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(54) Menetelmd terapeuttisesti kdytettdvien T-(o-aminometyyli- tai metyyli-
aminometyylifenyyli- tai sykloheksadienyyli~ tai tienyyliasetamido)-
-3-/1-karboksimetyyli- (tai -etyyli- tai -propyyli-)-tetratsoli-5-
—yylitiometyyli/—3—kefemfh—karboksyylihappojen sekéd nédiden farmaseut-—
tisesti hyvéksyttdvien suolojen valmistamiseksi - Férfarande for fram-
stdllning av terapeutiskt anvédndbara T-(o-aminometyl- eller metylamino-
metylfenyl- eller cyklohexadienyl- eller tienylacetamido)-3-/1-karboxi-
metyl- (eller -etyl- eller -propyl-)-tetrazol-5-yltiometyl/-3-cefem~L-
-karboxylsyror samt deras farmaceutiskt goitagbara salter

Tdmédn keksinndn kohteena on menetelmi terapeuttisesti kdy-
tettdvien 7-(o-aminometyyli- tai metyyliaminometyylifenyyli- tai
sykloheksadienyyli~ tai tienyyliasetamido)-3-/1-karboksimetyyli (tai
-etyyli- tai -propyyli-)-tetratsoli-5-yylitiometyyli/-3-kefem-4-
karboksyylihappojen valmistamiseksi, joiden kaava on
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Keksinndn mukaiselle menetelmdlle on tunnusomaista, etti

annetaan yhdisteen, jonka kaava on

S
CH”~ NCH N
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k &-CH -S=C
\\:ﬁ; 2 \\N/N
(CHZ)nCOOH

NHZ-CT

C

7
o doon

jossa n merkitsee samaa kuin edelld, tai t&min yhdisteen suolan

N
I

reagoida kaavan

A—CHZ-COX

mukaisen asyloimisaineen kanssa, jossa A merkitsee samaa kuin
edelld, ja X on halogenidi tai sen funktionaalinen vastine; ja kun
asyyliryhmd sis&éltdi vapaata aminoa tai hydroksyylid, suojataan
mainitut ryhmét tavanomaisilla suojaryhmills, jotka sitten poiste-
taan kaavan I mukaisen yhdisteen saamiseksi, ja haluttaessa muute-
taan muodostunut kaavan I mukaisen yhdisteen vapaa happo farma-
seuttisesti hyvidksyttivdksi suolaksi, ja haluttaessa muutetaan
muodostunut kaavan I mukaisen yhdisteen suola kaavan I mukaisek-
si vapaaksi hapoksi.

Sopivia funktionaalisia vastineita ovat vastaavat happoan-
hydridit, kuten seka-anhydridit ja erityisesti esim. karboksyyli-
hapon alemman alifaattisen monoesterin tai alkyyli- ja aryylisul-
fonihapon tai steerisesti estetyn hapon, kuten difenyylietikkaha-
pon, seka-anhydridit. Erityisen k&ytt&kelpoinen anhydridi on N-
karboksianhydridi (kutsutaan my8s Leuch'in anhydridiksi; US-paten-
tit 3 080 356 ja 3 206 455). N&ihin kuuluvat my8s D-mantelihappo-
karboksianhydridi (US-patentti 3 167 549) tai vastaava substituoi-
tu D-mantelihappokarboksianhydridi. Lis8ksi voidaan kdyttdd happo-
atsidia tai aktiivista esterii tai tioesterii (esim. p-nitrofenyy-
lin, 2,4-dinitrofenolin, tiofenolin tai tiocetikkahapon kanssa).

Kun orgaanisessa karboksyylihapossa on funktionaalinen
ryhmé, esimerkiksi amino tai hydroksyyli, on usein toivottavaa suo-
jata amino- tai hydroksiryhmd, suorittaa sitten kytkemisreaktio ja
lopuksi poistaa kemiallisesti suojaryhm& muodostuneesta vyhdistees~-
td.

Jos yhdisteiden 7~-sivuketjussa on substituoitu aminoryhmd
on usein toivottavaa ensin valmistaa yhdiste, jossa on substituoi-
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tumaton (vapaa tai prim#frinen) aminoryhm& ja antaa sitten tdmén
vhdisteen reagoida sopivan reagenssin kanssa lopullisiksi tuotteik-
si.

Kidyttdkelpoisia suoloja ovat myrkyttdmdt karboksyylihappo-
suolat, esim. natrium-, kalium-, kalsium-, aluminium-, ammonium-
ja substituoidut ammoniumsuolat, esim. suolat, joita muodostavat
t4dllaiset myrkyttémit amiinit, kuten trialkyyliamiinit, esimerkik-
si trietyyliamiini, prokaiini, dibentsyyliamiini, N—bentsyyli—/6 -
fenetyyliamiini, l1-efenamiini, N,N'-dibentsyylietyleeniamiini, de-
hydroabietyyliamiin, N,N'-bis-dehydroabietyylietyleenidiamiini, N-
etyylipiperidiini ja muut amiinit, jotka muodostavat suoloja bent-
syylipenisilliinin kanssa.

Farmakologiset kokeet ja niiden tulokset

Kdytettiin tavanomaisia "kliinisi&" mikro-organismeja (ks.
Leitner et al., Antimicrob. Agents Chemother. 7:298 - 305, (1975))
ja sovellettiin tavanomaista laimennustekniikkaa (Steers et al.,
Antibiot. Chemother. 9:307 - 311, (1959)). Md&dritettiin pienin an-
tibioottipitoisuus, jolla vield oli mikro-organismin kasvua ehkdi-
sevd vaikutus. Tulokset on esitetty taulukoissa 1 - 4.
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Taulukko 1. Bakteerinvastainen teho in vitro; pienin vaikuttava pitoisuus (pg/ml)

Tutkittu yhdiste

CH_NH
s CH,NH, e
A~CH,,CO N —N _
N CH S—t }u A =
S 27NN

COO(H) (l:}l COO(H,K,Na)

(K) 2

(Na)
Mikro-organismi Laimennus
Str. pneumoniae 10-.3 0,13 0,06
Str. pyogenes 1073 0,13 0,13
S. aeureus Smith 10_4 : 1 0,5
S. aureus 10_4 4 >0,5
S. aureus BX1633 1073 1 1,3
S. aureus BX1633 1072 2 2,5
S. aureus Meth-Res 10_3 4 4
Sal. entéritidis 1074 0,06 0,16
E. coli Juhl 1074 0,5 1,3
E. coli 1074 16 16
K. pneumoniae 10-'4 0,13 0,3
K. pneumoniae 10-4 2 2
Pr. mirabilis ‘ 1074 0,13 0,3
Pr. morganii 10-4 32 8
Ps. aeruginosa 1074 >125 >125
Ent. clocae 0™ 0,25 0,3

Ent. clocae 10 32 32
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Taulukko 2. Bakteerinvastainen teho in vitro gram-negatii-

visia mikro-organismeja vastaan; pienin vaikuttava pitoisuus (ng/ml) .

Mikro- Uusi yhdiste x) Kefalotiini Kefaloridiini Kefatsoliini
organismi

Edwardsiella 0,13 1 1 0,71
tarda

Arizona 0,13 2,8 2 1
hinshawii

Citrobacter sp. 1 63 >125 75
Citrobacter sp. 125 >125 >125 >125
Serratia

marcescens >125 >125 >125 >125
Ervinia sp. 0,66 5,3 2 1,5
Vibrio choierae 4 1 16 4
Pasteurella

multocida 0,25 0,09 0,5 0,5
Pseudomonas

deruginosa >125 >125 >125 >125
Alcaligenes sp. 2,6 1,3 6,1 4,6
Alcaligenes sp. 63 >125 >125 >125
Alcaligenes sp. >125 >105 >125 >105
Bordetella

bronchiseptica 125 8 32 125
Bacteroides

fragilis 100 125 79 50

x) 7-/& -(2-aminometyylifenyyli)asetamido/-3-/(1-karboksimetyyli-
tetratsoli-5-yylitio)metyyli/~3-kefem-4-karboksyylihappo.

Taulukko 3. Pienin vaikuttava pitoisuus (MIC) ja pienimmit
bakteeripitoisuudet (MBC) eri Enterobacteriaceae-mikro-organismeja

kiytettdessd (10% solua).

Mikro- Uusi yhdiste x) Kefalotiini Kefaloridiini Kefatsoliini
organismi MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC
Escherichia 0,5 0,5 8 16 4 4 2 2
coli- 0,25 0,5 4 8 2 2 2 2
kantoja 0,5 0,5 8 16 4 4 1 2
1 1 16 16 4 4 2 2

1 1 16 16 4 8 2 4

16 16 32 32 16 16 8 16
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Taulukko 3. jatkuu
Mikro- Uusi yhdiste x) Kefalotiini Kefaloridiini Kefatsoliini
organismi MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC
Klebsiella 0,25 0,25 2 2 2 4 2 2
pneumoniae- 0,25 0,25 4 8 4 4 1 2
kantoja 0,25 0,25 2 4 2 2 1 2
0,5 0,5 4 4 4 4 2 4
0,5 0,5 8 8 8 8 2 2
0,5 1 2 2 2 2 2 4
Enterobacter 4 8 32 63 16 16 4 8
cloacae- 8 63 250 >250 >250 >250 250 >250
kantoja 63 63 >250 >250 >250 >250 >250 >250
Enterobacter 2 2 125 250 >250 >250 32 125
aerogenes- 2 2 125 >250 250 >250 63 >250
kantoja 8 16 250 >250 250 250 63 250
Proteus 0,5 1 8 32 8 16 4 8
mirabilis- 0,5 0,5 8 32 8 8 8 16
kantoja 0,5 0,5 8 8 8 8 8 8
0,25 0,5 4 8 8 8 4 8
0,5 0,5 8 16 4 8 8 8
Proteus 0,5 1 1 2 8 8 4 4
vulgaris- 0,5 1 8 16 8 16 8 16
kantoja 0,5 0,5 8 16 8 16 8 16
Proteus 0,063 0,13 1 2 0,5 6,5 0,25 0,5
rettgeri-
kantoja 0,25 63 125 250 32 >250 4 >250

x) 7-[21-(2-aminometyylifenyyli)asetamidg7-3-[71-karboksimetyyli-

tetratsol-5-yylitio/-metyyli7/-3~kefem-4-karboksyylihappo.
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Taulukko 4. Pienin vaikuttava pitoisuus (pg/ml) eri

Enterobacteriaceae-mikro-organismeja kdytettdessd.

Mikro-
organismi Uusi yhdiste x) Uusi yhdiste xx) Kefamandoli
pneumoniae 0,08 0,16 0,08
S. pyogenes 0,08 0,16 0,08
S. aureus Smith 3,1 3,1 0,8
S. aureus 3,1 >3,1 1,6
S. aureus BX-1633 6,3 3,1 1,6
S. enteritidis 0,2 0,2 0,4
E. coli NTHU 0,8 0,8 1,6
E. coli Juhl 0,8 0,8 0,8
E. coli-kanta 12,5 6,3 3,1
K. pneumoniae 0,2 0,2 0,8
K. pneumoniae-
kanta 1,6 1,6 6,3
P. mirabilis 0,4 0,4 0,8
P. morganii 12,5 6,3 3,1
P. aeruginosa >100 >100 >100
S. marcescens >100 >100 >100
E. cloacae 50 50 50

x) 7-(3-N-metyyliaminometyyli-2-tienyyliasetamido)-3-(1-karboksi-
metyylitetratsol-5-yylitiometyyli)-3-kefem-4-karboksyylihappo

xx) 7-(2-aminometyylifenyyliasetamido)-3-(1-karboksimetyylitetratsol-
5-yylitiometyyli)-3-kefem-4-karboksyylihappo.

