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(54) Menetelmi bakteerinvastaisten . 7-(o-aminometyylifenyyli-asetamido- ja
~propionamido )-3-(tetratsolo/4,5-b/pyridatsin-6-yylitiometyyli )-3-kefem~
L-karboksyylihappojen valmistamiseksi - Fdrfarande fOr framstdllning av
antibakteriells T-(o-aminometylfenyl-acetamido- och -propionamido)-3-
(tetrazolo/4,5-h/pyridazin-6-yltiometyl)-3-cefem-k-karboxylsyror

Témé keksintd koskee menetelméd T-(o-aminometyylifenyyliasetamido)-3-(tet-
ratsolo E,S—bjpyridatsin-6—yylitiometyyli)-3-kefem—h—karboksy'ylihapon ja T-(o-
aminometyylifenyylipropioniamido)-3-(tetrat soloEJ s 5—ﬂpyri datsin-6-yylitiometyyli)-
3-kefem-L-karboksyylihapon valmistamiseksi, joilla on kaava

CH,NH
2v2

(CH..) c NH——l/ 5 A
2'n 7 /\T-—N/ 1:1 I

_N -
o’  ~CH, s<_>=n
COOH =

jossa n on 1 tai 2 ja néiden happojen dimetaanisulfonaattijohdannaisten ja niiden

myrkyttdmien farmaseuttisesti hyvéksyttdvien suolojen valmistamiseksi.

Keksinndén mukaisesti valmistettujen uusien yhdisteiden on havaittu olevan
arvokkaita bekteereja tappavia aineita, ravintolisdaineita eldinrehuihin, utaretu-
lehduksen hoitoaineita nautakarjalla ja terapeuttisia aineita siipikarjalla ja muilla
eléimillé, ihminen muksanluettuna, hoidettaessa monien gram-positiivisten ja gram-

negatiivisten bakteerien aiheuttamia tarttuvia tauteja.
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On olemassa runsaasti kirjallisuutta, joka kdsittelee kefalosporii-
niantibiootteja. Térkeimm#t témin alan aikaisemmat tiedot esitetddn alla:
T~-fenyyliasetamidokefalosporaanihappo, josta kidytetddn myss nimityksid 7-ACA:n
N-fenyyliasetyylijohdannainen, kefaloram, PACA ja ilmeisesti nyds fenasporiini
tunnetaan hyvin tieteellisestd kirjallisuudesta. Valmistusta ja/tai ominai-
suuksia koskevia julkaisuja tdstd yhdisteestd benseenirenkaassa olevine subs-
tituentteineen tai ilman niité ja vastaavista yhdisteistd, joissa 3-asetoksi-
metyyliryhméd on korvattu metyyli-, hydroksimetyyli- ja/tai pyridiniummetyyli-
ryhméillé, ovat seuraavat:

Chauvette, R,R,, et al. "Chemistry of Cephalosporin Antibiotics II.
Preparation of a New Class of Antibiotics and the Relation of Structure To
Activity", Journal of the American Chemical Society, 84 3401-4302 (1962).
Chauvette, R.R., et al. "Structure-Activity of Relationships Among 7-Acylami-
docephalosporanic Acids", Antimicrobial Agents and Chemotherapy -1962,
687-694.

Cocker, J.D. et al., "Cephalosporanic Acids, Part II. Displacement of the
Acetoxy-group by Nucleophiles", Journal of the Chemical Society, 5015=-5031
(1965).

Cocker, J.D., et al., "Cephalosporanic Acids, Part IV. T-acylamidoceph-2-
em-4-carboxylic Acids", Journal of the Chemical Society, 1142-1151 (1966).
Culp, H.W., et al., "Metabolism and Absorption of the 7-(Phenylacetamido-l~-
014)-cepha105poranic Acid", Antimicrobial Agents and Chemotherapy - 1963,
243-246.

Jago, M., "Antibacterial Activity of Some Derivatives of 7-Aminocephalospo-
ranic acid Against Staphylococcus Auereus and Synergism Between these

and Other Antibiotice", Britt. J. Pharmacol., 22, 22-23 (1964).

Loder, B., et al., "The Cephalosporin C Nucleus (7-aminocephalosporanic
Acid) and some of its Derivates", Biochemical Journal, 79, 408-416 (1961).
Nishida, M., et al., "Studies on Microbial Degradation of Cephalosporin C
Derivatives II", The Journal of Antibiotics, 21, 375-478 (1i68).

Nishida, M., et al., "Studies of Microbial Degradation of Cephalosporin C
Derivatives I.", The Journal of Antibiotics, 21, 165-169 (1968).

Spencer, J.L., et al., "Chemistry of Cephalosporin Antibiotics VIII. Synthesis
and Structure-Activity Relationships of Cephaloridine Analogues", Antimicro-
bial Agents and Chemotherapy - 1966, 573-580.

Stedman, R.J., et al., "7-aminodesacetocycephalosporanic Acid and its Deri-
vates", J. Med. Chem., 7 (1), 117-119 (1964).
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Sullivan, H.R., et al., "Metabolism of Oral Cephalothin and Rexlated
Cephalosporins in the Rat", Biochemical Journal, 102, 976-982 (1967).

Vymola, F., et al., "The Classification and Characteristics of Cephalosporin
Antibiotics I. Systematic Study of the Quantitative Sensitivity of Some
Pathogenic Microorganisms to Cephaloridine", Journal of Hygiene, Epidemiology,
Microbiology and Immunology, 10, 180-189 (1966).

Monista muista 7-aminokefalosporaanihapon 7-asyylijohdannaisista on
ilmoitettu patenttikirjallisuudessa mukaanluettuna 7-(4~-(o-aminoalkyyli)fe-
nyyliasetamido)kefalosporaanihapot (amerikkalainen patentti n:o 3,382,241).
7-((p-aminofenyyli)asetamido)kefalosporaanihappo (amerikkalainen patentti n:o
3,422,100), 7-(halofenyylitioasetamido)kefalosporaanihapot (amerikkalainen
patentti n:o 3,335,136) ja sellaisten yhdisteiden ldhes rajoittamaton luku-
miird muunnelmia, jotka sisdltyvdt yleiseen kaavaan (ja jota ei usein muulla
tavoin kuvatakaan), joka on esitetty sellaisissa patenteissa kuin hollanti-
lainen patentti 69/02013 (Farmdoc 39,172). 7-(p-aminofenyyliasetamido)kefa-
losporaanihappo paljastetaan amerikkalaisessa patentissa n:o 3,422,103 samoin
kuin vastaava N-trityylijohdannainen (katso myss japanilainen patentti n:o
2712/67) (Farmdoc 25,406).

