No establecumiento de opinidn con relacién a novedad, paso mventivo y
aphcabiidad industnal

Las reivindicaciones 9-15 refenda al objeto-matena considerado por esta autondad para ser
cubierta por las estipulaciones de la Regla 67 1 (iv) del PCT Por consigwents, mnguna
opimén serd formulada por respecto a la aplicabilidad industnial en materia de estas
retvindicaciones (Articulo 34(4)Xa)(1) del PCT)

\ 4 Declaracién razonada conforme al Articulo 35(2) con relacién a novedad, paso
inventivo o apheabihdad industral, eitaciones y expheaciones que soportan esa
declaracién

V1  Lapresente mvencidn es refiere profirmacos de sulfona del dcido 6-B-
hudrometilpemcilanico

V2  Sehace referencia a los siguientes documentos
D1 US-A-4 287 181, citada en la solicitud
D2 GB-A-2 076 812, citada en la solicitud
D3 GB-A-2 053 220, citada en la sohcitud
D4 US-A-4 540 689
D5 US-A-4 428935

V3 Novedad

El documento D1 revela esteres de sulfona del dcido 6-p-hidrometilpenicilanico difinendo
del grupo ester usado en la presente solicitud (gjemplo 25)

El documento D2 revela esteres de sulfona del 4cido 6-B-hudrometilpemcilanico difinendo
del grupo ester usado en la presente solicitud (pégina 16, linea 33-40)

El documento D3 revela esteres de penicilina 1,1-dioxido difinendo del grupo ester usado en
la presente solicitud (rervindicacién 2)

El documento D4 revela esteres de penicilina derivados difinnendo del grupo ester usado en
la presente solicitud (gjemplo 9 y 10)

El documento D5 revela esteres de acido didxido de perucihina difinendo del grupo ester
usado en la presente solicitud (rervindicacién 1)

Un proférmaco de sulfona del 4cido 6-B-hidrometilpenicilanico en donde el grupo ester de C-
2 esta seleccionado de esteres de benzolloximetil 6 benzoiloxietll no es revelado en mnguno
de los documentos Reivindicaciones 1-3 por lo tanto cumplen con los requisitos previstos en
el Art 33(2) del PCT

Las rervindicaciones 4-8 descnben una composicién farmacéutica que comprende un
profirmaco como el descrito en la reavindicacién 1 y son novedosas por consecuencia.

WA



iz

V4  Nivel Inventivo

Comenzando por los documentos D1 y D2 el problema a resolver por la presente solicitud
puede ser considerado como cémo proporcionar la novedad posiblemente de un profirmaco
mejorado de sulfona del dcido 6-p-lhudrometilpenicilamco La solucién del sohcitante radica
en proveer 2 esteres benzoiloximetil de 2 esteres benzoiloxietil El solicitante muestra en la
pégina 59 que los profiirmacos de la presente invencién tienen una biohabilidad
sigmficativamente mejor, que la antenor droga (6-B-HMPA) o que las drogas conocidas el
documento D1 Ademds el solicitante en la pagina 62 muestra que los proférmacos de la
presente invencién experimenta hidrélisis répida para ceder 6-f-HMPA previoala
exposicién al higado y a la circulacién a través del cuerpo  Como el uso del ester
benzoiloxialquil no ha sido hecho obwio por el arte previo a la solucion que el solicitante
pueda haber considerado involucrada en el mvel inventivo (Art. 33(3) del PCT)

VS Aplicabilhidad Industnal

Para la evaluacién de s1 las presentes reivindicaciones 9-15 son o no aplicables en Ia
industna, no existe un cnteno umficado en los paises Contratantes PCT La posibilidad de
patentar también puede depender de la formulacién de las rervindicaciones Por ejemplo, la
EPO no reconoce ¢l tema de las rervindicaciones al uso de un compuesto en el tratamiento
médico como industrialmente aplicable, pero sin embargo puede perrmitir rervindicaciones a
un compuesto conocido para primer uso en el tratamiento médico y el uso de tal compuesto
para la fabricacién de un medicamento para un nuevo tratamiento médico
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Apglicant
PFIZER PRODUCTS INC