Tuloksista ilmenee, ettd keksinnbn mukaisesti valmistetut
yhdisteet ovat hyvin aktiivisia, ja niilld on erikoisen laaja vai-
kutusalue, vaikuttaen myds gram-negatiivisiin bakteereihin. Vertailu-
aineilla ei ollut lainkaan tai hyvin vdhdistd vaikutusta esimerkiksi
Enterobacter-, Citrobacter- ja middridttyjd Proteus-mikro-organismeja
vastaan.

Annettaessa uusia yhdisteitd lihakseen (koe-eldimend infek-
toitu hiiri) saavutettiin korkea veren antibioottipitoisuus,ja uusi-
en yhdisteiden biologinen puoliintumisaika oli parempi kuin tunnetuil-

la kefalosporiineilla ks. taulukko 5.



Taulukko 5.

Vaikutus infektoituun hiireen;
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anto 1 tunti

ja 3,5 tuntia infektoimisen jdlkeen. Vaikuttava mddrd ED50

[mg/kg7.

Mikro- Solujen Uusi yh- Kefalo- Kefalori- Kefatso-
organismi lukumddréd diste x) tiini tiini liini
Eschericia 2x105 0,37 42 2,6 '
coli- 6x10°-4x10° , 97 2,2 ,
kantoja 7x103—2x104 ’ 180 13 '
Klebsiella 4x10%-s5x10% 2 94 8 16
pneumoniae 9x102—1x103 22 >380 41 94
Proteus 7x104-9x104 1,4 41 19 16
mirabilis- 9x105-3x104 0,62 11 6,2
kantoja 6x105-4x104 0,59 14 5,5 6,5
Proteus 1x104—2x104 ' 11 6,4 11
vulgaris- 4x103 ' 17 10 8
kantoja

Proteus 1x103-4x103 19 >350 180 62
morganii-  2x10%-3x10? 39 >400 230 140
kantoja

Proteus

rettgeri 2x106—3x106' 2,4 140 66 9,5
Citrobacter

sp. 5x10%-2x107 3,5 >340 36 110
Providencia 1x106—5x106 5,9 >380 180 50
stuartii- 2x10’ 160 150 70
kantoja

Enterobacter2x103—4x103 1,9 >400 200 170
cloacae - 2x106—3x106 8,6 >400 >400 >400
kantoja 4x104-3x105 13 >400 >400 >370

x) 7-/Ct-(2-aminometyylifenyyli)asetamido/-3-/(1-karboksi-

metyylitetrasol-5-yylitio/-metyyli/-3-kefem-4-karboksyyli-

happo.
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Hoidettaessa ihmisen bakteeritulehduksia, tdmdn keksin-
ndn mukaisesti valmistettuja yhdisteitd annetaan ruoansulatus-
kanavan ulkopuolitse tai suun kautta n. 5 - 200 mg/kg/vrk ja
mieluiten n. 5 - 20 mg/kg/vrk osa-annoksina, so. 3 tai 4 kertaa
vuorokaudessa. Yksittdisannokset sisdltdvidt esim. 125, 250 tai
500 mg tehoainetta. Annosyksikot ovat nestevalmisteina, esim.
liuoksina tai suspensioina.

Lihtdaineiden valmistus on selitetty hakemuksessa
802984.

Muut reagenssit syntetisoidaan joko ko. alalla kuvatulla
tavalla (ks. e.m. patentteja ja julkaisuja) tai tdysin analogisin
menetelmin. Esim. D(~)- O -aminohappo valmistetaan menetelmin,
joita on kuvattu US-patenteissa 3 198 804, 3 342 677 ja 3 634 418,
tai Friis et al., Acta Chem. Scand., 17, 2391 - 2396 (1966) tai
Neims et al., Biochemistry (Wash), 5, 203 - 213 (1966) tai muissa
tdmidn alan julkaisuissa, Seuraavassa on muutamia erityisesimerk-
kejd tdllaisten karboksyylihappojen valmistamiseksi, jotka sisdl-
tdvit tert.-butoksikarbonyylilld "suojatun" vapaan aminoryhmén.

2- (tert.-butoksikarbonyyliaminometyyli)-1,4-sykloheksa-
dienyylietikkahappo.

Liuosta, jossa on 16,5 g (0,1 moolia) o-aminometyyli-
fenyylietikkahappoa 1,5 l:ssa nestemdistd ammoniakkia (jota on
kdsitelty 50 mg:lla litiumia j&d&nndskosteuden poistamiseksi) 1li-
sitdin hitaasti 500 ml kuivaa tert.-butanolia. Liuokseen lisd-
ti4n pienini annoksina 3,4 g (0,5 moolia) litiumia 4 tunnin aika-
na, seosta sekoitetaan 16 tuntia huoneen ldmp&tilassa, nestemdi-
nen ammoniakki poistetaan vetokaapissa ja seos haihdutetaan kui-
viin alle 40°C:ssa. J&4nnds liuotetaan 500 ml:aan vett#, liuos
kromatografoidaan hartsikolonnissa IR-120 (H+, 700 ml) ja eluoi-
daan 1-% ammoniumhydroksidiliuoksella. Eluaatin ninhydriiniposi-
tiiviset jakeet yhdistetdin ja haihdutetaan kuiviin. J&&nndstd
pestddn 4:114 50 ml:n annoksella kuumaa asetonia ja kiteytetddn
uudelleen 50 ml:sta etanoli-vettd (1:1), jolloin saadaan 11,2 g
(67 %) o-(2-aminometyyli-1,4-sykloheksadienyyli)-etikkahappoa

s e . o
vdrittdmind neulasina, sp. 183 °C.
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nujoli -
r: Y uJ%°% 1630, 1520, 1380, 1356 cm™!

NMR: § D0 + K,C05 2,72 (4H, s, H,C<=), 3,01 (2H,s, CH,CO) ,

3,20 (2H, s, CH,~N), 5,78 (2H, s, H - C =).
)

Analyysi 09H13NO2

Laskettu: C 64,65 H 7,84 N 8,38
Saatu: C 64,77 H 8,06 N 8,44
o-(2-aminometyyli—1,4—sykloheksadienyyli)-etikkahappo

_CH,NH,, .
7\ —CH,COH L, tert.BucH / ) __CH,CO,H + LiCl + (C,H)3
>

NH3-TEAIKH

N

~N
CHZNH2

Kdytetddn menetelmd&d, jota ovat kiyttineet Welch, Dolfini
ja Giarrusso yhdysvaltalaisessa patentissa 3 720 665 (esimerkki 1)
D-2-amino-2-(1,4-sykloheksadienyyli)-etikkahappo valmistamiseksi.
Liuosta, jossa on 830 ml tislattua nestemdistid ammoniakkia kuiva-
taan 40 mg:1la litiumia argonsuojakaasussa. Tihidn sekoitettuun liu-
okseen lis&dtddn 11,0 g (0,07 moolia) 2-aminometyylifenyylietikka-
happoa ja 340 ml tert.-butyylialkoholia. Voimakkaasti sekoitettuun
liuokseen lis&t#dn 2 tunnin aikana kaikkiaan 1,6 g (0,225 moolia)
litiumia. Sitten vihredd liuosta kédsitellidn 35 g:1la (0,215 moolia)
ja trietyyliamiinihydrokloridia ja sekoitetaan yli yén 18 tuntia
huoneenldmpdtilassa. Tert.-butyylialkoholi poistetaan 40°C:ssa
(15 mm Hg) ja saadaan valkoinen j&innds, joka kuivataan yli y6n
vakuumissa fosforipentoksidilla. Kiintoaines liuotetaan 30 ml:aan
metanoli-vettd 1:1 ja lis&tddn sekoittaen 5°C:ssa 3,5 litraan
kloroformi-asetonia (1:1). Seosta sekoitetaan 20 minuuttia ja
muodostunut (2-aminometyyli-1,4—sykloheksadienyyli)—etikkahappo
eristetddn ja kuivataan 16 tuntia vakuumissa fosforipentoksidilla,
jolloin saadaan 6,3 g (58 %) valkoisia kiteiti, sp. 190°C (hajoaa).

Liuosta, jossa on 19,31 g (0,135 moolia) tert.-butoksikar-

bonyyliatsidia 152 ml:ssa tetrahydrofuraania lisitdin sekoitettuun
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liuokseen, jossa on 14,89 g (0,09 moolia) 2-aminometyyli-1,4-syklo-
heksadienyylietikkahappoa ja 7,20 g (0,18 moolia) natriumhydroksi-
dia 281 ml:ssa vettd. Liuosta sekoitetaan 18 tuntia 25°C:ssa ja
suodatetaan piimaan l4pi (Supercel). Tetrahydrofuraani poistetaan
40°C:ssa (15 mm Hg), jidljelle ja&v&E liuosta pestddn eetterilld

(2 x 175 ml) ja hapotetaan 6-n kloorivetyhapolla. Seosta sekoite-
taan jid4hauteessa, sakka eristetdsn ja kuivataan 18 tuntia vakuu-
missa fosforipentoksidin pé&dlld 25°C:ssa, jolloin saadaan 17,3 g
(72,6 %) 2-(tert.-butoksikarbonyyliaminometyyli)-1,4-sykloheksa-
dienyylietikkahappoa valkoisena jauheena.

3-aminometyyli-2~-tiofeenietikkahappo
CH.,-NH

L e

CH2—C02H

A) Tiofeeni-3-karboksialdehydidimetyyliasetaali

Seosta, jossa on 322 g (1,9 moolia) tiofeeni-3-karboksi-
aldehydid (S. Gronowitz, Arkev, kemi., 8, 411 (1955), 636 g (6
moolia) trimetoksimetaania ja 6 g IR-120-hartsia (H+-muoto) 200
ml:ssa metanolia, kuumennetaan pystyjéddhdyttden 4 tuntia. Hartsi
poistetaan ja suodos haihdutetaan vakuumissa ja saadaan vdritdn
8ljy, joka tislataan vakuumissa. Saanto 423 g (94 %), kp. 90 -
95°C/13 mm Hg.

neste

-1
IR"Ysmaks. 3150, 1045, 1025 cm

O..
. puhdas -
NMR: & pundas 3,21 (6u, s, OCHy), 5,43 (14, s, OH_4 )

7,0 - 7,4 3H, m, tiefeeni-H)

B) 2-formyylitiofeeni-3-karboksaldehydidimetyyliasetaali

Sekoitettuun liuokseen, jossa on 423 g (2,68 moolia) koh-
dan A mukaista yhdistetti litrassa vedetdntd eetteris, lisdtddn
tiputtaen tunnin aikana 27 moolia vasta valmistettua n-butyyli-
litiumliuosta eetterissi ja kuumennetaan lievdsti pystyj&&hdyt-
tden kuivassa typpisuojassa. Pystyjddhdytystd jatketaan puoli tun-
tia ja seokseen lis#dt#ddn 3/4 tunnin aikana voimakkaastl sekoittaen
ja tiputtaen liuos, jossa on 432 g ( 6 moolia) dimetyyliformamidia
0,9 litrassa eetteri#d. Lis#yksen pddtyttyd seosta sekoitetaan yli
ydn, kaadetaan sekoittaen 1 kg:aan jddmurskaa ja l&mp8tilan annetaan
kohota huoneen l4mp&tilaan. Orgaaninen kerros eristetddn, vesiker-
ros kylldstet&#n natriumkloridilla ja uutetaan perusteellisesti kah-
desti 200 ml:n annoksilla eetterii. Eetteriuutteet yhdistetddn, kui-

vataan magnesiumsulfaatilla ja konsentroidaan. Jd&nnds tislataan



" 62841

vakuumissa ja saadaan 377 g (56 %) vaaleankeltaista 8ljyi
100-125°C:ssa/0,7 mm Hg.

IR: Y225t 3910, 1660, 1100 cm™’

maks.
uhdas /’O-
NMR :6P 3,40 (6H, s, OCH,), 5,96 (1H,s,CH ),
ppm 3 ~o-
1,27 (14,4, J = 6 Hz, tlofeen1—§3), 1,81 (1H, d-d,

J = 6 Hz, tiofeeni-Hz). 10,34 (1H,d4,J3 = 1,5 Hz, -CHO).