Amerikkalainen patentti n:o 3,219,662 sisdltdd patenttivaatimukset
yhdisteistd, joilla on rakenne R-CHZ-CO-ACA, jossa R on fenyyli-, nitrofenyy-
li- (erityisesti para-nitro), kloorifenyyli-, alkyylifenyyli- ja alkoksifenyy-
liryhmé, ja vastaavista fenoksi- ja substituoiduista yhdisteistd ja kaikkia
nditd vastaavista yhdisteistd, joissa 3-asetoksimetyyliryhm& on korvattu 3-
pyridiniummefyyliryhméllé. Tdllaisten yhdisteiden laajempaa ryhmidd, johon
kuuluu sarja, jossa R on fenyylitioryhmd, ja myés yhdisteet, joissa R on
bentsyyliryhmi (so. 7-(B-fenyylipropionamido)kefalosporaanihappo), alkoksi-
bentsyyli-, alkanoyylioksibentsyyli-, aminobentsyyliryhmd jne. esitetdédn kidy-
tettdviksi ainakin yleisluontoisesti ldhttaineina englantilaisissa patentds-
sa n:o 1,012,943; ja 1,153,421 (Farmdoc 23,984), katso myss englantilainen
patentti n:o 1,001,478 ja amerikkalainen patentti n:o 3,280,118. Muita 7-fe-
nyyliasetamidokefalosporaanihappoja, joiden bentseenirenkaassa on substi-
tuentteja, kuten hydroksi-~ ja aminoryhmié, paljastetaan léhtdaineina englan-
tilaisissa patentdssa n:o 1,082,943 ja 1,082,962,

Amerikkalafnen patentti n:o 3,341,531 kuvaa 7-(o-, m- ja p-karboksi-
amidometyylifenyyliasetamido)kefalosporaanihappoja ja niiden betaiineja.
Joukko 7-(halo-, dihalo-, nitro- ja halonitrofenyyliasetamido)kefglosporaani-

happoja mainitaan lﬁhtaaineina‘reaktioop tiettyjen nukleofiilien kanssa
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amerikkalaisessa patentissa n:o 3,431,259 (Farmdoc 27,715). Muita 7-(fenyyli-
asetamido)kefalosporaanihappoja, joiden bentseenirenkaassa on erilaisia subs-
tituentteja, paljastetaan japanilaisessa patentissa n:o 2712/67 (Farmdoc
25,406), japanilaisessa patentissa n:o 26105/69 (Farmdoc 40,860), englanti-
laisessa patentissa n:o0 1,178,471 (Farmdoc 27,715, katso hollantilainen pa-
tentti 67/00906) ja japanilaisessa patentissa n:o 25785/69 (Farmdoc 40,847).

Kefalosporiinin 3-asetoksiryhmién korvaamista erilaisilla heterosyk-
lisilld tioleilla on kuvattu

a) eteldafrikkalaisessa patentissa 70/2290 (kateo myds hollantilai-
nen patentti 70/05519 (Farmdoc 80,188 R)), jossa sivuketjut olivat esim.
T-a-aminofenyyliasetamidoryhmid ja tyypillisid heterosyklisii tioleja oli=-
vat 2-metyyli-l,3,4-tiadiatsoli-5-tioli~ ja l-metyyli-1,2,3,4~-tetratsoli-5-
tioli; ja

b) amerikkalaisessa patentissa 3,516,997, jossa T-asemassa olevilla
sivuketjuilla oli rakenne, kuten RO-(alk)m-CO-NH- ja RO-S-(alk)m-CO-NH-,
Joissa 33 0li yksi monista aromaattisista heterosyklisistd ryhmistd, ja 3=
asemassa olevia lukuisia heterosyklisid tioleja olivat esim., le-metyylitetrat-
8oli-5-tioli ja 2-metyyli-1l,3,4-tiadiatsoli-5-tioli Ja

c) amerikkalaisessa patentissa 3,563,983,

Eri kefalosporiinien, kefalosporiini C sattumalta mukaanluettuna, on
annettu reagoida nukleofiilisten, aromaattisten merkaptaanien kanssa yhdis-
teiden valmistamiseksi, joilla on rakenne

S
A AN
8yyli-NH~-CH-CH THZ
O=C—N C-CH,-S~Ar
\ C/ 2
/
COOH

Amerikkalaisessa patentissa n:o 3,278,531 Ar on fenyyliryhmd tai
tietty substituoitu fenyyliryhmé tai tietty aromaattinen, heterosyklinen
rengas, joita on nimitetty esim. palstalla 5. Samantapaisia nukeofiileji,
esim. 2-merkaptopyrinidiinejd, on esitetty amerikkalaisissa patenteissa n:o
5,261,832; 3,479,350 ja 3,502,665 ja englantilaisessa patentissa 1,101,422,
kaikki julkaistu Glaxo'n nimissé, Samankaltainen esitys on ldydettdivissé
Ciba'n nimisséd julkaistusta englantilaisesta patentista 1,109,525 esim.
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ryhmig R5 tarkoittavasta kohdasta "h". Lisdd tdméntyyppisid nukleofiilejd
esitti Fujisawa belgialaisessa patentissa 714,518 (Farmdoc 35,307; hollan-
tilainen patentti 68/06129 ja eteliafrikkalainen patentti 2695/68), kanada-
laisessa patentissa 818,501 (Farmdoc 38,845), englantilaisessa patentissa
1,187,323 (Farmdoc 31,936; hollantilainen patentti 67/14888) ja erityisesti
amerikkalaisessa patentissa 3,516,997 (Farmdoc 34,328; hollantilainen pa-
tentti 68/05179), joka kiésittii yhdisteen nimeltd kefatsoliini, jonka 7-ami-
noryhmissd on tetratsolyyliasetyylisivuketju ja 3-asemassa 5-metyylitiadi-
atsolyylitiometyyliryhmi, ja jota kuvataan jossain middrin tieteellisessd
kirjallisuudessa, esim. julkaisussa Antimicrobial Agents and Chemotherapy-
1969, American Society for Microbiology, Bethesda, Maryland, sivuilla 236-
243 ja julkaisussa J. Antibiotics (Japani) 23 (3), 131-148 (1970).

Aivan viime aikoina on kefalosporiinin 3-asetoksiryhmin korvaamista
erilaisilla heterosyklisilld tioleilla esitetty amerikkalaisessa patentissa
3,563,983 ja hollantilaisessa patentissa 70/05519 (Farmdoc 80,188 R) joissa
sivuketjut olivat esim. 7-o-aminofenyyliasetamidoryhmid ja tyypillisid hetero-
syklisid tioleja olivat 2-metyyli-1,3,4-tiadiatsoli-5-tioli ja l-metyyli=-
1,2,3,4-tetratsoli-5-tioli; viimemainittu vastaa amerikkalaista patenttia
3,641,021 julkaistu 8. helmikuuta 1972 hakemuksen perusteella, joka on
jétetty 18. huhtikuuta 1969, Muita samantapaisia esityksid on l¥ydettdvissd
amerikkalaisesta patentista n:o 3,563,983, belgialaisesta patentista n:o
771,189 (Farmdoc 12,817 T), japanilaisesta patentista 72/05550 (Farmdoc
12,921 T) ja japanilaisesta patentista 72/0551 (Farmdoc 12,922 T).

Erilaisia kefalosporiineja, joilla on rakenne

S
’// \\‘CH

Asyyli-NH-CH-CH 2

0=C =N C-CH,-S-alkyyli
. Z 2
c
!
COOH

jossa asyyli edustaa erilaisia sivuketjuja a-aminofenyyliasetyyliryhmd mu-
kaanluettuna, on kuvattu joissakin yllédolevissa patenteissa ja Glaxo'n bel-
gialaisessa patentissa 734,532 (Farmdoc 41,619) ja belgialaisessa patentissa
734,533 (Farmdoc 41,620) ja amerikkalaisessa patentissa 3,668,203.

Kefalosporiineja, joilla on rakenne
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Asyyli-NH-CH-CH CH2
O=C—N C-CH,-X
\\‘C V4 ¢
]
s COOH 0
" "
Jossa X kHésittid ryhmédt -S=C- ja ~5-C- on esitetty joissakin ylli

olevissa patentissa ja amerikkalaisissa patentissa 39239,515; 3,239,516;
3,2453,435; 3,258,461; 3,431,259 ja 3,431,259 ja 3,446,803,

Asiaan liittyvid julkaisuja tieteellisessd kirjallisuudessa ovat
J. Med. Chem. 8, 174-181 (1965) ja J.Chem.Soc. (Lontoo) 1595-1605 (1965),
5015-5031 (1965) Ja 1959-1963 (1967).