1 The epplicant s hereby notfied that this Intemational Preliminary Examining Authority tranammts herewith the
inlemnational preliminary examination report and ite annexes, if any, established on the intemational

epplication

2 A copy of the report and lts annexes, If any, is being transmitted to the Intemational Bureau for
communication to all the elected Offices

3 Where required by any of the elected Offices, the intematonal Bureau will prepare an English translation of
the report (but not of any annexes) and will transmit such translation to those Offices

4 REMINDER

The applicant must anter the national phase before each elected Office by performing certain acte (hiling
transiations and paying national fees) within 30 months from the pnonty date (or later in some Offices)
{Arbcle 39(1)) (see also the reminder sent by the Intemational Bureau with Form PCTABS01)

Where a translation of the intemational appfication must be fumished to an elected Office, that transiation
must contain a translation of any annexes to the intemational preliminary examinaton report | Is the
applicant's responsbiiity to prepare and furmish such translation directly to each elected Office concemed

For turther detalls on the applicable time hmits and requirements of the elacied Offices, see Volume |l of the
PCT Applicant's Guide

The applicant's attention ls drawn to Article 33(5), which provides that the criterla of novelity, inventive step
and Industrial apphcabliity described in Article 33(2) to (4) merely serve the purposes of Intemnational
preliminary examination and that "any Contracting State may apply addwional or different criteria for the
pu of deckiing whether, in that State, the claimed inventions 18 patentable or not* (see also Article
27(5)) Such additional criteria may relate, for exampie, to exemptions from patentability, requirements for
enabling disclosure, clarity and support for the claims.

: dlhnlnlmmlﬂ Authorized Officer

T EumnPaﬂOllw Brell, S
D-80288 Munich

Tel +49 89 2308 0 Tx 523656 epmu d Tel +40 09 2390-7271
= Fax +40 86 2390 - 4485

Form PCTAPEA/418 (January 2004)
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2.  This REPORT consists of a total of 5 sheets, Including this cover sheet.

O This report is also accompanied by ANNEXES (e shests of the description, cialme andbr drawings which have
been amended and are the basis for this report andbor sheets containing rectifications made before thia Authority
(sew Rule 70 18 and Section 807 of the Administrative Instructions under the PCT).

These annexas conslst of a ioial of sheets.

3. Thie report comains Indicationa relating to the following hems

‘b | [ Basis of the opinion
I 0O Proy
Il & Non-establishment of opinion with regard to novelty inventive step and industrial appiicablity
Iv [ Lackof unity of invention
V B Reasoned statement under Rule 68.2(a)() with regard to novelty inventive step or industrial applicability;
citations and explanations supporiing such statement
VI [ Certaln documents cited
Vil OO0 Certain defects in the international application
Vil O Certain observations on the intemational application
Date of submission of the demand Duie of compietion of thia report
22.06.2003 22 01.2004
mmmwm Authortrad Oficer
= Euvopean Patert Office
’ W.‘S“Ta%.mwa Bakboord, J
—=2_  Faxc +40 B0 2399 - 4485 Telephone No. +49 89 2396-2188

Form PCTAPEA/408 (Cover Sheel) (January 2004)
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INTERNATIONAL PRELIMINARY
EXAMINATION REPORT Intemational apphcation No  PCTAB 0303582

Basls of the report

1 With regard to the elements of the intematonal application (Replacement sheets which have been furmished fo

the recewving Office in response fo an invitation under Arbicle 14 are referred 10 in this report as “arigmally filed”
and are not annaxed to this report since they do not contain amendments (Rules 70.16 and 70.17)):

Description, Pages

1-73 as onginally filed
Clalms, Numbers
1-16 as onginaily filed

With regard to the language, all the elements marked above were availabie or fumished to this Authorlty In the
language In which the intemational application was flled, unless otherwise indicated under this itemn

These elements were avallable or fumished to this Authorfly In the following language , which Is

O the language of a translation furnished for the purposes of the Intemnational search {(under Rule 23 1(b))
O the language of publication of the Intemational applicaton (under Rule 48.3(b))

O the language of a tranalation fumished for the purposes of mtematonal preliminary examination (under
Rule 55.2 andbr 55 3)