C) 1-metyylisulfinyyli-1-metyylitio-2-(3-karboksaldehydi) -
etyleeni.

Tdmd yhdiste valmistetaan menetelmdn avulla, jollaista ovat
kuvanneet N. Ogura et al 4., Tetrahedron Letters, 1383 (1972)).
Lisdtddn 2 ml Triton C:td (40-% metanoli) 5 ml:ssa tetrahydrofu-
raania liuokseen, jossa on 2,5 g (20 moolia) metyyli-metyylitio-
metyylisulfoksidia 2., K. Ogura et.al., Bull Chem. Soc.

(Japani), 45, 2203 (1972)) ja 2-formyyli-3-tiofeenikarboksalde-
hydietyleeniasetaalia 3., D.W. McDowell et al., J. Org. Chem.

31, 3592 (1966)). Seosta kuumennetaan pystyjddhdyttiden n. tunti

ja konsentroidaan vakuumissa. J43nnds liuotetaan 150 ml:aan bent-
seenid ja uutetaan kolmasti 20 ml:n annoksilla vettd. Orgaaninen
kerros kuivataan magnesiumsulfaatilla ja haihdutetaan kuiviin va-
kuumissa. Jddnnds liuotetaan 150 ml:aan bentseenid ja uutetaan kol-
masti 20 ml:n annoksilla vettd. Orgaaninen kerros kuivataan mag-
nesiumsulfaatilla ja haihdutetaan kuiviin vakuumissa. J&3nnds ko-
lonnikromatografoidaan 80 g:1la silikageelia ja eluoidaan ensin

500 ml:1lla bentseenid ja sitten 100 ml:1lla kloroformia. Kloroformi-
eluaatista eristetd&dn 4,9 g (85 %) otsikon tuotetta vaaleankeltai-
sena 6ljyna.

1R: Y2O5t€ 3110, 1600 cm”

NMR:E£§EEI3 2,42 (3H, X, S-CH3), 2,78 (3H, s, SO-CH,),
4,15 (4H, m, CHyCH,=), 6,12 (1H, s, 0BT ), 7,34 (1H, J = 4,5
Hz tiofeeni-H @), 7,40 (1H,d,J = 4,5 Hz,®tiofeeni-HX) ja 8,28
(1H, s, -CH=).

Kohdan C mukaisen yhdisteen semikarbatsoni valmistetaan

1

tavalliseen tapaan ja kiteytetddn etanoli-dimetyyliformamidista,
sp. 212-213%.

Analyysi C10H13N3OZS2

Laskettu: C 39,58 H 4,32 N 13,85 S 31,70

Saatu: C 39,46 H 4,24 N 14,05 S 31,63
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D) 1—metyylisulfinyyli—1—metyylitio—Z-(3-karboksa1dehydi-
metyyliasetaali-2~-tienyyli)-etyleeni.

Tdamd yhdiste valmistetaan samalla tavoin kuin kohdan C mu-
kainen yhdiste. Lisdt&&n 50 ml Triton B:ti (40 % metanolissa) liu-
okseen, jossa on 72 g (0,58 moolia) metyylimetyylitiometyylisulfok-
sidia ja 108 g (0,58 moolia) kohdan B mukaista yhdistettd 300 ml:ssa
tetrahydrofuraania ja seosta Pystyjddhdytetsdn 4 tuntia. Erotetaan
kolonnikromatografoimalla 400 g:1lla silikageelid ja eluoidaan 5
litralla kloroformia, jolloin saadaan 130,5 g (78 %) otsikon yvh-
distettd vaaleankeltaisena &ljyni.

neste -
IR: Y‘maks_ 3100, 1580, 1100, 1050 cm

nMr: 8§ Y4 2,42 (3m, s, S=CH;), 2,70 (H, s, SO-CH;), 3,34

(6H, s, OCH4)5P™ 0
N

1

5,56 (1H, s, CH
tiefeeni—g,&), 7,40 (1H, 4, J
(1H, s, -OH=).

E) Etyyli-3-formyyli-2-tienyyliasetaatti

), 7,20, (1H, D, J = 6 Hz,

O~ 6 Hz, tiefeeni-H) ja 8,12

Absorboidaan 33 g kuivaa vetykloridia 500 ml:aan vedetdnti
etanolia. Tdh&dn liuokseen lisitdin 130 g (0,45 moolia) kohdan D
mukaista yhdistettd ja seosta kuumennetaan pystyjddhdyttden 5 mi-
nuuttia. Reaktioseosta laimennetaan vedelli ja haihdutetaan vakuu-
missa. Jd&nndstd uutetaan kahdesti 100 ml:n annoksilla bentseenisi,
bentseeniuutteet yhdistet#din, pestdin 50 ml:1lla vettd, kuivataan
magnesiumsulfaatilla ja haihdutetaan kuiviin. Oljymdinen j&innds
kolonnikromatografoidaan 400 g:1la silikageelid ja eluoidaan 5 1lit-
ralla kloroformia. Haluttua tuotetta sisdltivit jakeet yhdistet#din
ja konsentroidaan. Tislataan vakuumissa 60 g jdljelle ja&avasd 8ljyi,
jolloin saadaan 23 g (23 %) otsikon vyhdistettd, kp. 120-126°C/1
mm Hg.

1

. neste -
IR.'T‘maks. 3110, 1730, 1670 cm

wMr:& PCl3 4,30 (3m, ¢, J = 6 Hz, -CH,CH_,), 4,25 (2H, q,

J = 6 Hz, PPM _ch,cH,y) 4,26 (28, s, -CH,CO), 7,25 (1H, d, J
5 Hz tiofeeni-§/3), 7,48 (1H, 4, J = 5 Hz, tiofeeni-Ho¢), 10,15
(1H, s, CHO).

n
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F) Etyyli-3-formyyli-2-tienyyliasetaattioksoksiimi

Lisiti&n sekoittaen 1,7 g 5°C:ssa (16 mmoolia) natriumkar-
bonaattia liuokseen, jossa on 3,14 g (16 mmoolia) aldehydid ja
2,2 g (32 moolia) hydroksyyliamiinihydrokloridia 40 ml:ssa 50-%
etanolivesiliuosta. Reaktioseosta limmitetdin huoneenldmpétilaan.
2 1/2 tunnin kuluttua reaktioseos konsentroidaan vakuumissa. Jd&n-
nostd uutetaan kolmasti 50 ml:n annoksilla bentseenii. Bentseeni-
uutteita pestddn 10 ml:1la vettd, kuivataan magnesiumsulfaatilla
ja haihdutetaan vakuumissa. Erotetaan kolonnikromatografoimalla
60 g:1la silikageelid ja saadaan 2,7 g (80 %) viritdnti 6ljya.

IR: Y 2°5°€ 3400, 1730, 1620 cm” !

NMR: § asetoni-d 1,23 (3H, t, J = 7,5 Hz, ~CH,CH,), 4,01

ppm
(2H, s, —CHZCO), 4,14 (2, q, J = 7,5 Hz, O§2CH3), 7,31 (2H, s,

tiofeeni-H), 8,26 (8,26 (1H,s, -CH-N), 10,15 (1H, s, NOH, hdvida
lisdttdessa D,0:ta).

G) 3—aminometyyli—2—tienyylietikkahapon/3-laktaami

Menetelmd A. Katalyyttinen pelkistys

Seosta, jossa on 2,65 g (12,4 mmoolia) kohdan F mukaista
oksiimia, 10-% palladiumpuuhiilti ja 1,4 g (37,2 mmoolia) kuivaa
kloorivetyd 69 ml:ssid vedetdntid etanolia hydrataan yli y®én normaali-
paineessa ja huoneenlidmp&tilassa. Katalyytti vaihdetaan kahdesti
ja reaktion annetaan jatkua kolme vuorokautta. Katalyytti poiste-
taan ja suodos konsentroidaan vakuumissa. JidnnSkseen lisit&in
10 ml vettd ja seosta pestdidn kahdesti 10 ml:n annoksilla etyyli-
asetaattia. Vesikerroksen pH siidetiddn arvoon 9 natriumkarbonaa-
tilla, kylldstetddn natriumkloridilla ja uutetaan kolmasti 20 ml:n
annoksilla etyyliasetaattia. Etyyliasetaattiuutteet kuivataan
magnesiumsulfaatilla, k&dsitelldsn puuhiilelld ja haihdutetaan va-
kuumissa. Kiteyttdmdlli uudelleen etyyliasetaatista saadaan 417 mg

(22 %) otsikon laktaamia varittdmini neulasina, sp. 194 - 195°¢.

KBr -1
IR: Y |~ s 3200, 1650, 1480 cm

DMSO-d
NMR: S ppm 3,53 (2H, t, J = 3 Hz, -CR,CO-), 4,36

(2H, d4-7, J = 3, 1,5 Hz, muuttuu tripletiksi lisdttiessd D20:ta,
J = 3 Hz, CHZN), 6,95 (1H, 4, J = 4,5 Hz, tiofeeni—H/S), 7,45
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(1H, d, J = 4,5 Hz, tiofeeni-H ), 8,0 (1H, m, hividi lisdttdessi
D20:ta, NH) .

Analyysi C7H7NOS

Laskettu: C 54,88 H 4,61 N 9,14 s 20,93

Saatu: C 55,04 H 4,45 N 9,13 S 20,50

Menetelmd B. Sinkkipdlypelkistys

Liuokseen, jossa on 18,3 g (86 mmoolia) kohdan F mukaista
oksiimia 200 ml:ssa etikkahappoa lis&tddn annoksittain tunnin aika-
na voimakkaasti sekoittaen 40-50°C:ssa 17 g (258 mmoolia) sinkki-
polyd. Reaktioseosta sekoitetaan yli yon huoneenldmpétilassa ja
kuumennetaan 4 tuntia 60°C:ssa. Suodatetaan ja suodos konsentroi-
daan vakuumissa. J&ljelle jddvddn Oljyyn lisdtddn 100 ml vettd ja
seosta pestddn kahdesti 50 ml:n annoksilla eetterid. Vesikerrok-
selle kaadetaan 100 ml etyyliasetaattia ja pH s&dddetddn arvoon
10 natriumkarbonaatilla. Sakka eristetddn suodattamalla. Suodosta
uutetaan etyyliasetaatilla. Etyyliasetaattiuutteita pestddn 10 ml:
lla vettd, kuivataan magnesiumsulfaatilla ja haihdutetaan vakuu-
missa. Kiintedd jddnn&std hierretdidn bentseenissd. Kiteyttdmdlld
etyyliasetaatista saadaan 2,7 g (21 %) otsikon laktaamia, joka
IR- ja NMR-spektrien mukaan oli sama kuin menetelmdn A mukaan saatu
tuote.

H. 3-aminometyyli-2-tienyylietikkahappo

Seosta, jossa on 2,88 g (18,8 mmoolia) kohdan G mukaista
laktaamia ja 50 ml kloorivetyhappoa kuumennetaan pystyjddhdyttden
3 tuntia. Reaktioseos konsentroidaan vakuumissa. J&dnndkseen lisd-
tddn 20 ml vettd, seosta kdsitellddn puuhilelld ja haihdutetaan va-
kuumissa. Hiertdmdlld jdd&nndstd tetrahydrofuraanissa saadaan 3,72 g
(95 %) otsikon aminohappohydrokloridia, sp. 171-172%.

ir: ¥ ¥BY 3450, 3000, 1700, 1200 cm™'

NMR:¢SD20 4,80 (2H, s, -CH,CO), 4,27 (2H, s, CH,-N), 7,26

ppm
(1H, 4, J = 6 Hz, tiefeeni-H @), 7,53 (1H, d, J = 6 Hz, tiofeeni-Ho),.