6~-merkaptotetratsolo (4,5-b)pyridatsiinia kuvasivat B. Stanovnik et
al., J.Org.Chem. 35(4), 1138-1141 (1970) yhdisteeni 8 (R=E) nimells 6-merkap-
totetratsolo(l,5-b)pyridatsiini.

Kirjallisuudessa on erilaisia esityksili antibioottien metaanisulfo-
naateista. Niinpd belgialaisessa patentissa 742,728 (Parmdoc 41466 R) kuva-
taan ampisilliinin monometaanisulfonaattia. Amerikkalaiset patentit 3,268,508
Ja 3,295,246 kuvaavat yhden tai useamman kanamysiinin neljisti vapaastaami-
nohaposta muuttamista metaanisulfonaattijohdannaiseksi. Natriumbasitrasii-
nin metasnisulfonaatti paljastetaan amerikkalaisessa patentissa 3,205,137 3ja
neomysiinin suhteen katso J. Antibiotics (Japani) 12, 114-115 (1959). Ruiskee-
na annettava antibiootti kolistimetaani (Warner-Chilcott markkinoi nimellid
"Coly-Mycin") on kolistiinin metaanisulfonaatin natriumsuola; Merck Index
mainitsee esimerkkiné Koyama et al,, Japan 4898 (1957). Kolistimetaanista
esitetdiéin yksityiskohtainen katsaus sivuilla 315-320 julkaisussa U.S.
Dispensatory 26th Edition, J.B. Lippincott Company, Philadelphia, Penns. Si-
té kuvataan Colistin A-valmisteen penta(netaanisulfonihappo)Johdannaison pen-
tanatriumsuolana sivuilla 621-622 julkaisussa U.S.P. XVII. Amerikkalainen
patentti 2,599, 950 paljastaa esimerkissi VIII "polymyksiini-formaldehydi-
natriumbisulfiittiyhdisteen". Katso my8s englantilaiset patentit 874,028;
902,992 ja 896,774 ja japanilainen patentti 15948/61.
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Keksinndn kohteena on menetelmi bakteerinvastaisten 7(o—aminometyylifenyy-
li-asetamido- ja -propionamido)-3-(tetratsolo [h,S—bJ pyridatsin-6-yylitiometyyli)-3-

kefem-L-karboksyylihappojen valmistamiseksi, joilla on kaava

CH,NH,
0
" s N
(CH,) -C-NH— N__N/ \1& 1
s/ =
e £ CH, SU

COOH

jossa n on 1 tal 2 ja niiden myrkyttdmien, farmaseuttisesti hyvéksyttdvien suolo-
jen valmistamiseksi.

Myrkyttdmid farmaseuttisesti hyvéksyttdvid suoloja, joihin yll& viitattiin,
ovat myrkyttdmét karboksyylihapposuolat, esim. myrkyttOmét metallisuolat, kuten
natrium—, kaliumr, kalsium- ja alumiinisuolat, ammoniumsuola ja substituoidut ammo-
niumsuolat, esim. sellaisten amiinien kuin trialkyyliamiinien suolat trietyyliamii-
ni mukesanluettuna, prokaiinin, dibentsyyliamiinin, N-bentsyylibeta-fenetyyliamii-
nin, 1-efenamiinin, N,N'-dibentsyylietyleenidiamiinin, dehydroabietyyliamiinin,
N,N'-bis-dehydroabietyylietyleenidiamiinin, N-(alempi)-alkyylipiperidiinin, kuten
N-etyylipiperidiinin ja muiden sellaisten amiinien suolat, joita on kéytetty muo-
dostamean suoloja bentsyylipenisilliinin kanssa; ja niiden (so. amiinisuolojen)
myrkyttémit happolisdyssuolat mukaanlukien mineraalihappolis8yssuolat, kuten hyd-
rokloridi, hydrobromidi, hydrojodidi, sulfaatti, sulfamaatti ja fosfaatti ja or-
geaniset happolisiyssuolat, kuten maleaatti, asetaatti, sitraatti, oksalsatti,
sukkinaatti, bensoaatti, tartraatti, fumaraatti, malaatti, mandelaatti, askorbaatti
Jjne.

Erityisen suositeltavia kaavan I mukaisten yhdisteiden suoloja ovat dime-
taanisulfonaatin natriumsuolat. Né&m& suolat ovat vesiliukoisina erityisen hyddyl-
lisié ruiskeena kiytett&vien valmisteiden valmistuksessa.

Kaavan I mukaisten yhdisteiden vdlituotteita tai aineenvaihdunnallisia edel-
téajdyhdisteitd ovat yhdisteet, joissa aminoryhmd on "suojattu" sellaisilla subs-
tituenteilla kuin t-butoksikarbonyyli-, karbobentsyylioksi-, formyyli-, o-nitrofe-
nyylisulfenyyli-, 8,8, ftrikloorietoksikarbonyyli~, l-okso-2-pentenyyli-2-, 1-kar-
boetoksi~1-propenyyli-2~ryhméllé jne. Téllaisiin suojesaviin ryhmiin kuuluvat eri-
tyisesti ketonit (erityisesti asetoni) ja aldehydit (erityisesti formaldehydi ja
asetaldehydi), jotka on esitetty esim. US-patenteissa 3 198 804 ja 3 34T 851 ja
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PA-ketoesterit ja M-diketonit, jotka on esitetty esim. US-patentissa 3 325 L79 ja
A-ketoamidit (JA-patentti T1/2471k4).
Keksinndn mukaiselle menetelmflle on tunnusomaista, ettd yhdiste, jolla

on kaava

S

N\
H,N —\/ — \1\:

|~ cH,-s </ =y 11

A\

COOH

tal sen suola saatetaan reagoimaan reaktiivisen happojohdannaisen kanssa, jolla

hapolla on kaava

CHZNHB

(CH.) —COOH 11T

2)n

Jossa B on aminoryhméd suojaava ryhmé ja n on sama kuin ylla, yhdisteen valmista-

miseksi, jolla on kaava

CH_NHB
2 0
"
e _ ,/'N\\
(CH2 )n C-NH —~N
,,L-N
v 0

COOH

jossa B ja n ovat samoja kuin yl1l4 tai sen suolan valmistamiseksi, ja sen jélkeen
poistetaan aminoryhmid& suojaava ryhmd B halutun kaavan I mukaisen yhdisteen tai
sen myrkyttimén, farmaseuttisesti hyvéksyttédvén suolan valmistamiseksi.

Témén keksinndn amfoteeriset yhdisteet valmistetaan liittamallé
kaavalla II médriteltyyn 7-amino-3—(tetratsolo[fh,S-b:]pyridatsin-6-
yylitiometyyli)-3-kefem-4-karboksyylihappoon kaavan III mukainen happo
tai reaektiokyvyltddn sitéd vastaava yhdiste primaarista aminoryh-
méd asyloivana aineena. Liitt&misen jélkeen aminoryhméd suojaave ryhmé B poiste-
taan halutun tuotteen aikaansaemiseksi. Kaavassa III B esittéd sen tyyppisté suo-
Jaavaa ryhméd, jota kdytetddn joko peptidisynteeseisséd tai jossakin lukuisista
ampisilliinin tai kefaloglysiinin tai kefaleksiinin synteeseisté, joissa léhdeté#én
2-fenyyliglysiinistd. Erityisen arvokkaita suojaavia ryhmi& ovat protoni, kuten

yhdisteessd, jolla on kaava
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CH2NH2.HCl
0]
1"
(CH2)n-C—Cl

tai @-diketoni tai @ketoesteri kuten englantilaisessa patentissa 1 123 333 ja
emerikkalaisissa patenteissa 3 325 479 ja 3 316 247, esim. metyyliasetoasetaatti
tai @-ketoamidi kuten japanilaisessa patentissa T1/24714 (Farmdoc 47 321 8), jossa
tapauksessa suojatun aminoryhmén sis@ltévé happo konvertoidaan mieluummin anhyd-
ridiseokseksi esim. etyyliklooriformiamatin kanssa ennenkuin sen annetaan reagoida
vhdisteen II tai sen suolan kanssa halutun tuotteen I muodostamiseksi sen jdlkeen,
kun suojaava ryhmd on poistettu.