With regard to any nucleotide andlor amino acld sequence disclosed in the intemational application, the
Iintemnational preliminary examination was carried out on the basls of the sequence listing

contalned m the intemational application in written form

filed together with the intemational application n computer readable form

fumished subsequently to thia Authority in written form

furrished subsequently to this Authonty In computer readable form

The statement that the subaequently furnished written sequence listing does not go beyond the disclosure
in the intemational apphcation as filed has been fumished

The staternent that the information recorded In computer readable form 1s identical to the wntten sequence
listing has been fumished

The amendments have resulted in the cancellation of

O ODD0DO0QOoa0

0O the description, pages
O the claims, Nos

00 the dmwings, sheets
a

This report has been established as if (some of) the amendments had not been made, since they have
been considered to go beyond the diaclosure as filed (Rule 70 2(c))

(Any replacement sheet contgining such amendments must be refermed to undsr tem 1 and annexsd o this

Additional observations, if necessary

Form PCTAPEA/408 (January 2004)



INTERNATIONAL PRELIMINARY
EXAMINATION REPORT Intemational applicabon No  PCTAB 03003582

Il Non-establishment of opinion with regard to noveity, Inventive step and industrial applicabliity

1 The questone whether the clamed invention appears to be novel, to involve an inventive step (to be non-
obwvious), or to be industrially applicable have not been examined In respect of

a
=

O

a

the ertire intemational application,
claims Nos 9-15

because

the salid intemational appiication, or the sald claims Nos 9-15 relate to the following subject matter which
does not require an intemational prelminary examinahon (specify)

soo separate sheet

the deacripton, claims or drawings (indicate particular elemenis below) or sald clams Nos are so unclear
that no meaningiul opinion could be formed (speciy)

the claims, or said claims Noe are so madequately supported by the description that no meaningful opinion
could be formed

no international search report has been established for the said claims Nos

2 A meaningful intemational preliminary examination cannot be carmried out due to the fallure of the nucieotide and/
or amino acid sequence listing to comply with the standard provided for in Annex C of the Administrative

instructions.

0
a

the written form has not been fumished or does not comply with the Standard
the computer readable form has not been fumished or does not comply with the Standard

\w‘ V Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, iInventive step or induetrial applicabliity,
cliations and explanations supporting such statement

1 Statement
Novally (N) Yes Clams 1-15
No Clams
inventive step (IiS) Yee Ciaims 1-16
No Clams
Industrial applicabliity (1A) Yea Claims 1-8
No Clams

2 Chiations and explanabons
seos separate sheet

Form PCTAPEA/400 (January 2004)



INTERNATIONAL PRELIMINARY intemational appiication No  PCT/IB03/03582
EXAMINATION REPORT - SEPARATE SHEET

Il Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and
industrial applicability

Claims 9-15 relate to subject-matter considered by this Authority to be covered by
the provisions of Rule 67 1(iv) PCT Consequently, no opinion will be formulated
with respect to the industnal applicabiity of the subject-matter of these claims

(Article 34(4)(a)(i) PCT)

V  Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive
step or industrial applicabllity, citations and explanations supporting such
statement

V1 The present invention relates to prodrugs of 6-B-hydroxymethylpenicillanic acid
sulfone

V 2 Reference is made to the following documents

D1 US-A-4 287 181, cited in the application
D2 GB-A-2 076 812, cited in the application
D3 GB-A-2 053 220, crted In the application
D4 US-A-4 540 689
D5 US-A-4 428 935

V3 Novelty

Document D1 discloses esters of 6-B-hydroxymethyipenicillanic acld sulfone
diffenng from the ester group used in the present application (example 25)
Document D2 discloses esters of 6-B-hydroxymethylpenicillanic acid sulfone
diffenng from the ester group used in the present application (page 16, lne 33-
40)

Document D3 discloses esters of penicillin 1,1-dioxides diffenng from the ester
group used in the present application (claim 2)

Document D4 discloses esters of penicilin denvatives diffenng from the ester
group used In the present application (examples 9 and 10)

Document D5 discloses esters of penicillanic acid dioxides differing from the ester
group used in the present application (claim 1)

Form PCT/Separate Sheet/400 (Sheet 1) (EPO-April 1007)
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INTERNATIONAL PRELIMINARY Imermational appiication No PCTIIBOSIOSSBLE t
EXAMINATION REPORT - SEPARATE SHEET