Liuotetaan 3,71 g (17,9 mmoolia) hydrokloridia 10 ml:aan
vettd, kromatografoidaan kolonnissa, jossa on 30 ml IR-120 (H+—muoto)
ja eluoidaan ensin 100 ml:1la vettd ja sitten 2 litralla 5-n am-
moniumhydroksidia. Ammoniakkieluaatti haihdutetaan kuiviin. J&&nnds
kiteytetddn asetoni-vedestd ja saadaan 3,0 g (98 %) yhdistettd 8,
sp. 223-225°%.
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KBr

IR: ¥ maks. 3000, 1620, 1520 cm '

wur: 8 P2°7N22%03 3,20 (sH, s -cHj00), 4,13 (28, s, CH,N) ,
7,04 (1H, d, J = 6 Hz, tiofeeni -H/b), 7,30 (1H, 4, H = 6 Hz,
tiofeeni-Hoe() .

Analyysi C7H9NOZS

Laskettu: C 49,10 H 5,30 N 8,18 S 18,73

saatu: C 48,53 H 5,22 N 7,98 S 18,97

I. 3-tert.-butoksikarbonyyliaminometyyli-2-tiocenyylietikka-
happo

Seokseen, jossa on 3,1 g (18 mmoolia) o-aminometyyli-2-
tienyylietikkahappoa ja 8 g (80 mmoolia) trietyyliamiinia 80 ml:ssa
50-% asetonivettd lisdtddn tiputtaen ja voimakkaasti sekoittaen
20 minuutin aikana 0°C:ssa 5,7 g (40 mmoolia) tert.-butoksikarbo-
nyyliatsidia. Reaktioseosta sekoitetaan yli y8n huoneenldmpdtilassa
ja konsentroidaan vakuumissa. Konsentraattia pestiidn kahdesti 20
ml:n annoksilla eetterid, pH sdiddetdidn arvoon 2 konsentroidulla
kloorivetyhapolla ja uutetaan kahdesti 50 ml:n annoksilla etyyliase-
taattia. Etyyliasetaattiuutteita pest¥idn kyllistetylld natriumklo-
ridivesiliuoksella, kuivataan magnesiumsulfaatilla ja haihdutetaan
vakuumissa. Jddnn8std hierretdidn n-heksaanissa ja kiteytetdin n-
heksaanista ja bentseenistd, jolloin saadaan 4,5 g (92 %) otsikon

yhdistettd vdrittdmdnd neulasina, sp. 62-63°C.

. Y nujoli -1
IR"Y.maks. 3350, 1700 cm

CDC1
NMR:(Sppm 1,43 (9H, s, BOC-H), 3,27 (2H, s, CH,CO), 4,16
(2H, 4, J = 6 Hz, CHZ—N, lisdttdessid D20:ta singletti, 5,00 (1H,
leved, —-NH-, hdvidd lisdttdessd D20:ta), 6,30 (1H, leved s, -COOH,
havidd lisidttdessi D20:ta), 6,86 (1H, 4, J = 6 Hz, tiofeeni-g/a),

7,06 (1H, 4, J = 6 Hz, tiofeeni-H«).

3

Analyysi C12H17NO4S
Laskettu: C 52,89 H 6,29 N 5,14 s 11,77
Saatu: C 53,30 H6,39N5,13 8 11,72
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Esimerkki 1

7-(2-aminometyylifenyyliasetamido)-3-(1-karboksimetyyli-
tetratsol-5-yylitiometyyli)-3-kefem-4-karboksyylihappo

COOH CH2COOH

1. Kolmikaulakolviin, jossa on 100 ml ionivaihdettua
vettd ja joka on varustettu sekoittimella ja la&mpSmittarilla
lisdtdédn 7,6 g (0'021 moolia) 7-amino-3-(1-karboksimetyyli-
tetratsol-5~yyli-tiometyyli)-3-kefem-4-karboksyylihappoa ja
3,4 g (0,034 moolia) N-metyylimorfoliinia. J&&hdytetddn 0°C:seen.
Sekoittaen liuos pidetdi&n 0°C:ssa jddhauteen avulla.

2. Lis#dtddn erilliseen, sekoittimella varustettuun kol-
viin 9,6 g (0,03 moolia) natrium-2-(1-metoksikarbonyyli-1-
propen-2-yyliaminometyyli)-fenyyliasetaattia ja 184 ml tetrahyd-
rofuraania. Sekoittaen suspensio jd&hdytetdén -30%c:seen kuiva-
jdd-asetoni-hauteen avulla. Sekoitusta jatkaen ldmpdtilassa
-30°C lis&t44n 20 tippaa dimetyylibentsyyliamiinia ja 4,4 g
(0,03 moolia) isobutyylikloroformaattia. Muodostunutta seosta
sekoitetaan 5 minuuttia.

3. Lis&dt&ddn vaiheessa 2 muodostunut seos kerralla vai-
heen 1 sekoitettuun liuokseen. Muodostunutta liuosta sekoite-
taan tunti 3°C:ssa.
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4. Tetrahydrofuraani haihdutetaan reaktiosecksesta 30°C:ssa
vakuumissa (15 mm Hg).

5. Jdljelle jddvdn vesiliuoksen pH sdddetddn arvoon 4,0
vdkevdlla kloorivetyhapolla.

6. Liuokseen lisdtddn 2,5 g puuhiiltd (Darco G-60) ja
sekoitetaan 20 minuuttia. Hiili poistetaan suodattamalla.

7. Suodokselle kaadetaan 120 ml etyyliasetaattia ja sekoit-
taen alennetaan pH arvoon 3,8 vdkevdlld kloorivetyhapolla. Muodos-
tuu pieni md&drd vaaleata sakkaa, joka poistetaan suodattamalla
(sddstetddn jdlkikdsittelyd ja talteenottoa varten).

8. Suodos jddhdytetddn j&ddhauteessa 5°C:seen ja sekoittaen
alennetaan pH arvoon 2,5-2,8 vdkevdlld kloorivetyhapolla. Ldmpd-
tilassa 5°C jatketaan sekoitusta tunti.

9. Tuote eristetddn suodattamalla. Suodoskakkua pestddn 5
ml:1lla kylmdd ionivaihdettua vettd ja 5 ml:lla kylmdd metanolia.

10. Kiteinen 7-(2-aminometyylifenyyliasetamido)-3-(1-kar-
boksimetyylitetratso-5-yylitometyyli)-3-kefem-4-karboksyylihappo
ilmakuivataan vakiopainoon, 4,1 g.

11. Vaiheesta 10 saatu tuote seulotaan 200 meshin haponkes-
tdvdd terdstd olevan seulan lé&pi.

12. Suspendoidaan 10 g tdtd 200 meshin tuotetta 100 ml:aan
kloroformia. Lis&tddn 5 ml trietyyliamiinia ja seosta kuumennetaan
50°CSeen yoimakkaasti sekoittaen. Seosta suspendoidaan 5 minuuttia
50°C:ssa.

13. Seos suodatetaan kuumana(7—amino-3-(1-karboksimetyyli—
tetratsol-5-yylitiometyyli)-3-kefem-4-karboksyylihappo, pigmentit
ja muut epdpuhtaudet liukenevat kuumaan kloroformi-trietyyliamiini-
liuokseen). Suodoskakkua pestddn 25 ml:1la kloroformia ja ilmakui-
vataan 2 tuntia. Saanto 1-8 g 7-(2-aminometyylifenyyliasetamido) -
3-(1-karboksimetyylitetratsol-5-yylitiometyyli)-3-kefem-4-karpok-
syylihappoa.

14. Vaiheesta 13 saatu tuote seulotaan 200 meshin seulan lépi.

15. Suspendoidaan 10-15 minuuttia 10 g 200 meshin tuotetta
75 ml:aan 0,1-n kloorivetyhappoa. Seos suodatetaan, suodoskakkua
pestddn 25 ml:1lla vettd ja 50 ml:1lla metanolia ja ilmakuivataan

huoneen ldmpétilassa 2-3 tuntia. Saanto 10 g.
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16. Suspendoidaan 10 g vaiheessa 15 saatua 7-(2-aminome-
tyylifenyyliasetamido) -3-(1-karboksimetyylitetratsol-5-yylitio-
metyyli)-3-kefem-4-karboksyylihappoa 65 ml:aan metanolia, ja

a) lisdtddn 2 ml vikevad kloorivetyhappoa; sekoitetaan 5
minuuttia,

b) lisitdin nopeasti ja voimakkaasti sekoittaen 130 ml
vettd, pH-arvo on 1,3-1,6, muodostuu vilittSmdsti sakka (joka
sisdltdd suurimman osan varid).

c) seosta suspendoidaan minuutti ja suodatetaan nopeasti

(sgdstetddn yjjintoaines jdlkikdsittelyd ja talteenottoa varten),

d) suodosta ympidt#din ja sekoitetaan lievdsti; kiteytyminen
alkaa n. 15-30 minuutin kuluttua,

e) seosta sekoitetaan ympdrist&ldmpStilassa 2 tuntia kitey-
tymisen alkamisen j&lkeen, ja

f) kiteet eristet#din suodattamalla, pestddn 25 ml:lla seos-
ta, jossa on 65 % vettd ja 35 % metanolia (t/t) ja kuivataan va-
kuumissa 1 vrk 50°C:ssa. Saanto 9 g puhdistettua, valkoista 7-(2-
aminometyylifenyyliasetamido)-3—(1—karboksimetyylitetratsol-5—
yylitiometyyli)-3-kefem-4-karboksyylihappoa.

17. Seuraavassa on kaksi vaihtoehtoista menetelmdd A) ja
B) 7-(2-aminometyylifenyyliasetamido)-3-(1—karboksimetyylitetratsol—
5-yylitiometyyli)-3-kefem-4-karvoksyylihapon kiteyttdmiseksi;

a)

1. Suspendoidaan 10 g vaiheen 15 tuotetta 100 ml:aan meta-
nolia.

2. Lis&tiddn 2 ml vikevdd kloorivetyhappoa.

3. Lis#t#dn 1,5 g puuhiiltd (Darco G-60) ja seosta suspen-
doidaan puoli tuntia.

4. Hiili poistetaan suodattamalla ja pestddn 20 ml:1la me-
tanolia. Pesuneste lis&dtddn suodokseen.

5. Suodokseen lisidtddn 120 ml vettd (muodostunut pieni mddrd
sakkaa poistetaan suodattamalla ja sddstetddn uudelleenkdsittelyd
ja talteenottoa varten).

6. Vaiheen 5 liuosta sekoitetaan voimakkaasti ja pH sddde-
tdidn arvoon 2,5-3,0 10-% natriumhydroksidiliuoksella. Muodostuu
sakka.

7. Seosta sekoitetaan puoli tuntia. Sakka eristetddn suodat-
tamalla, pestddn 20 ml:1lla 50-% metanoli-vettd (t/t), 30 ml:1lla

metanolia ja kuivataan vakuumissa 1 vrk 50°C:ssa. Saadaan 9 g
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puhdasta 7-(2-aminometyylifenyyliasetamido)-3-(1-karboksimetyy-
litetratsol-5-yylitiometyyli)-3-kefem-4-karboksyylihappoa.

B)

1. Suspendoidaan 10 g vaiheen 15 tuotetta 75 ml:aan vettd.

2. Lisdtddn 10-% natriumhydroksidiliuosta, kunnes pH on
6,8 - 7,2.

3. Lisdtd3dn 1,5 g puuhiiltd (Darco G-60) ja seosta sekoi-
tetaan puoli tuntia pH-arvossa 6,8 - 7,2 (lisdtddn jatkuvasti
0,1 - 1-n natriumhydroksidiliuosta).

4, Hiili poistetaan suodattamalla; sakka pestddn 20 ml:lla
vettd, joka lisdtddn suodokseen.

5. Vaiheen 4 liuos, pH 6,8 - 7,2, voidaan kiteyttd& pH-
arvossa 1,2 - 1,5 (lisd3dmdlli kloorivetyhappoa) ja kuten on kuvat-
tu vaiheen 16 kohdissa d, e, ja f. Molemmissa tapauksissa saadaan
9 g kiteistd 7-(2-aminometyylifenyyliasetamido) -3~ (1-karboksime-
tyylitetratsol-5-yylitiometyyli)-3-kefem-4-karboksyylihappoa.