Jatkona ylld olevalle niité suojaavia ryhmié koskevalle esitykselle, joita
kidytetédn sivuketjuhapon vapaassa aminoryhméssé sen yhdisteeseen II liittédmisen
aikana, suojaava ryhmé poistetaan sitten témén keksinndn tuotteiden muodostamiseksi,
esim. t-butoksikarbonyyliryhmé voidaan poistaa késittelemélld sitéd muurahaishapol-
la tai trifluorietikkahapolla, karbobentsyylioksiryhmé voidaan poistaa katalyyt-
tiselld hydrauksella, 2-hydroksi-1-naftkarbonyyliryhméd voidaan poistaa happohyd-
rolyysilld, trikloorietoksikarbonyyliryhmé voidaan poistaa kédsittelemélld sitéd
sinkkipdlylla Jjadetikassa ja 1-karboetoksi-1-propenyyli-2-ryhmé poistetaan mie-
luummin k&sittelemdlld sitd muurahaishapolla. On selvéd, ettd muitakin reaktio-
kyvyltddn vastaavia aminoryhméd suojaavia ryhmid voidaan kéyttéa ja téllaisten ryh-
mien katsotaan kuuluvan t&mén keksinndn suojapiiriin.

Niinpé mité tulee kaavan III happoon, jota on tarkoitus kéyttéé liitt&mi-
seen yhdisteeseen II, reaktiokyvyltddn vastaavia yhdisteitd ovat vastaavat happo-
anhydridit, mukaanluettuna seosanhydridit ja erityisesti ne seosanhydrit,

jotka on valmistettu vahvemmista hapoista, kuten karboksyylihapon tai alkyyli- ja
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aryylisulfonihappojen ja steerisesti estetympien happojen, kuten difenyylietikka-
hapon alemmet alifaattiset monoesterit. Lisdksi voidaan kdyttdi happoatsidia tai
aktiivista esterid tai tioesterid (esim. p-nitrofenyylin, 2,4-dinitrofenolin,
tiofenolin tai tioetikkahapon kanssa) tai itse vapaa happo voidaan 1iitt&& yhdis-
teeseen II, kun sanotun vapaan hapon on ensin annettu reagoida N,N'-dimetyyli-
klooriforminiumkloridin kanssa (vrt. englantilainen patentti 1 008 170 ja Novak
Ja Weichet, Experientia XXI, 6, 360 (1965)) tai kdyttden entsyymej& tai N,N'-
karbonyylidi-imidatsolia tai N,N'-karbonyyliditriatsolia (vrt. eteldafrikkalainen
patentti 63/2684) tai karbodi-imidireagenssia (erityisesti N,N'-disykloheksyyli-
karbodi-imidi&, N,N'-di-isopropyylikerbodi-imidia tai N-sykloheksyyli~N'-(2-morfo-
linoetyyli)-karbodi~imidi&; vrt. Sheehan ja Hess. J. Amer. Chem. Soc., 77, 1067
(1955)) tai alkylyyliamiinireagenssia (vrt. R. Buijle ja H.G. Viehe, Angew, Chem.
International Edition 3, 582, (196L)) tai isoksatsoliumsuolareagenssia (vrt. R.B.
Woodward, R.A. Olofson ja H. Mayer, J. Amer. Chem. Soc., 83, 1010 (1961)) tai
keteeni-imiinireagenssia (vrt. C.L. Stevens ja M.E. Mond, J. Amer. Chem. Soc.,

80 (4065)).

Toinen happokloridia vastaava yhdiste on vastaava atsolidi, so. vastaavan
hapon amidi, jonka amidityppi on jésen puoliaromaattisessa, viisijdsenisessd ren-
kaassa, joka sisélt&d véhint&&n kaksi typpiatomia, so. imidatsoli, pyratsoli,
triatsolit, bensimidatsoli, bensotriatsoli ja niiden substituoidut johdannaiset.
Esimerkkind atsolidin yleisestd valmistusmenetelméstd N,N'-karbonyylidi~imidatso-
lin annetaan reagoida karboksyylihapon kanssa ekvimolaarisissa suhteissa huoneen-
lémpétilassa tetrahydrofuraanissa, kloroformisse dimetyyliformemidissa tai vastaa-—
vassa inertisséd liuottimessa karboksyylihappoimidatsolidin muodostamiseksi kaytén-
nollisesti katsoen kvantitatiivisella saannolla, jolloin vapeutuu hiilidioksidia

Ja yksi mooli imidatsolia. Dikarboksyylihapoista saadaan di-imidatsolidia. Sivu-
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tuote imidatsoli saostuu ja voidaan erottaa Ja imidatsolidi eristii,

mutta tim¥ ei ole vAlttimitdénti.

Menetelmit niiden reaktioiden suorittamiseksi kefalosporiinin valmistamiseksi
ja niin saadun kefalosporiinin eristiémisessd kiytetyt menetelméit ovat alalla
hyvin tunnettuja.

Yl1ld mainittiin entsyymien kdyt8sti vapaan hapon liittimiseksi suo-
Jjattuine aminoryhmineen yhdisteeseen II., Tdllaisten menetelmien piiriin
kuvluu tdmén vapaan hapon esterin, esim. metyyliesterin kidyttd eri mikro-
organismien tuottamien entsyymien kanssa, kuten niiden, joita ovat kuvanneet
T, Takahashi et al., J. Amer. Chem. Soc., 94(11), 4035-4037 (1972) ja T.
Nara et al., J. Antibiotics (Japani) 24(5), 321323 (1971).

Kun ylld kuvatut liittdmis- ja suojauksen poistoreaktiot on saatu
piitskseen, voidaan kahtaisionituotteet, joilla on kaava

CHpNE®
0 .
] ‘ S VAN
(CHQ)n -C - NH‘—W—————I /N"N ?
s—N /" CHp-S =N
0 —
'co0®
haluttaessa koavertoida dimetaanisulfonaattinatriumsuoloiseen, joilla on
kaava
CH,N(CHpS03Ne)p
o
) S
(CHp), - C - NH-—-——"{
V/ oum y/ CHQ'S
0 o

COONa

Kahtaisionisen kefalosporaanihapon konversio dimetaanisulfonaattijohdannai-
siksi voidaan suorittaa alalla tunnetuilla menetelmilld, Suositeltavassa me=-
netelmissé annetaan kahtaisionin reagoida natriumformaldehydibisulfiitin

(tai sen lihteen, kuten esim. natriumbisulfiitin ja formaliinin) ja veden
kanssa vahvan natriumemiéksen, esim. natrium-2~etyyliheksanoaatin lésndolles-
sa. Ylld oleva seos limmitetdin huoneenldmpstilan yldpuolelle, esim. yli n.
40°C:n Ja mieluumnmin vdlille 40-45°C lyhyeksi ajaksi, kunnes muodostuu halu-
tun tuotteen liuos., Tuote otetaan talteen kiintednd aineena saostamalla esim.
lisdimdlld vesiliukoista, olennaisesti vedetdntd liuotinta, joka on mieluum-

min alkoholi, kuten etanoli tai isopropanoli. Vaihtoehtoisesti voidaan kah-
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taisioniset tuotteet konvertoida vanhastean tunnetuilla menetelmilld myrkytt&miksi,
farmaseuttisesti hyvéksyttdviksi suoloiksi.