A prodrug of 6-p-hydroxymethylpenicillanic acid sulfone in which the ester group at
C-2 1s selected from benzoyloxymethyl or benzoyloxyethyl ester is disclosed in
none of the documents Claims 1-3 therefore fulfill the requirements of Art 33(2)

PCT

Clams 4-8 descnbe a phamaceutical composition comprising a prodrug as
descnbed in claim 1 and are novel by consequence

Claims 8-15 describe a method of treating using a prodrug as descnbed in claim 1
’ and are novel by consequence

V 4 Inventive step

Starting from documents D1 and D2 the problem to be solved by the present
appiication may be regarded as how to provide novel possibly improved prodrugs
of 6-f-hydroxymethyipenicillanic acid suifone The solution of the apphcant resides
in providing 2-benzoyloxymethyl esters of 2-benzoyloxyethyl esters The applicant
shows on page 59 that the prodrugs of the present invention have a significantly
better bioavaiiabiity than the parent drug (6-p-HMPA) or than the iknown prodrugs
from document D1 Moreover on page 62 the applicant shows that the prodrug of
the present invention undergoes rapid hydrolysis to yield 6-§-HMPA pnor to
exposure to the liver and circulation throughout the body As the use of the

L. benzoyloxyaikyl ester has not been made obvious by the pnior art the solution of
the applicant may be regarded as involving an inventive step (Arnt 33(3) PCT)

V 5 Industrial applicability

For the assessment of the present claims 9-15 on the question whether they are
industnally applicable, no unified cntena exist in the PCT Contracting States The
patentability can also be dependent upon the formulation of the claims The EPO,
for axample, does not recognize as industnally applicable the subject-matter of
claims to the use of a compound in medical treatment, but may allow, however,
claims to a known compound for first use in medical treatment and the use of such
a compound for the manufacture of a medicament for a new medical treatment

Form PCT/Beparats Sheet/408 (Sheet 2) (EPO-Apill 1697)
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According 1o intemelional Patant Classiicaios (IPC) or 10 bolh nalional classllication ard IPC

finimum decusmandslion sserched (clansification sysism followed by clasallication symbols)
IPC 7 CO7D A61K

Documsnistion sesyched other than minkoem docusneniaiion io the exient lhat such documents ans inchded In The flele ssarched

EPO-Internal, CHEW ABS Data, WPI Data

Elscirosic duta bass consutind dising the intemnational sasrch (namg of dain bess and, whare praciicsl, sesvch larms usad)

& DOCUMENTS CONBIDERED TO BE RELEVANT

Camgxy * | Chation of doasmast, wih indication, whew sppropeiale, of e wisven pasaages. Fislwvart 1o clala No.
A US 4 287 181 A (KELLOGGE MICHAEL S) 1-15
1 Septewber 1981 (1981-09-01)
cited in the application
example 25
A 6B 2 076 812 A (CIBA GEIGY AG) 1-15
9 December 1981 (1981-12-09)
cited in the application
page 16, 1ine 33 - 1ine 40, claim 4
A 6B 2 053 220 A (BAYER AG) 1-15
4 February 1981 (1981-02-04)
cited 1n the application
claim 2
A US 4 540 689 A (FURUSHO TAKAD ET AL) 1-15
10 September 1985 (1985~09-10)
examples 9,10
oy
m Farther docsnents are lsted In The cantinuation of box C. D Paisat family matbers are Ssted In annex.
R emm——a d— T M o e st the st g e
A e 10 b of Pt rtevence | ich net Ched 1o Ancerstand the principie of thaoty tivdirlying the
“E' ewrfior documen bul publishad on or afler the internalions] 3 dooumnsnl of pasticulr relgvgnce” the cisimad iveafion
- sz s o g e e e e
&.ﬂﬂﬂm Y annot b comakierec 1o Bve o bveri stop whan e
o mmh-ﬂm usg, exhibiios or cocignand i combinad with ong or moss othiy such docu-
clher masns :-.:.-llnmmmb: mdl-l
u-mnm'""a'-"m g deta bt & dooamant member of the same paiant family
Onils of the sctual complaiion of the intemelionsl seerch Duin of niing of the intermationel sserch repost
11 November 2003 25/11/2003
Nesne and meling sddress of tha ISA Auihortad ollioar
Eusopan Patest Ofice, P.B. 5518 Patentiasn 2
NL -~ 2380 HV Rijswiik
é,';“@%‘;mm““‘“""" Bakboord, J

fromm FCTABA/ZTO fmsaand shwet) Cluly T002)
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C.{Continuation) DOCUMENTS CONTRDERED TO BE RELEVANT

Calegory *

Cliniion of docurnent, with Indicstion, whare spproprisie of the reisvani pessages

Palwvant 1o cialm No.