Esimerkki 2

7-(2-aminometyyli-1, 4-sykloheksadienyyliasetamido)-3-(1-
karboksimetyylitetratsol-5-yylitiometyyli)-3-kefem-4-karboksyyli-

happo

CH NH

CH,,CONH N
’/N

COOCH HZCOOH

Liuosta, jossa on 0,80 g (0,003 moolia) 2-tert.-butoksi-
karbonyyliaminometyyli-1,4-sykloheksadienyylietikkahappoa ja
0,303 g (0,003 moolia) trietyyliamiinia 19,2 ml:ssa tetrahydro-
furaania sekoitetaan 0°C:ssa ja lisdtdédn 0,41 g (0,003 moolia)
isobutyylikloroformaattia. Seosta sekoitetaan 30 minuuttia 0°:ssa
ja lis&td&n liuokseen, jossa on 0,003 moolia 7-amino-3-(1-karb-
oksimetyylitetratsol-5-yylitiometyyli)-3-kefem~-4~-karboksyyli-
happoa ja 0,61 g ( 0,006 moolia) trietyyliamiinia 9,2 ml:ssa
50-% tetrahydrofuraania. Muodostunutta liuosta sekoitetaan puoli-
toista tuntia 25°C:ssa. Tetrahydrofuraani haihdutetaan 30°C/15 mm
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Hg:ssa, j&8nndstd pestddn kahdesti 30 ml:n annoksilla eetterid ja
laimennetaan puoliksi vedelld. Liuos hapotetaan pH-arvoon 3,5
laimealla kloorivetyhapolla, tuote eristetddn ja kuivataan vakuu-
missa 18 tuntia fosforipentoksidilla 25°:ssa, jolloin saadaan
1,55 g (54,0 %) valkoista jauhetta. Lisdt#ddn kaikkiaan 3,4 ml
trifluorietikkahappoa ylld mainittuun 7-(2- X-tert.-butoksikarbon-
yyliaminometyyli-1,4-sykloheksadienyyliasetamido)-3-(1-karboksi-
metyylitetratsol-5-yylitiometyyli) 3-kefem—-4-karboksyylihappoon
ja sekoitetaan tunti 0°C:ssa. Liuosta laimennetaan 150 ml:lla eette-
rid ja sakka eristetdin suodattamalla. Trifluoriasetaattisuola sus-
pendoidaan 3,4 ml:aan vettd ja pH sdddetdén arvoon 4,5 laimealla
ammoniumhydroksidiliuoksella. Kumimaista jd&nndstd hierretddn
vedessd, eristetdin ja pestddn vedelld ja asetonilla. Tuotetta
kuivataan vakuumissa 18 tuntia fosforipentoksidilla 25°C:ssa, jol-
loin saadaan 53 mg (15,72 %) 7-(2-aminometyyli-1,4-sykloheksadi-
enyyliasetamido)-3-(1-karboksimetyylitetratsol-5-yylitiometyyli)-
3-kefem-4-karboksyylihappoa, sp. yli 160°C (hajoaa hitaasti).
Analyysi ¢C,,H,,N.,O_S_.1/2 H,O

200237776 °2° 2
Laskettu: C 45,18 H 4,55 N 18,44
Saatu: C 45,46 H 4,68 N 17,09

Esimerkki 3
7- (2-aminometyylifenyyliasetamido)-3- (1-karboksimetyyli-

tetratsol-5-yylitiometyyli)-3-kefem-4-karboksyylihapon mono-
natriumsuolan trihydraatti

1. Suspendoidaan 10 g kiteistd 7-(2-aminometyylifenyyli-
asetamido)-3-(1-karboksimetyylitetratsol-5-yylitiometyyli)-3-
kefem-4-karboksyylihappoa (kuvattu ja valmistettu esimerkissd 1)
50 ml:aan ioninvaihtovettd.

2. Voimakkaasti sekoittaen lisdt#in hitaasti natriumhydrok-
sidiliuosta pH:n pit&miseksi vakioarvossa 7,4 - 7,7.

3. Lis4t44%n 2 g aktiivihiilt3 (Darco G-60) ja seosta sekoi-
tetaan puoli tuntia. pH pidet&d&dn arvossa 7,4 - 7,7 1-n natrium-
hydroksidiliuoksella.

4. Hiili poistetaan suodattamalla ja pestddn 10 ml:1lla
vettd. Pesuvesi lisdtddn suodokseen.

5. Vaiheen 4,pH 7,4 - 7,7,1iuos steriloidaan ja tehdddn
pyrogeenivapaaksi suodattamalla aseptisesti ja ko. menetelmin.
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Vaiheiden 3, 4 ja 5 kokonaisaika ei saa ylittdd 5 tuntia
huoneen l&dmpdtilassa.

6. Kdyttden steriilitekniikkaa vaiheen 5 voimakkaasti se-
koitettuun, steriiliin liuokseen lis#td#n 5 minuutin aikana 65 ml
(n. yhtd suuri tilavuus) steriilid, pyrogeenivapaata asetonia.

7. Lis&td&dn voimakkaasti sekoittaen 15 - 20 minuutin aikana
2 tilavuusosaa (120 ml) steriilid, pyrogeenivapaata asetonia,
jolloin muodostuu kiteiti.

8. Seosta suspendoidaan 10 minuuttia.

9. Lis&td8n 15 minuutin aikana 3 tilavuusosaa (180 ml)
steriilid asetonia. Seosta sekoitetaan puoli tuntia.

10. Sakka eristetddn suodattamalla, pestHddn 75 ml:lla ste-
riilid asetonia ja vakuumikuivataan 45 - SOOC:ssa tai ilmakuiva-
taan 50 - 56°C:ssa 24 tuntia. Saanto n. 8,8 g.

7-(2-aminometyylifenyyliasetamido)-3-(1-karboksimetyyli-
tetratsol-5-yylitiometyyli)-3-kefem-4-karboksyylihapon mononatrium-
suolan trihydraatin ominaisuudet:

vettd = 9,2 % (teor. = 9,05 %)

natriumia (liekkifotometrisesti) = 4,0 % (teor. 3,86 %)

liukoisuus veteen = yli 500 mg/ml

stabiilisuus vedessd = stabiili v&hint&&n 24 tuntia huoneen

ldmp&tilassa konsentraation ollessa 250 mg/ml.

Esimerkki 4

7-(3-aminometyyli-2-tienyyliasetamido)~-3-(1-karboksimetyyli-
tetratsol-5-yylitiometyyli)-3-kefem-4-karboksyylihappo

A) 7-(3-tert.-butoksikarbonyyliaminometyyli-2-tienyyliaset-
amido) -3~ (1-karboksimetyylitetratsol-5-yylitiometyyli)-3-kefem-
4-karboksyylihappo

Seosta, jossa on 542 mg (2 mmoolia) 3-tert.-butoksikarbonyy-
liaminometyyli-2-tienyylietikkahappoa ja 412 mg (2 mmoolia) di-
sykloheksyylikarbodiimidid tetrahydrofuraanissa, sekoitetaan puoli-
toista tuntia huoneen ld&mpdtilassa. Saostunut urea poistetaan ja
suodos haihdutetaan vakuumissa. Muodostunut 1,0 g aktiivista este-
rid liuotetaan 10 ml:aan tetrahydrofuraania ja lis&td&n 0°C:ssa
sekoittaen seokseen, jossa on 656 mg (2mmoolia) 7-amino-3-(1-karb-
oksimetyylitetratsol-5-yylitiometyyli)-3-kefem—4-karboksyyli—
happoa ja 816 mg (8mmoolia) trietyyliamiinia ja Sml:ssa vett&.
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Sekoitusta jatketaan 3,5 tuntia huoneen ldmp&tilassa. Reaktioseos
lis#dt44dn 20 ml:aan vettd ja pestddn neljdsti 20 ml:n annoksilla
eetterii. Vesiliuokselle kaadetaan etyyliasetaattia ja pH sdd-
detédén 5°C:ssa arvoon 2 vikevdlli kloorivetyhapolla. Orgaaninen
kerros erotetaan ja vesikerrosta uutetaan kahdesti 50 ml:n annok-
silla etyyliasetaattia. Etyyliasetaattiuutteet yhdistetdén, pestddn
kylldstetylld natriumkloridivesiliuoksella, kuivataan magnesium-
sulfaatilla ja haihdutetaan vakuumissa. Jdljelle jddanyt 61jy
kromatografoidaan 10 g:1lla silikageelii. Kolonnia uutetaan perdk-
kdin 150 ml:1la kloroformia ja 100 ml:1lla 3-% metanoli-klorofor-
mia. Kloroformieluaatista saadaan talteen 50 mg 2,4-dinitrofeno-
lia ja otsikkokefalosporiini eristetddn haihduttamalla metanoli-
kloroformieluaatti. Saanto 29 %, sp. 185 - 188°C (hajoaa) .
Analyysi C,,H,,0.8

237277873
Laskettu: C 42,91 H 4,54 N 15,23 S 14,94
Saatu: C 43,02 H 4,17 N 15,07 s 15,04

B) 7-(3-aminometyyli-2-tienyyliasetamido)-3-(1-karboksi-
metyylitetratsol—S-yylitiometyyli)-3—kefem-4—karboksyylihappo

Lis&dtdén 0°C:ssa 0,6 ml trifluorietikkahappoa 610 g:aan
(1,05 mmoolia) vaiheen A suojattuun kefalosporaaniin ja seosta
sekoitetaan 15 minuuttia huoneen ldmp&tilassa. Reaktioseokseen li-
sitiin 15 ml vedetdntd eetterid sakan muodostamiseksi, Jjoka ero-
tetaan suodattamalla, pestd&n kahdesti 10 ml:n annoksilla vedetdntd
cetterid ja liuotetaan 10 ml:aanasetonitriili#. Liuokseen lisdtddn
2 tippaa vidkevdd ammoniumhydroksidia. Sakka erotetaan suodattamal-
la, pestd#n kahdesti 10 ml:n annoksilla asetonitriilid ja kuiva-
taan 7 tuntia 75°C/1 mm Hg, jolloin saadaan otsikkotuote. Tdtd kd-
sitelldin yhdelld ekvivalentilla ammoniumhydroksidia, jolloin saa-
daan monoammoniumsuola. Saanto 83 %, sp. 174 - 178°¢C (hajoaa) .

Analyysi C18H N,O0,.S,.H,0O

2186 3772
Laskettu: C 38,56 H 4,32 N 19,98 s 17,16
Saatu: C 38,89 H 4,06 N 18,83 S 15,24

Esimerkki 5

7-(2—aminometyy1ifenyyliasetamido)-3-(1—karboksietyylitetrat-
sol-2-yyli tiometyyli)-3-kefem-4-karboksyylihappo.

A) Kalium-o-(1—karbometoksipropen-2-yyliaminometyyli)-fe—
nyyliasetaatti (enamiini)

1. Lisitdin s4il1iddn 1000 g o-aminametyylifenyylietikkahap-
poa, 340 g kaliumhydroksidia, 1412 g metyyliasetoasetaattia ja
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32 400 ml vedetdntd metanolia.

2. Seosta kuumennetaan pystyj&&hdyttiden ja sekoittaen 4 tuntia.

3. Reaktioliuosta konsentroidaan vakuumissa ja ldmpsétilassa
alle 50°C n. viidennekseen ldht8tilavuudesta.

4. Konsentraattiin lis&t&&n 10 000 ml metyyli-isobutyyliketo-
nia ja konsentrointia jatketaan vakuumissa kunnes metanoli on pois-
tunut.