Alaan perehtyneille on ilmeistd, ettd kaavan I mukaiset yhdisteet voidaan
vaihtoehtoisesti valmistaa ensin asyloimalla T-aminokefalosporaanihappos tai sen
suolaa halutulla T-sivuketjuhapolla tai reaktiokyvylté&&n sité vastasavalls aineella
ja korvasmalla sen jédlkeen 3-asetoksiryhmé 6-merkaptotetratsolo/l,5-b/-pyridatsii-
niryhméll4 halutun tuotteen sasmiseksi. _

LahtSaineena kdytetty T-amino-3-(tetratsolo[fh,s—q] pyridatsin-6-yylitiome-
tyyli)-3-kefem-4-karboksyylihappo, jolla on kaava II

s
5N
H_N-CH~-CH CH
2 |} 1 ] 2
C—N C-CH T
o c?
| ]
COOH

tai sen suola voidaan valmistaa saattamalla T-aminokefalosporasnihappo tai sen

suola reagoimaan tiolin kanssa, jolla on kaava

tai sen suolan,veﬁullisesti natrium? tai kaliumsuolan kanssea,
T-aminokefalosporaanihapon esteriryhmin, esim. 3-asetoksiryhmén korvaeminen
tioliryhméllé on hyvin tunnettu resktio ja se voidaan toteuttas vesiliuoksessa
laimean eméksen kuten natriumbikarbonaatin lésn#ollessa. Reaktio suoritetsan mie-
luummin edullisesti noin 50-100°C:ssa.
T-amino-3-(tetratsolo/l,5-b/pyridatsin-6-yylitiometyyli )-3-kefem-s-karboksyy-
lihappo on hyddyllinen vdlituote valmistettaessa kaavan I mukaisia yhdisteiti.
Hoidettaessa bakteeritartuntoja ihmisillé keksinndn mukaisesti valmistettuja
yhdisteitd annetaan parenteraalisti noin 5-200 mg/kg/péivé, edullisesti noin
5-20 mg/kg/pdivd jaettuina annoksina, esim. kolme tai neljé kertaa pdivéssé. Niitd
annetaan annostusyksikk&ind, jotka sis8ltévét esim. 125, 250 tai 500 mg aktiivista
aineosaa sopivien fysiologisesti hyvéksyttévien kantoaineiden tai laimentimien

kanssa. Annostusyksikdt ovat nestemiisten valmisteiden kuten liuosten tai suspen-

sioiden muodossa.
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Seuraavat esimerkit valaisevat keksinndn mukaista menetelméd. Kaikki l&mps-

tilat ovat Celsius-asteina. T-amino-kefalosporaanihappo lyhennetidén merkinniéllé

7-ACA; -ACA-esitté# radikaalia, jolla on rakenne

-NH—CH-CH’/S\‘CH
| | 1 2
0¢C —N ~ ) /C-CHZ—
éOOH
0
je néin ollen T-ACA-yhdistettd voidaen esittéé kaavalla H-ACA*O—E—CH3.
Esimerkki 1

H
24 £-BuOCON NH-BOC
0OH > COOH

2,4-DNP,DCCxy
~

4 15 16
N
NH-BOC ‘
| (14)
Coo NO2
>
a7 0,
NH-BOC
CO~-NH —
CF_COOH
# 3 >
0 7

NH2
CO-NH=
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7-amino-3-(tetratsolo-(4,5-b)pyridatsin-6-yylitiometyyli)-3-kefem=-
4-karboksyylihappo

\4

- "
Ha“‘“[/ 3 p— N
y |

pL

7-amino-3-(tetratsolo-(4,5-b)pyridatsin-6-yylitiometyyli)-3-kefen~

4-karboksyylihappo (14)

i) Kuumaan liuokseen (50-60°C), jossa oli 9,56 g (0,062 moolia) tuo-
tetta 13 ja 10,42 g (0,124 moolia) natriumbikarbonaattia 300 ml:ssa vettd, li-
sittiin varovaisesti 16,86 g (0,062 moolia) 7-ACA:a ja seosta pidettiin 80-85%2
8sa 30 min, Reaktioseokseen lisdttiin noin 7 g natriumbikarbonaattia liukene-
mattoman aineen liuottamiseksi. Liuosta kdsiteltiin aktiivihiilelld, suoda-
tettiin ja suodos hapotettiin pH-arvoon 5 laimealla kloorivetyhapolla. Sakka
otettiin talteen suodattamalla, pestiin vedelld, kuivattiin ilmalla ja lo-
puksi tyhjsssié PO :n avulla, jolloin saatiin 14,47 g (64 %) tuotetta 14.
Sp. 248-250°C (hajoaa).

ii) Sekoiitettua liuosta, jossa oli 16,8 g (0,11 moolia) tuotetta 13
ja 18,48 g (0,22 moolia) NaHCO5:a 1 1:esa 0,1-M fosfaattipuskuria (pH 6,4), pi-
dettiin 50°C:ssa ja liuokseen lisdttiin annoksittain 30 g (0,11 moolia) T-

ACA:a. Seosta pidettiin 80°C:8ea 2,5 tuntia, jcena aikana liukenematon aine
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sidilyi tallella. Reaktioseos jééihdytettiin huoneenléimpStilaan ja saostettu
tuote 14 otettiin talteen suodattamalla, pestiin perusteellisesti 200 ml:
lla vettd ja kuivattiin ilmalla.

Lisdd tuotetta 14 saatiin suodoksesta ja pesuliuoksista hapottamalla
ne pH-arvoon 5 laimealla HCl:lla. Kokonaissaalis 32,9 g (83 %). Sp. 245-250°C
(hajoaa).

IR: yﬁiﬁ 1800, 1615, 1538, 1360 cm™l.

UVs v ;af NaHCO; 537 np (e 19500), 275 nm (€ 12000), 310 nm(sh) (8 5700).

NMR: b D20 + K2

ppo
4,00 (1E, 4, 10 Hz, 3-032), 4,48 (1H, d, 10 Hgz, 5-032), 4,93 (1H, 4, 4 Hz,

co, 3,35 (1H, 4, 18 Hz, 2-H), 3,76, (1H, 4, 18 Hz, 2-H),

3

6-8), 5,32 (18, 4, 4 Hz, 7-H), 7,46 (1H, d, 10 Hsz, pyridatsiini-HE), 8,18

(18, 4, 10 Hz, pyridatsiini-H).