A

US 4 428 935 A (MYERS ROBERT F)
31 January 1984 (1984-01-31)
claim 1

1-15

Fown PCTABNE10 feoniirusiion of sseond shael) Ruly 1002)

|
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nianae-al applicalion No
INTERNATIONAL SEARCH REPORT PCT/IE 03703582

N

Box| Obaervations where certsin cialms were found unssarchable (Continustion of ham 1 of fivst shest)

This Inamational Bearch Report has not bean esiablished In respect of certain clalma under Arlicle 17(2)(a) for the following reasons.

1 [X] coims e
because hey relats to subject matier not recpired o be searched by tis Authority namely
Although claims 9-15 are directed to a method of treatment of the human/anima)

body, the search has been carried out and based on the alleged effects of the
compounds

2 D Claims Nos..
bacause L3 ol the inlsmational that do not with tw 10 such
be .I'zm parts w by comply proscribed requivaments

-~

a D Claims Noa
bacaums ey are depandent caims and are not drafied In accordance with the second and thind samances of Rule 6.4(a).

Sox | Obsarvetions where unity of invention Is lacking (Continustion of Kem 2 of firat shest)

This intemational Sasrching Authorfly found muliiple inventions in this iInemadional appiication, as follows:

1 D As ali required additionsl search foes wers fimaly paid by the appiicant, this infernationsd Saarch Report covers all
sonychable daime.

-
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REQUISITOS NECESARIOS PARA PRESENTACION Y AGILIZACION DEL

TRAMITE

USUARIOC  RADICADOR

PATENTE DE INVENCION / MODELO DE UTILIDAD ()

Indicacion de que ss soiicita la conceslén de una patente ’ )
Datos de identificacion del itante o de la persona que se presentalasolicitud. [ )

Descripcion de la Invenct . t)
Dibujos de ser esios pertmentes, / ()
Comprobanie de Pago de las tasas estabiecidas

COMPLETA ( ) INCOMPLETA ( )
DISENO INDUSTRIAL { )

- Indicaclon de que se solicrta el registro de Disefio Industrial ()
- Datos de Identificacion del solicitante o de la persona que presenta ()
- lasolicitud

- Representacién grifica o fotografica del Disefio industnal o mueatra del

Material que Incorpora el diseito { )
Comprobante de pago de lag tasas establecidas { )
COMPLETA { ) INCOMPLETA ()

ESQUEMA DETRAZADO ()

- Indicacion de que soliclta el registrg da agquema de trazado ()
- Datos de idantificacion dal solcHAREs C SORaC
La solicltud
Representaclon grifica del egffuiery
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Firma Responsable Radicacion  0SDIGABA  DOBDOON Felies 1W
Fecha (WD) 2005-02-22 16 53 48
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Industria y Comercio

SUPERINTENDENCIA

Folio 1;6

2020
Bogota DC

Doctor(a)

CARLOS R OLARTE
Apoderado(a)

PFIZER PRODUCTS INC

REFERENCIA Radicacién No 05-16464
Solicitud internacional PCT/IB2003/003582
Fecha inicio fase nacionat 23-03-2005

Trémite 011
Evento 379
Actuacién 4186
Oficio No 069
Folios 001

Tervendo en cuenta que la solicitud de prnivilegio de patente que se iramita bajo el
expadiente indicado en la referencia, reiine los requisitos de forma establecidos en la
Decisi6n 486 de la Comisién de la Comurudad Andina, el Tratado de Cooperacién en
Matena de Patentes (PCT), el Reglamento y la Circular Unica de la Supenntendencia de
industna y Comercio, se envia el extracto de la solicitud a la Oficina de Comunicaciones
para efecto de su publicacion en la Gaceta de Propiadad industnal
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