5. Lisdt&ddn 10 000 ml metyyli-isobutyyliketonia konsentraatin
tydstettdvidn suspension saamiseksi.

6. Seosta sekoitetaan ja j&&hdytet&d&n 5 - 10°c seen 30 minuuttia.

7. Suspensio suodatetaan ja suodoskakkua pestddn 5000 ml:1la
metyyli-~isobutyyliketonia ja 5000 ml:1la asetonia.

8. Tuote kuivataan kiertoilmalsimp&kaapissa n. 40°C:ssa.

9. Saanto on 1605 - 1680 g eli 88 - 92 % valkoista, kiteisti
tuotetta, sp. 140 - 142°.

B) 7-(2-aminometyvlifenyy1iasetamido)-3-(1-karboksietyylitetr—

atsol-2-yylitiometyyli)-3-kefem-karboksyylihappo

A') sekoitetaan 4,09 g vaiheen A enamiinia ja 90 ml tetrahyd-
rofuraania sekoittimella ja kuivausputkella varustetussa kolmikaula-
kolvissa, jota jddhdytetsin kuivajlid-asetonihauteessa. Lisit44n 8
tippaa N,N-dimetyylibentsyyliamiinia ja seos jddhdytetd4n -38°Cseen.
Lisdtddn 1,95 g isobutyylikloroformaattia ja sekoitetaan 15 minuuttia.

B1) Liuotetaan 3,5 g 7-amino-3-(1-karboksietyylitetratsol-2-
yylitiometyyli)-3-kefem-4-karboksyylihappoa 50 ml:aan vettd ja 2,29
g:aan N-metyylimorfoliinia ja j&ihdytet&in 2°C:seen.:Liuokseen lisd-
tddn sekoittaen vaiheen A1 anhydridid. Seosta sekoitetaan puolitois-
ta tuntia 2°C:ssa, Tetrahydrofuraani poistetaan vakuumissa, j4&%nndk-
selle kaadetaan etyyliasetaattia ja pH s#didetdin arvoon 3. Sekoi-
tetaan j&ddhauteessa, ja tuote erotetaan; saanto 250 mg, sp. 140°C
(hajoaa) .

IR- ja NMR-spektrien perusteella mukana on 20 % epdpuhtauksia,
ldhinnd l&htdainetta.

Esimerkki 6

Steriilin 7-/Q-(2-aminometyylifenyyli)asetamido/-3-/(1-karb-
oksimetyylitetratsol-S-yylitio)metyyli]—3-kefem-4-karboksyylihapon
mononatriumhydraatin valmistus

1. Suspendoidaan 10 g kiteisti vapaata happoa 100 ml:aan 50-%
asetoni-deionoitua vettd huoneen lamp&tilassa (20 - 23°C).

2. Lis&t&d8n hitaasti 40-% natriumhydroksidia sekoittaen hyvin
nopeasti vakio-pH-arvoon 7,4 - 7,7.
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3. Lisdtdén 1,5 g aktivoitua hiiltd (Darco G-60). Sekoite-
taan 0,5 tuntia.

4. Hiili poistetaan suodattamalla (mieluiten ylipaineen avul-
la asetonin haihtumisen est&miseksi.

5. Hiilisuodoskakku pestddn 15 ml:1lla 50-% asetoni-deionoitua
vettd. Pesuvesi ]jgit4sn suodokseen.

6. Yhdistetty pesuvesi ja suodos viedd&n sopivien steriloin-
tisuodattimien 1&pi (mieluiten ylipaineen avulla asetonin haihtumi-
sen estédmiseksi) hiukkasten, pyrogeenien ja bakteerien poistamiseksi.
Suodos kootaan sopivaan steriiliin astiaan. Vaiheiden 2 - 6 suorituk-
seen tarvittava kokonaisaika ei saisi ylittd& 5 tuntia huoneen l&m-
pstilassa (20 - 23°C).

7. Edelleen nopeasti sekoittaen ja kdyttden steriilid tekniik-
kaa lisdtddn 55 ml steriilid, pyrogeenitonta asetonia 30 minuutin
aikana vaiheen 6 steriiliin 1liuokseen. Kiteitd alkaa muodostua,
kun suurin osa asetonista tai koko asetonimiiri on lis&dtty. Sekoite-
taan vield 0,5 tuntia kiteisen massan muodostamiseksi.

8. Jatketaan nopeaa sekoitusta ja lis#t&d&n80 - 85 ml sterii-
lid, pyrogeenitonta asetonia 1 tunnin ajan. Sekoitetaan vield 0,5
tuntia.

9. Kiteet kootaan suodattamalla. Suodatinkakku puristetaan
halkeamien ja kanavien poistamiseksi.

10. Suodatinkakku pestd&@n 20 ml:1la steriilid, pyrogeenitonta
asetoniliuosta (90 % asetonia ja 10 % deionoitua vettd) ja sen j&l-
keen 50 - 60 ml:1la steriilid, pyrogeenitonta asetonia.

11. Steriili, kiteinen tuote tyhjdkuivataan 50 - 56°C:ssa 24
tunnin ajan steriileiss&d olosuhteissa. Saanto 7,5 - 9,0 g (biosaanto
= 70 - 92%). Yhdisteen ominaisuudet:

Bio-teho 950 - 1000 yks./mg

"% tuhkaa (Na) 3,71 (teoreettisesti 3,91)
% vettd 6,0 (teoreettisesti 6,22)
NMR ei todettu epdpuhtauksia
liukoisuus veteen >400 mg/ml

liuoksen pH 4,8 - 7,3 (300 mg/ml)

liuoksen stabiilisuus ei havaittu aktiivisuuden alenemista
(250 000 yks./ml, 24 h, 25°C)

Klett-vari 1 % vedessd = 30 - 35

sininen suodatin

n:o 42 10 % vedessd = 400 - 450
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Esimerkki 7

7-(3-N-metyyliaminometyyli-2-tienyyliasetamido)-3-(1-
karboksi-metyylitetratsoli-5-yylitiometyyli)-3-kefem-4-karbok-

syylihappo
u\ | CH,NHCH,,
° CHZCONH-——q/ S W Y
LN oy R N
C02H éHZCOZH

Trifluorietikkahappoa (0,5 ml) lis&dt8&n 7-(3-N-t-butoksi-
karbonyyli-N-metyyliaminometyyli-2-tienyyliasetamido)-3-(1-kar-
boksimetyyli-tetratsoli-5-yylitiometyylil-3-kefem-4-karboksyylihap~
poon (539 mg, 0,84 mmoolia) 0°C:ssa, ja seosta sekoitetaan huoneen
ldmp&tilassa 15 minuuttia. Reaktioseokseen lisitdidn vedetdnti eet-
terid (10 ml) sakan eristédmiseksi, joka kootaan suodattamalla, pes-
tddn vedettomdlld eetterilld (2x10 ml) ja suspendoidaan asetonit-
riiliin (10 ml). Suspensioon lis&itd&n 2 tippaa vikeviid ammonoim-
hydroksidia. Erotettu kiintoaine kootaan suodattamalla, pest&in
asetonitriililld (2x10 ml) ja kuivataan 60°C:ssa/1 mm Hg 7 tuntia,
jolloin saadaan 327 mg (72-%) 7-(3-N-metyyliaminometyyli-2-tie-
nyyliasetamido) -3-(1-karboksimetyylitetratsoli-5-yylitiometyyli)-3-
kefem-4-karboksyylihappoa, joka suli 171-175°C:ssa (hajoaa). Yh-

disteen ominaisuudet:
KBr -1
IR: N maks. 3200, 1770, 1670, 1610 cm

(pH’) :
uv: A 237 nm, (€,16200), 265 nm nm (E, 10300)
Analyysi: CygH,1N40.S 3/2H20

217776%3"
Laskettu: C 40,27 H 4,27 N 17,30 S 16,98
Saatu: C 39,99 H 4,14 N 17,39 S 16,12

Ldhtbaineen, 7-(3-N-t-butoksikarbonyyli-N-metyyliaminome-
tyyli-2-tienyyli-asetamido)-3-(1-karboksimetyylitetratsoli-5-yyli-
tiometyyli)-3-kefem-4-karboksyylihapon valmistus

Seosta, joka sis&dltdd 3-(N-tert.-butoksikarbonyyli-N-metyyli-
aminometyyli)-2-tienyylietikkahappoa (855 mg, 3 mmoolia), 2,4-di-
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nitrofenolia (552 mg, 3 mmoolia) ja disykloheksyyli-karbodi-imidid
(618 mg, 3 mmoolia) tetrahydrofuraanissa (10 ml), sekoitetaan huo-
neen ldmpdtilassa 1,5 tuntia. Saostunut karbamidi poistetaan ja
suodos lisdtididn sekoittaen 0°C:ssa seokseen, joka sisdltdi 7-amino-
3-{1-karboksimetyylitetratsoli-5-yylitiometyyli)-3-kefem-4-karbok-
syylihappoa (1,1 g, 3 mmoolia) ja trietyyliamiinia (909 g, 9 mmoolia)
vedessd (10 ml). Sekoitusta jatketaan 3,5 tuntia huoneen ldmpoti-
lassa, ja reaktioseos lis&t&&n veteen (20 ml) ja pestddn eetteril-
14 (20 ml). Vesiliuokselle kaadetaan etyyliasetaattia (20 1) ja pH
sdddetddn arvoon 2 vidkevdlld kloorivetyhapolla 5%C:ssa. Orgaaninen
kerros erotetaan, ja vesikerros uutetaan etyyliasetaatilla (3x50 ml).
Etyyliasetaattiuutteet yhdistet#ddn, pestéddn kylldstetylla NaCl-vesi-
liucksella, kuivataan MgSO4:lla ja konsentroidaan alennetussa pai-
neessa. Oljymiinen jd&nnds (1,1 g) kromatografoidaan silikageeli-
kolonnissa (11 g). Kolonnia eluoidaan peré&kkdin kloroformilla
(400 ml) ja 3-% metanoli-kloroformilla (400 ml). Kloroformieluaa-
tista otetaan talteen 2,4-dinitrofenoli (150 mg). 3-% metanoli-klo-
roformieluaatti leikataan kahdeksi jakeeksi kromatografisesti kdyt-
tien silikageelilevyd (50-% metanoli-kloroformi; detektointi jodil-
la. Ensimmdinen jae on BOC-suojatun aminohapon ja tuotteen seos
(100 mg). Toinen jae sisdltdd haluttua tuotetta (610 mg, 32 %);

Re = 0,24, sp. 175-180°C (hajoaa) .

Esimerkki 8

7-(3-N-metyfiiaminometyyli—2—tienyyliasetamido)-3-(1—kar—
boksimetyylitetratsoli-5-yylitiometyyli)-3-kefem-4-karboksyyliha-
pon natriumsuola

Suspensioon, joka sisdltdd vapaata happoa (37 mg, 0,16
mmoolia) vedessd (10 ml), lisdtdédn 2,6 ml 47,5 x 10_3M natrium-
hydroksidia pH:n s&d&dtdmiseksi arvoon 7,2, ja seosta kdsitellddn
puuhiilelld ja lyofilisoidaan, jolloin saadaan 87 mg vaaleanrus-
keaa jauhetta, jonka sulamispiste on 167-171°C. Yhdisteen ominai-

suudet: KBr B
IR: N makg. 3200, 1770, 1640, 1600 cm
UV:)\ (pHT) 237 nm (5,15900) , 265 nm (& ,10000)
maks.