Laskemalla kaavasta: 012H11N70382: ¢, 39,44; H, 3,03; K, 26,83; S, 17,55
Kokeellisesti: ¢, 39,19; H, 2,71; N, 26,84; S, 17,35.

t-butoksikarbonyyliatsidi (15)

Jédhdytettyyn liuokseen, jossa oli 100 g (0,76 moolia) t-butyyli-
karbatsaattia 87 g:ssa jéletikkaa ja 120 ml:ssa vettd, liséittiin tipoittain
livos, jossa oli 60 g (0,85 moolia) natriumnitriittid 50 ml:ssa vettd 40 min.
aikana samalla, kun lémpttila pidettiin 10-15°C:esa. Lisdyksen pHiatyttyd
sekoitusta jatkettiin vield 30 min. samassa limpttilassa. Seokseen lisdttiin
100 ml vettdi ja erottunut 8ljy uutettiin viidelld 100 ml:n eréilld metyleeni-
kloridia. Yhdistetyt orgaaniset uutteet pestiin 100 ml:lla 10 %:sta nat-
riumbikarbonaattiliuosta ja 100 ml vettd perdkkéin ja kuivattiin vedetid-
milld natriumsulfaatilla. Metyleenikloridi poistettiin alennetussa paineessa
vesihauteella, jota pidettiin 40-45°C=sas. Jéljelle jiddnyt atsidi tislattiin
ja otettiin talteen 45°C=ssa ja 20 mm Hg:n paineessa. Se painoi 92,7 (84 %).

o-(t-butoksikarbonyyliaminometyyli)fenyylietikkahappo (16)

Liuokseen, jossa oli 70 g (0,35 moolia) o-aminometyylifenyylietikka-
hapon hydrokloridia (4) ja 116 g (1,15 moolia) trietyyliamiinia (THA) 400 ml:
sea vettd, lisdttiin tipeittain liuos, jossa oli 64 g (0,45 moolia) t-butolsi-
karbonyyliateidia (15) 300 ml:ssa tetrahydrofuraania (THF) sekoittaen 0°c:
ssa. Lisdyksen pdiityttyd lémpttilan annettiin nousta huoneenlémpttilaan ja
sekoitusta jaskettiin 20 tuntia. Tetrahydrofuraani tislattiin pois alle 40°C=
ssa ja.vesiliuos pestiin 200 ml:lla eetterid, sen piille kerrostettiin 200 o
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etyyliasetaattia ja hapotettiin laimealla kloorivetyhapolla pH-arvoon 3 Jdadh-
dyttien 0°C:en. Orgaaninen kerros erotettiin ja vesikerros uutettiin neljidl-
18 200 ml:n erdlli etyyliasetaattia. Yhdistetty etyyliasetaattiliuos pestiin
200 ml:lla vettd, kuivattiin vedettdmilli natriumsulfaatilla ja vikevSitiin
tyhjdssi. Konsentraatiia kiésiteltiin 500 ml:lla n-heksaania, jolloin saa-
tiin 87,9 g (95 %) tuotetta 16 viritt¥mini neulasina, jotka sulivat 114-116°C:
esa,

2y4-dinitrofenyyli-p-t-butoksikarbonyyliaminometyylifenyyliasetaatti

(17)

Disykloheksyylikarbodi-imidid (17,72 g, 0,086 moolia) (DCC) lisittiin
yhteni eriénd seokseen, jossa oli o-(t-butokaikarbonyyliaminometyyli)fanyyli-
etikkahappoa (16) (22,73 g, 0,086 moolia) ja 2,4-dinitrofenolia (15,82 g,
0,086 moolia) (2,4-DNP) 250 ml:ssa THF:a. Reaktioseosta sekoitettiin 2 tun-
tia huoneenlémpttilassa. Saostunut disykloheksyyliurea suodatettiin pois ja
pestiin 100 ml:lla THF:a. Suodos ja pesuliuokset yhdistettiin ja vikeviitiin
alipaineessa alle 50°C=saa, Jolloin saatiin viskoosi keltainen 81jy, jota
hierrettiin n-heksaanissa (150 ml) ja saatiin tuotetta 17 keltaisina neula-
eina. Saalis 34,9 (94 %). Sp. 76-77°C.

IR: Yior 3340, 1785, 1685, 1610, 1540, 1530, 1500, 1340 ca™l.

Laskemalla kaavasta czoﬂzlljoes c, 55,683 H, 4,91; N, 9,74

Kokeellisesti: C, 55,70; H, 5,05; N, 9,93.
7-(o-t-butoksikarbonyyliaminometyylifenyyliasetamido)=-3~(tetratsolo-

(4,5-b)-pyridatsin-6-yylitiometyyli)~3-kefem-4-karboksyylihappo (18)

Liuokseen, jossa oli 20,26 g (0,047 moolia) tuotetta 17 150 ml:ssa
tetrahydrofuraania, lisidttiin yhdelld kertaa liuos, jossa oli 14,40 g (0,039
moolia) motetta 14 ja 19,19 g (0,19 moolia) TEA:a 150 ml:sea tetrahydrofuraa-
nin 50 %#:sta vesiliuosta O-5°C:ssa. Reaktioseosta sekoitettiin 18 tuntia ja
vikeviitiin alipaineessa tetrahydrofuraanin poistamiseksi alle 30°c:ssu.
Vesipitoinen konsentraatti pestiin kahdella 200 ml:n erdlld eetteri#, hapo-
tettiin pH-arvoon 2 laimealla kloorivetyhapolla ja uutettiin viidelld 200 ml:n
erilli eetteril, hapotettiin pH~-arvoon 2 laimealla kloorivetyhapolla ja uutet-
tiin viidelld 200 ml:n eridlléd etyyliasetaattia. Yhdistetyt uutteet pestiin
kahdella 100 ml:n erdlld vettd, kuivattiin vedettomillli natriumsulfaatillas,
kigiteltiin aktiivihiilelld ja suodatettiin, Haihduttamalla liuotin pois
saatiin vaaleankeltainen $ljy, jota hierrettiin eetterissi ja saatiin 13,89 g
(58 %) tuotetta 18. Sp. 166-173°C (hajoaa).



17 57111

IR: y:f: 1770, 1710, 1690, 1535, 1370, 1255, 1170 cm™t.

Analyysi laskemallas kaavasta c2632838°682'32°’ C, 49,51; H, 4,79; N, 17,77;
s, 10,17.
Kokeellisesti: C, 49,58; 49,65; H, 4,15; 4,59; N, 17,41; 17,66; S, 10,14.
T=(o-aminometyylifenyyliasetamido)-3-(tetratsolo(4,5-b)~pyridatein~-
6-yylitiometyyli)-3-kefem~-4~karboksyylihappo (20)
20 ml:aan trifluorietikkahappoa liséttiin yhdelld kertaa 13,80 g
(0,022 moolia) tuotetta 18 ja seosta sekoitettiin 45 min. 0,10°C:saa. Reakto~-
seokseen liséttiin 300 ml eetteriié, jolloin saatiin tuote 20 trifluoriase-
taattinaan, joka otettiin talteen suodattamalla ja pestiin eetterilld. Tri-
fluoriasetaatti liuvotettiin 20 mlsan vettd ja pH sHidettiin arvoon 5 ammo-
niumhydroksidilla, jolloin saatiin kahtaisioni kumimaisena 8ljyni, joka ero=-
tettiin dekantoimalla ja hierrettiin vedellé. Kiintei tuote otettiin talteen
suodattamalla, pestiin 20 ml:lla vettd ja 200 ml:lla asetonitriiliié perikkidin
Ja kuivattiin tyhj8ssd fosforipentoksidilla, jolloin saatiin 5,10 g (45 %)
tuotetta 20, joka oli melko puhdasta, mutta amorfista.
Tuotteen 20 uudelleenkiteytys - amorfinen jauhe (3,50 g) liunotettiin
400 ml:aan tetrahydrofuraanin 50 %:sta vesiliuosta kuumentaen 60-70°c:oen
voimakkaasti sekoittaen. Liuosta kiisiteltiin pienelld milirdlld aktiivihiil-
ti. Suodos jédhdytettiin, astian seindmidé raaputettiin lasisauvalla ja liu-
oksen annettiin seistd yli ydn jHidkaapissa, jolloin saaviin 2,27 g tuotetta
20 hienoina neulasina, jotka sulivat 190-193°C=ssa (hajoaa).
Analyysi: Laskemalla kaavasta 021320N80482.1,5320: C, 46,76; H, 4,30;
N, 20,77; S, 11,89.
Kokeellisesti: C, 47,18; 47,37; H, 4,08; 3,88; N, 20,93; 20,23; S, 12,03.
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Esimerkki 2