Analyysi: C19H29N7O6S3Na3H20
Laskettu: C 37,07 H 4,26 N 15,93 S 15,93 S 15,62
Saatu: C 37,27 H 4,22 N 16,33 S 14,95
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Esimerkki 9 6 2 84 1
7-(2-aminometyylifenyyliasetamido)-3-(1-karboksipropyyli-

tetratsoli-5-yylitiometyyli)-3-kefem-4~-karboksyylihappo

Seokseen, joka sisdltaa 1,57 g (0,0052 moolia) kalium-2-
N-(1-karbetoksipropeeni-2-yyli)aminometyylifenyyliasetaattia ja 5
tippaa N,N-dimetyylibentsyyliamiinia 50 ml:ssa tetrahydrofuraania
—400C:ssa, sekoitetaan voimakkaasti 720 mg (0,0053 moolia) iso-
butyylikloroformiaattia. Seosta sekoitetaan vield 25 minuuttia ja
lisdtd8dn liuokseen, joka sisiltdi 1,38 g (0,0034 moolia) 7-amino-
3-(1-karboksipropyylitetratsoli~5-tiometyyli)-3-kefem-4-karboksyyli-
happoa ja 0,975 ml (0,0089 moolia) N-metyyli-morfoliinia 28 ml:ssa
vettd 5°C:ssa. Liuosta sekoitetaan 1 tunnin ajan, tetrahydrofu-
raani poistetaan 30°C:ssa (15 mm) ja liuokselle kaadetaan 50 ml
etyyliasetaattia. Seoksen pH sdddetdidn arvoon 4,5 vidkevidlli kloori-
vetyhapolla ja seos suodatetaan, jolloin siit¥ poistetaan jonkin
verran tummanruskeaa ainetta. Suodoksen pH sdiddetldn arvoon 3,5
tiputtamalla siihen vdkevdd kloorivetyhappoa, ja tuote kootaan ja
pestddn kylmdlld vedelld sekd kylmdlld metanolilla. Kun tuotetta
on kuivattu tyhjdssd 64 tuntia fosforipentoksidilla, saadaan
420 mg 7-(2~-aminometyylifenyyliasetamido)-3-(1-karboksipropyyli-
tetratsoli-5-yylitiometyyli)-3-kefem-4-karboksyylihappoa, sp.
130°C (hidas hajoaminen).

Analyysi C22H25N7O682H20

Laskettu: C 46,71 H 4,80 N 17,34

Saatu: C 46,55 H 4,94 N 16,25

Esimerkki 10
7-[72-N-metyyliaminometyyli—4-metoksifenyyli)asetamidg7-

3-(1-karboksimetyylitetratsoli-5-yylitiometyyli)-3-kefem-4-kar-

boksyylihappo t-BOC
\
CH3Q\\// /‘CHzN-CH3
1 _
™
\CH2COOH
:
£-BOC
CHy0 __~~_ CH N-CH,
q U
CH,CO-ACA-S- N)‘ >
2

!
CHZCOOH
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COZH CHZCOOH

Seosta, joka sisdltdd N-BOC-kefalosporiinia 2 (500 mg, 0,75
mmoolia) ja trifluorietikkahappoa (1 ml), sekoitetaan 15 minuuttia
10°C:ssa. Eetterisd (50 ml) lis&ti&n seokseen muodostuneen trifluori-
asetaatin saostamiseksi, joka kootaan suodattamalla ja liuotetaan
asetonitriilin (20 ml) ja veden (5 ml) seokseen. Liuosta kdsitel-
1lddn aktiivihiilelld. Suodos sdddetddn pH-arvoon 6 vdkevdlld ammo-
niakilla ja laimennetaan asetonitriililld (100 ml). Erotettu kiinto-
aine kootaan suodattamalla, pestddn asetonitriililld (2x 5 ml) ja
kuivataan tyhjéssd forforipentoksidilla, jolloin saadaan 330 mg
(79 %) otsikkotuotetta, sp. 180-190°C (hajoaa).

Lihtdaineen, 7-/(2-N-t-butoksikarbonyyli-N-metyyliaminometyy-
li-4-metoksifenyyli)-asetamido/-3-(1-karboksimetyylitetratsoli-5-
yylitiometyyli)-3-kefem-4-karboksyylihapon valmistus.

Seosta, joka sisdltdd (2-(N-tert.-butoksikarbonyyli-4-me-
tyyliaminometyyli)-4-metoksifenyylietikkahappoa (1) (680 mg, 2,2
mmoolia), 2,4-dinitrofenolia (405 mg, 2,2 mmoolia ja disyklohek-
syylikarbodi-imidia (453 mg 2,2 mmoolia) kuivassa tetrahydrofu-
raanissa (20 ml), sekoitetaan 2 tuntia huoneen ldmpdtilassa. Ero-
tettu karbamidi poistetaan suodattamalla. Suodos lis&dtddn jdadlla
jadhdytettyyn liuokseen, joka sisdltdd 7-amino-3-(1-karboksimetyyli-
tetratsoli-5-yylitiometyyli)-3-kefem-4-karboksyylihappoa (744 mg,

2 mmoolia) ja trietyyliamiinia (0,84 ml, 6 mmoolia) vedessd (10 ml),
ja seosta sekoitetaan 3 tuntia huoneen ldmpdtilassa. Reaktioseos
konsentroidaan 10 ml:aan alennetussa paineessa, pestddn eetterilld
(3x10 ml), hapotetaan 6-n kloorivetyhapolla ja uutetaan etyyliase-
taatilla (5x10 ml). Yhdistetyt uutteet pest&ddn kyllistetylld suola-
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vedelld ja kuivataan vedettdmdlld natriumsulfaatilla. Liuot-
timen haihduttua saadaan 8ljymdinen tuote, joka kromatografoidaan
silikageelikolonnissa (Wako-geeli, C-100, 25 g) eluoidaan kloro-
formi-metanolilla (0-3 %). Halutun tuotteen sisdltidvidt jakeet koo-
taan, konsentroidaan ja trituroidaan eetteri-n-heksaanilla, jol-
loin saadaan N-BOC-kefalosporiini amorfisena kiintoaineena. Saan-
to 560 mg (42 %), sp. 160-170°C (hajoaa).

Esimerkki 11

7-LI2—N—metyyliaminometyyli—4-hydroksifenyyli)asetamidg7—3—

(1-karboksimetyylitetratsoli-5-yylitiometyyli)-3-kefem-karboksyyli-

happo ?OC
HO //CH N-CH

~ 2 3
X CH,,COOH

1 BOC
HO_ - CH,N-CH,

S
\_/.f/ \CH2C0-ACA"S— H\N/N

2 I
HO CH,COOH
|~ “ CH,NH-CH,
L§\,/ﬂ H
) CH,CO-N __r,s\\ ? N
N /J CH. - ,/”\N’N
(f X ZS /
0,H CH,COOH

N-BOC-kefalosporiinia (400 mg, 0,62 mmoolia) kidsitell&dn tri-
fluorietikkahapolla (1 ml) 30 minuuttia. Eetterid (50 ml) lis&dimalli
eristetty trifluoriasetaatti liuotetaan asetonitriilin (10 ml) ja
veden (5 ml) seokseen. Suodosta kdsitelliin pienelld aktiivihiili-
mddrdlld, ja sdddetddn pH arvoon 6 vdkevdlld ammoniumhydroksidilla.
Muodostunut sakka kootaan, pestd&n asetonitriililld (10 ml) ja
kuivataan. Saanto 220 mg (59 %), sp. 190-200° (hajoaa) . Analyysi-
tulokset: KBr

. -1
IR: N\ o 1770, 1660, 1610, 1380 cm

g
uv: A (PH') 225 nm ( €,14000), 270 nm ( €,9700)
maks.
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D,O+

NMR: O p;s 2%, o, (3H, s, N-CH,), 3,3-3,75 (4H, m,
2-H, CHZCO), 3,9-4,4 (4H, m, CH2N &
3—CH2) 4,93 (2H, s, N-CH2COOH), 4,85
(14, 4, 4,5 Hz, 6-H), 5,49 (1H, 4, 4,5
Hz, 7-H), 6,6-7,3 (3H, m, fenyyli-H)

Analyysi: C21H23N70732H20

Laskettu: C 44,44 H 4,44 N 17,27 S 11,30

Saatu: C 44,82 H 4,59 N 16,90 S 10,24

Ldhtbaineen, 7[72—N-tert.—butoksikarbonyyli—N—metyyli-
aminometyyli-4-hydroksifenyyli)-asetamido/-3-(1~karboksimetyyli-
tetratsoli—5-yylitiometyyli-3—kefem—4—karboksyylihapon, valmistus

Seokseen, joka sisdltii 2-N-tert.-butoksikarbonyyli-N-me-
tyyliaminometyyli—4-hydroksifenyylietikkahappoa (708 mg, 2,4 mmoolia)
ja 2,4-dinitrofenolia (478 mg, 2,6 mmoolia) kuivassa tetrahydro-
furaanissa (30 ml), lis&td3n DCC (526 mg, 2,6 mmoolia) yhteni an-
noksena, ja seosta sekoitetaan 2 tuntia huoneen ldmpbdtilassa. Sak-
ka poistetaan suodattamalla, ja suodos lisdtdidn liuokseen, joka
sidltda 7-amino-(1-karboksimetyylitetratsoli-S—yylitiometyyli)—3—
kefem-4-karboksyylihappoa (744 mg, 2 mmoolia) ja trietyyliamiinia
(0,84 ml, 6 mmoolia) vedessid (20 ml). Seosta sekoitetaan 17 tun-
tia huoneen ldmpdtilassa. Reaktioseos konsentroidaan alennetussa
paineessa 20 ml:aan, pestdin eetterilld (3x10 ml) , hapotetaan 6-n
kloorivetyhapolla ja uutetaan etyyliasetaatilla (3x20 ml). Yhdiste-
tyt uutteet pestddn kylldstetylld suolavedelld ja kuivataan vedet-
témdlla NaZSO4:llé. Liuottimen haihduttua alennetussa paineessa
saadaan 6ljymdinen tuote, joka kromatografoidaan silikageelilli
(Waco-geeli, C-200, 25 g) eluoidaan kloroformi-metanolilla (0-3 %).
Halutun tuotteen sisdlt&dvidt jakeet kootaan, ja liuotin poistetaan
tyhj8ssd. Oljymdinen jdinnds trituroidaan eetteri-n-heksaanilla,
jolloin saadaan 474 mg (36,5 %) amorfista kiintoainetta, sp. 170-
180°C (hajoaa).

Esimerkki 12

7-/(2-aminometyyli-4-hydroksifenyyli)asetamidg/~-3-(1-kar-

boksimetyylitetratsoli—S—yylitiometyyli)—3-kefem-4—karboksyy1ihappo
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HO___~ CH,NH-BOC
] >
\/ ~CH,COOH

HQ /\ CH,NH-BOC

—N
\J CHCOACASLNM ?

|
CH,COOH

2
k//\\\ CH,NH,
\/L
CO- N S —N
2 -
Y |
HZ-S /
CH,,COOH
COZH

Trifluorietikkahappoa (2 ml) lis&t&&n N-BOC-kefalosporiiniin
(470 mg, 0,74 mmoolia) OOC:ssa, ja seosta sekoitetaan 30 minuuttia
10°c-15°C:ssa. Lisit&in vedetdntd eetterid (50 ml) ja muodostunut
trifluoriasetaatti kootaan suodattamalla ja liuotetaan seokseen,
joka sisdltdd asetonitriilid (10 ml) ja vettd (10 ml). Liuokseen
lisdtddn vdkevdd ammoniumhydroksidia pH:n s#didtdmiseksi arvoon 6,
ja seos laimennetaan asetonitriililli (100 ml), jolloin otsikkoyh-
diste saostuu; se kootaan suodattamalla, pestddn asetonitriililli
(10 ml) ja kuivataan tyhj®ssi. Saanto 270 mg (68 %), sp. 150-160°C
(hajoaa). Analyysitulokset:

KBr 1

ir: N maks. 1770, 1660, 1610, 1380 cm_

uv: 2\ Ii:is) 270 nm ( £ , 10000)

Analyysi: C20H21N7O7SZ1/2 CH;CN

Laskettu: C 45,36 H 4,08 N 18,89 S 11,53

Saatu: C 45,53 H 4,64 N 18,44 S8 10,59

Lidhtbaineen, 7-[12—N—tert.—butoksikarbonyyliaminometyyli-4—
hydroksifenyyli)asetamidq7-3—(1-karboksimetyylitetratsoli—S—yyli-
tiometyyli)-3-kefem-4-karboksyylihapon valmistus

Disykloheksyylikarbodi-imidi&d (513 mg, 2,5 mmoolia) lisdt&idn
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seokseen, joka sisdltdd 2-N-tert.-butoksikarbonyyliaminometyyli-4-
hydroksifenyylietikkahappoa (1) ja 2,4-dinitrofenyylid (460 mg,
2,5 mmoolia) kuivassa tetrahydrofuraanissa (20 ml, ja seosta se-
koitetaan 1 tunnin ajan huoneen ldmpdtilassa. Saostunut karbamidi
poistetaan suodattamalla, ja suodos lisdtddn seokseen, joka sisdl-
tdd 7-amino-3-(1-karboksimetyylitetratsoli-5-yylitiometyyli)-3-
kefem-4-karboksyylihappoa (744 mg, 2 mmoolia) ja trietyyliamiinia
(0,56 ml, 4 mmoolia) 10 ml:ssa vettd. Seosta sekoitetaan 16 tuntia
huoneen ldmp&tilassa ja konsetroidaan 10 ml:aan alennetussa pai-
neessa. Konsentraatti pestdidn eetterilld (2x20 ml), hapotetaan
6-n kloorivetyhapolla ja uutetaan etyyliasetaatilla (4x50 ml). Yh-
distetyt uutteet pestddn vedelld (2x50 ml), ja kuivataan vedettd-
mdlld natriumsulfaatilla. Liuottimen haihduttua saatiin 6ljymdinen
jddnnds, joka kromatografoidaan silikageelikolonnissa (Wako-geeli,
C-200, 25 g) eluoidaan kloroformi-metanolilla (0-3 %). Halutun
tuotteen sisdltidvdt jakeet kootaan (TLC-monitorin avulla), ja liu-
ottimen haihduttua saadaan 6ljymdinen jd&nndés, joka trituroidaan
n-heksaanieetterilld, jolloin saadaan 530 mg (42 %) mainittua 1l&h-
tdaineyhdistettd amorfisena jauheena, sp. 100°C (hajoaa).
Esimerkki 13

7- A - (o-N-metyyliaminometyylifenyyli)asetamido-3-(1-karboksi-

metyylitetratsoli-5-yylitiometyyli)-3-kefem-4-karboksyylihappo

£-BOC
= /\N—CH3
~ | COOH >
\/\/
1
t -BOC

( n zo o ‘["H——%

2 CH COOH

2
[4f\\ﬂ//”\ﬁH cu, N—N
S CO-ACA- s——n\\ ,H
3

CH2COOH
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N-BOC-kefalosporiini (0,54 g, 0,85 mmoolia) sekoitetaan
jddlla jaddhdytettyyn trifluorietikkahappoon (1,5 ml), ja seosta
sekoitetaan 10 minuuttia huoneen limp&Stilassa. Eetterii (20 ml)
lisdtddn seokseen muodostuneen trifluoriasetaatin saostamiseksi,
joka kootaan suodattamalla ja liuotetaan asetonitriiliin (50 ml).
Liuosta kdsitellddn pienelld hiilimdidrslli. Suodokseen lisitiin
tipoittain vdkevdid ammoniakkia sekoittaen, kunnes sakkaa ei en#ii
muodostu. Otsikkoyhdiste kootaan suodattamalla, pestdin asetonit-
riililld (20 ml) ja kuivataan. Saanto 0,34 g (75 %) sp. 177-182°C
(hajoaa). Analyysitulokset:

KBr
IrR: N\ 3600-269?, 1775, 1660(sh), 1620, 1385, 1205,

maks. 1180 cm

}\ vesi
Uv: maks, 267 nm (€, 9200)

D,0+NaHCO
NMR: & 2,80 (3H, s, N-CH;), 3,4-3,6 (2H, 65 m,

ppm 2-H), 3,84 (2H, s, CH,CON), 4,1-4,3
(2H, m, 3-H), 4,28 (2H, s, CH,N), 4,93
(1H, d, 4Hz, 6-H), 4,98 (2H, s, NCH,COOH),
5,56 (1H, d, 4Hz, 7-H), 7,48 (4H, s, fe-

3

nyyli-H)
1 i s C
Analyysi 21H23N7048, 2,5H,0
Laskettu: C 43,59 H 4,88 N 16,94 S 11,08
Saatu: C 44,06 43,96, H 4,27, 4,55 N 16,20, 16,50

S 10,26, 10,30

LidhtSaineen, 7—[5‘—o—(N—metyyli—N—tert.—butoksikarbonyyli-
aminometyyli)—fenyyli—asetamidq7-3—(1-karboksimetyylitetratsoli—5-
yylitiometyyli)-3—kefem—4—karboksyylihapon valmistus

Seosta, joka sisdltidi o-N-butoksikarbonyyli~N-metyyliamino-
metyylifenyylietikkahappoa (1) (538 mg, 2 mmoolia), 2,4-dinitro-
fenolia (368 mg, 2 mmoolia) ja disykloheksyylikarbodi-imidii (412 mg,
2 mmoolia) tetrahydrofuraanissa (10 ml), sekoitetaan 1 tunnin ajan
huoneen ldmpdtilassa. Saostunut karbamidi poistetaan suodattamalla
ja pestddn tetrahydrofuraanilla (5 ml). Suodos ja pesunesteet yh-
distetddn ja lis&tddn sekoittaen jHH114 jddhdytettyyn liuokseen,
joka sis&dltii 7—amino-3-(1—karboksimetyylitetratsoli-5—yylitiome-
tyyli)—3-kefem-4-karboksyy1ihappoa (744 mg, 2 mmoolia) ja trietyyli-
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amiinia (0,61 g, 6 mmoolia) 50-% tetrahydrofuraani-liuocksessa

(20 ml). Sekoitusta jatketaan y6n yli. Seos laimennetaan vedelld
(20 ml) ja pestddn eetterilld (3x50 ml). Vesipitoinen kerros ha-
potetaan pH-arvoon 1 laimealla kloorivetyhapolla ja uutetaan
etyyliasetaatilla (4x50 ml). Yhdistetyt uutteet pestddn vedelld,
kdsitellddn pienelld hiilim#&r&1148 ja kuivataan. Liuottimen pois-
to alennetussa paineessa antaa tulokseksi 6ljymdisen jddnndksen,
joka jdhmettyy trituroitaessa eetteri-n-heksaanilla (1;1; 50 ml).
Tuote 2 kootaan suodattamalla, pestddn eetteri-n-heksaanilla
(1:1; 20 ml) ja kuivataan. Saanto 0,58 g (46 %), sp. 120-130°C

(hajoaa).
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Patenttivaatimukset

1. Menetelmd terapeuttisesti kdytettdvien 7-(o-aminometyyli-
tai metyyliaminometyylifenyyli- tai sykloheksadienyyli- tai tienyy-
liasetamido) -3-/1-karboksimetyyli - (tai -etyyli- tai -propyyli-)-
tetratsoli-5-yylitiometyyli/-3-kefem-4-karboksyylihappojen valmis-

tamiseksi, joiden kaava on

S
PR
A—CHZCONH—CH fﬂ ?HZ T—————j
|
C-CH,-S5-C N
F—Nc” 2 Ny
7 s |
C -OH (CHZ) COOH
I n
0

jossa n on 1, 2 tai 3 ja A on ryhmd

CH,NHR' CH,NHR' CHZNHR'

joissa kaavoissa R on vety, hydroksi tai metoksi ja R' on vety tai
metyyli, sekd ndiden yhdisteiden farmaseuttisesti hyvdksyttdvien
suolojen valmistamiseksi, tunnet tu siitd, ettd annetaan yh-

disteen, jonka kaava on

S
- ~ —
NH2 CT C[:’ iﬂz S I(Il: lbll
-CH,=S
o//C NP 2 \N/N

éOOH (CHz)nCOOH

jossa n merkitsee samaa kuin edells, tai t&min vyhdisteen suolan rea-
goida kaavan

A—CHZ—COX
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mukaisen asyloimisaineen kanssa, jossa A merkitsee samaa kuin edelld,
ja X on halogenidi tai sen funktionaalinen vastine, ja kun asyyli-
ryhmd sisdltdd vapaata aminoa tai hydroksyylid, suojataan mainitut
ryhmdt tavanomaisilla suojaryhmilld, jotka sitten poistetaan kaa-
van I mukaisen yhdisteen saamiseksi, ja haluttaessa muutetaan muo-
dostunut kaavan I mukaisen yhdisteen vapaa happo farmaseuttisesti
hyvidksyttdvdksi suolaksi, ja haluttaessa muutetaan muodostunut kaa-
van I mukaisen yhdisteen suola kaavan I mukaiseksi vapaaksi hapoksi.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd kaavan I mukai-
sen yhdisteen valmistamiseksi, jossa kaavassa n on 1.

3. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd 7-(2-amino-metyy-
lifenyyliasetamido) -3~ (1~-karboksimetyylitetratsoli-5-yylitiometyyli)-
3-kefem-4-karboksyylihapon valmistamiseksi.
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Patentkrav

1. Forfarande f6r framstdllning av terapeutiskt anvdndbara

7-(o-aminometyl- eller metylaminometylfenyl- eller cyklohexadienyl-
eller tienylacetamido)-3-/1-karboximetyl- eller -etyl- eller -pro-
pyl-)tetrazol-5-yltiometyl/-3-cefem-4-karboxylsyror med formeln

s
RN
A-CH,CONH-CH CH C|:H2 N N
| [ I
C C-CH,-S~ C
/ ' N \C// 2 \N /N
o/ ' l
C -CH (CH,) COOH
o)

ddr n &r 1, 2 eller 3 och A dr gruppen

CH,NHR'

2 CH2NHR' CHZNHR'
/ —
\\ ' ai P ai ‘ "
O = L - L

ddr R &r vite, hydroxi eller metoxi ech R' &r vite eller metyl,

samt dessa fbreningars farmaceutiskt godtagbara salter, k & n n e-

t ecknat ddrav, att en f8rening med formeln

S
_ s N —
NH2 CT ﬁH ?HZ F ﬁ
N C-CH,-S=-C N
//C \?4 2 \I:J/
0]
COOH (CHZ)nCOOH

ddr n betecknar detsamma som tidigare, eller ett salt, omsitts med
ett acyleringsmedel med formeln

A-CHZ-COX

ddr A betecknar detsamma som tidigare, och X &r halogen eller dess



40

62841

funktionella motsvarighet, och ndr acylgruppen innehdller en fri
amino eller hydroxyl, skyddas ndmnda grupper med sedvanliga skydds-
grupper, vilka sedan avl&dgsnas f6r erhallande av en f8rening med
formlen I, och om sd Ynskas omvandlas en bildad fri syra av for-
eningen med formeln I till ett farmaceutiskt godtagbart salt och
om s3 Onskas omvandlas ett bildat salt av fOreningen med formeln I
till motsvarande fria syra med formeln I.

2. Férfarande enligt patentkravet 1 fo6r framstdllning av en
forening med formeln I, ivilken formel n &r 1.

3. Forfarande enligt patentkravet 1 f&6r framstdllning av 7-
(2-aminometylfenylacetamido) -3-(1-karboximetyltetrazol-5-yltiometyl) -

3-cefem-4-karboxylsyra.

Viitejulkaisuja-Anfdérda publikationer

Julkisia suomalasisia patenttihakemuksia:-Offentliga finska patentanskningar:
1791/7h, 2264/7h, 2LL9/Th.

Hakemusjulkaisuja:-AnsSkningspublikationer: Saksan Liittotasavalta-
Forbundsrepubliken Tyskland(DE) 1 953 861 (C 07 d 99/24), 2 262 262

(C 07 @ 99/24), 2 362 816 (C 07 4 99/2k4), 2 222 954 (C 07 d 99/24),

2 316 867 (C 07 4 99/2h).

Patenttijulkaisuja:-Patentskrifter: Suomi-Finland(FI) 51 201 (C 07 D 501/36),
50 019 (C 07 D 501/36). Japani-Japan(JP) 7 205 550.
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