CH;COCH, COCE | CHy
NH,, o @w-mn-coou
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COOH ¢, fi;ona CCCHa
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CO,H
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20,

Natrium-o-(l-etoksikarbonyyli-l-propen~-2-yyliaminometyyli)fenyyliase-

taatti (19)

Natriumetoksidin alkoholiliuokseen (metallista natriumia 5,75 g (0,25
g-atomia) ja absoluuttista etanolia 500 ml) liséttiin 41,26 g (0,25 moolia)
o-aminometyylifenyylietikkahappoa (saatu neutraloimalla hydrokloridia 4 am-
moniakin vesiliuoksella) ja 32,5 g (0,25 moolia) etyyliasetoasetaattia pe-
rikkdin, Seosta refluksoitiin 6 tuntia ja késiteltiin aktiivihiilelld ja
suodatettiin piimaan ("Dicalite") ldpi. Suodatinkerros pestiin 200 ml:lla
kuumaa etanolia. Yhdistetyt suodos- ja pesuliuokset haihdutettiin léhes kui~
viin ja jddhdytettiin Ooc:een, jolloin saatiin tuotetta 19 virittdmind neu-
lasina, jotka otettiin talteen suodattamalla, pestiin 200 ml:lla etanolia
ja kuivattiin tyhjosséd P205:n avulla. Kiinted tuote 19 painoi 44,51 g. Lisid
tuotetta 19 saatiin vidkevdimdlld emiliuvos. Kokonaissaalis 56,51 g (79 %).

Sp. 231-232°C (hajoaa).
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7-(o-aminometyylifenyyliasetamido)=-3-(tetratsolo(4,5-b)pyridatsin-

6-yylitiometyyli)-3-kefem-4-karboksyylihappo (20)

Etyyliformaattia (6,87 g, 0,0063 moolia) lisdttiin yhdelld kertaa
sekoitettuun suspensioon, jossa oli 17,44 g (0,057 moolia) natrium-0-(1l-
etoksikarbonyyli-l-propen-2-yyliaminometyyli)fenyyliasetaattia (19) 200 ml:
ssa kuivaa THF:a, joka sisdlsi 1 ml N,N-dimetyylibentsyyliamiinia -15°C:
ssa.'Sekoitus lopetettiin ja jé#hdytetty liuos, jossa oli 20,80 g (0,057
moolia) tuotetta 14 ja 9,60 g (0,095 moolia) trietyyliamiinia 200 ml:ssa
THF:n 50 %ssta vesiliuosta, liséttiin hitaasti seinimid pitkin. Seosta se-
koitettiin voimakkaasti 30 min, 0—15°C:ssa, kisiteltiin aktiivihiilelld Jja
gsuodatettiin: "Dicalite"-piimaan ldépi. Kerros pestiin 50 ml:lla THF:n 50 %:
sta vesiliuosta, joka sisdlei 8 ml trietyyliamiinia. Muurahaishappoa (3 ml)
lisdttiin suodoksen ja pesuliuosten yhdistettyyn liuokseen reagoimattoman
7-ACA:n (2,5 g) saostamiseksi, joka suodatettiin poias. Suodokseen sekoitet-
tiin 200 ml eetterii ja sen jdlkeen 15 ml muurahaishappoa. Seosta sekoitet-
tiin 10-15 min. huoneenlémp8tilassa ja saatu sakka otettiin talteen suodat-
tamalla, pestiin 100 ml:lla eetterid ja 500 ml:lla vettd perédkkdin ja kui-
vattiin tyhj8sed P205:n avulla, jolloin saatiin 23,05 g (79 %) tuotetta 20,
sp. 180-186°C (hajoaa).

Tuotteen 20 uudelleenkiteytys - yllikuvattua amorfista tuotetta
(12,93 g) liuotettiin 1,2 l:an THF:n 50—60°C:ssa voimakkaasti sekoittaen,
kéisiteltiin 5 g:lla aktiivihiiltd ja suodatettiin., Suodos ympdttiin ja
siti sdilytettiin jdikaapissa yli y¥n, jolloin saatiin 7,80 g tuotetta 20
hienoina neulasina. Sp. 186-189°C (hajoaa).

Esimerkki 3

7-(o-aminometyylifenyyliasetamido)=-3~(tetratsolo(4,5-b)pyridatsin=-
6-yylitiometyyli)-3~kef em-4-karboksyylihapon kahtaisionimuodon (0,361 g)
suspensiota 3 ml:ssa metanolia jédihdytetddin jdilld Ja kiisitellddin muutamalla
tipalla wikevii kloorivetyhappoa, kunnes saadaan kirkas liuos. 7-(o-amino-
metyylifenyyliasetamido)-3-(tetratsolo(4,5)pyridatsin-6-yylitionetyyli)=-3-
kefem~4-karboksyylihapon hydrokloridi saostuu vaaleanruskean virisend kiin-
teiini .aineena lisiittéessi eetterii ja se otetaan talteen suodattamalla ja
kuivataan tyhm¥ssd P205:n avulla.

Bsimerkki 4

7-(o-aminometyylifenyyliasetamido)-3-(tetratsolo(4,5-b)pyridatsin-6-
yylitiometyyli)-3-kefem-4-karboksyylihapon kahtaisionimuodon (0,361 g) sekoi~
tettuun suspensioon lisiétdién 1-N natriumhydroksidin vesiliuosta huoneen lam-
pétilassa, kunnes saadaan kirkas liuos (pH 10,8). Témé liuos pakastekuiva-
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taan vilittémisti, jolloin saadaan epdpuhdasta, kiinte## natrium-7-(o-amino-
metyylifenyyliasetamido)-3~(tetratsolo(4,5-b)pyridatsin-6-yyli tiometyyli)=3-

kefem-4~karboksylaattia,
Dimetaanisulfonaatin valmistusmenetelmd
Esimerkki 5

'f“a““a

I
T ——CH_-C-NH-CH—CH
<\:/> SR
| N\
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~- HOCH,SOsNa ~+ "CHy (CH,)5CH~COONa
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l. FKuumenna vedessi

2. Kisittele hiilelld ja suodata

3. Lisdd suodos vedettdmidén alkoholiin.
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Menettely:

Aseta 2,0 moolia (noin 1025 g vedettmiini laskettuna) 7-(o-amino-
metyylifenyyliasetamido)-3-(tetratsolo~(4,5=b)=pyridatsin-6-yylitiometyyli)-
3-kefem-4-karboksyylihappoa, 540 g natriumformaldehydin bisulfiittia (4,03
moolia), 3000 ml vettd ja 2700 ml (4,87 moolia) 30 %:sta SEH:a (natrium-2-
etyyliheksanoaattia) asetoniin liunotettuna sopivaan siilisén ja kuumenna
seos sekoittaen 40-45°C:can. Seos liukenee noin 10 minuutissa keltaiseksi
liuokseksi.

15 minuutin kuumennuksen jiéilkeen lisii 50 g vdrid poistavaa hiiltd
("Darko KB") liuokseen ja sekoita vield 15 min. 40-45°C:ssa.

Suodata piimaan ("Dicalite") lipi, kun reaktioseosta on pidetty 40-
45°C:aaa yhteensd 30 min.

Pese hiilikakku 2000 ml:lla 50 %3sta etanolin vesiliuosta. Yhdisti
uutteet, sididd lémpdtila 25°C:een Je lisdd liuos 25°C:asa 112 litraan no-
peasti sekoitettua 100 %:sta etyylialkoholia. Muodostuu hieno, valkoinen,
amorfinen sakka, joka on natrium-7-(o~aminometyylifenyyliasetamido)-3-(tetrat-
solo(4,5-b)pyridatsin-6-yylitiometyyli)-3-kefem~4-karboksylaatin di(natrium-
metaanisulfonaattia).

Sekoita suspensiota noin 10 min., ja suodata sitten ja pese kakku 15
l:1la 100 %:sta etyylialkoholia.

xniva; kakkua 50-55°c:eea uunissa, jossa on ilmankierto noin 2 tun-
tia ja sittenatyhjassa 4-6 mm:n paineessa 24 tuntia.

Saalis on noin 1200-1400 g amorfista, valkoista, kiinteid natrium-7-
(o-aminometyylifenyyliasetamido)-3-(tetratsolo(4,5-b)pyridatsin-6-yylitio-
metyyli)-3-kefem-4-karboksylaatin di(natriummetaanisulfonaattia). Tuote si-
sliltid tavallisesti muutamia prosentteja vettéi ja mahdollisesti pienen miili-
rin etanolia.

Téstd tuotteesta voidaan my¥s kiyttdd nimed natrium-7-(o-N,N-bis(nat-
riumsulfometyyli)aminometyylifenyyliasetamido)-3-(tetrateolo(4,5-b)pyridat-
sin-6-yylitiometyyli)-3-kefem-4-karboksylaatti.

Bsimerkki 6

Valmistetaan seuraava liete:

2,19 g natriunformaldehydin bisulfiittia (2 ekvivalenttia)

3,5 g T-(o-aminometyylifenyyliasetamido)=-3~(tetratsolo(4,5-b)pyridatsin-6-
yylitiomotyylig-j-kofen-4-karboksyylihappo kahtaisionia (100-200 mesh).

25 ml vettd (tilavuutta voidaan vaihdella).
14 ml 30 %:sta SEH:n isopropanoliliuosta
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Saadaan lihes valmis liuos noin 0,5 tunnin nopean sekoituksen jil-
keen 24°C:saa. Seoksen liémpStila nostetaan nopeasti 40-45°C:on. Tatd ylli-
pidetidin noin 2 minuuttia ja jéihdytetddn sitten nopeasti 20-25°C:on.

Liuos suodatetaan vihiiisten liukenemattomien aineiden poistamiseksi
(1ivotuksen kokonaisaika ei saa ylittid 2 tuntia).

Livos, jonka pH on 7,3, lisdtdin 5 min. aikeana 600 ml:aan erittiin
nopeasti sekoitettua absoluuttista etanolia (muita alkoholeja kuten vedetin-
td isopropanolia voidaan kiyttdd). Muodostuu natrium-?-(o-aminometyylifenyy-
liasetamido)-3-(tetrateolo(4,5-b)pyridatein-6-yylitiometyyli)-3~kefen-4-
karboksylaatin di(natriummetaanisulfonaatin) amorfinen sakka. Seosta sekoi-
tetaan 5 min. Sakka otetaan talteen suodattamalla, pestiin 60 ml:lla etano-
lia (tai isopropanolia) ja kuivataan tyhjsssi 50°C:ssa 24 tuntia. Saalis on
noin 4,3 g.

Tuotetta liukenee veteen pH-arvolla noin 7 vidhintdin 200 mg/ml:n
n#ird. Tdllainen liuos on stabiili vihintddn 2 tuntia huoneenlémpttilassa;
laimeammat liuokset ovat stabiileja kauemminkin. Tuote osoittaa samoja bak-
téereja tappavia ominaisuuksia kuin siti edeltdvi kahtaisionikin ja on bio~
logisesti tdysin aktiivinen onpa se sitten hydrolysoitu takaisin kahtais-
ioniksi tai ei.

Esimerkki 7

Hatrium-7-(o-N,N-bis-(natriumsulfometyyli)aninometyylifenyyliaseta—

mido)-3-(tetratsolo(4,5-b)pyridatein-6-yylitiometyyli)-3-kef em-4-

karboksylaatti

A, Valmistus kiyttden hydroksimetaanisulfonaattia

Seosta, jossa oli 1 g (1,95 mmoolia) 7-(o-aminometyylifenyyliasetami~
do-3~(tetratsolo(4,5-b)pyridatsin-6-yylitiometyyli)-3-kefem-4-karboksyyli~
happoa, 1,52 g (10 mmoolia) natriumhydroksimetaanisulfonaatin monohydraattia,
6 ml (6 mmoolia) 1-M SEH-liuosta etyyliasetaatissa, 10 ml isopropanolia ja
10 ml vettd, sekoitettiin huoneenlémpbtilassa 3,5 tuntia. Saatua liuosta ki-
siteltiin 1 g:lla aktiivihiiltd ja se kaadettiin sekoittaen 300 ml:aan
absoluuttista etanolia ja seosta sekoitettiin huoneenlémp¥tilassa 30 min.
Jolloin saatiin kiteinen tuote, joka otettiin talteen suodattamalla, pestiin
kolmella 50 ml:n erdlld absoluuttista etanolia ja kuivattiin P205:n avulla
45-52°C:asa 1 mm:n paineessa 20 tuntia, jolloin saatiin 1,51 g natrium-7-(o-
N,N-bis(natriumsulfometyyli)aminometyylifenyyliasetamido)-3-(tetratsolo-
(4,5-b)pyridatsin-6-yylitiometyyli)-3-kefem-4-karboksylaattia, joka liukeni
helposti veteen (D1 g/ml) . Sp. > 270°%.
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KBr -1
IR: vy, 1760, 1660-1620, 1605, 1540, 1400, 1200, 1040 cm -,

Uv: )F2° 242 nm (e 18,000), 271 nm (€ 11,600 sh), 312 nm (e 5,100, sh).
max
mR: 502° 3,34 (1B, 4, 18 Hz, s-cnz), 3,76 (18, d4, 18 Hz, s-cnz), 3,85
ppm

(2B, 8, CO-CH,~g), 4,04 (4K, R-CH,- ¢ & 3-032-5), 4,30 (4H, 8, N—CHZ-SO3Na),
4,92 (13, d, 4,5, Hg, 6'3)9 5,42 (130 d, 4,5, Hz, 7"3)’ 1405=7,30 (4H9 fenyy-

1i-H), 7,40, (1H, d, 10 Hz, pyridatsiini-H), 8,11 (1H, 4, 10 Hz, pyridatsii-

ni-H).

B, Valmistus kiyttien formaliinia ja natriumbisulfiittia

a) Liuokseen, jossa oli 1 ml (10 mmoolia) 30 %:sta formaliinia ja
1 g natriumbisulfiittia 10 ml:ssa vettd, liséttiin peridkkiéin 1,026 g (2 mmoo-
lia) 7-(o-aminometyylifenyyliasetamido)-3-(tetratsolo(4,5-b)pyridatsin-6-
yylitiomatyyli)-3-kefe-4-karbokayylihappoa, 6 ml 1-M SEH-liuosta ja 10 ml
isopropanolia. Seosta sekoitettiin 2,5 tuntia huoneenlimpstilassa ja se kaa-
dettiin 300 ml:aan etanolia. Saatu natrium-7-(o-N,N-bis(natriumsulfometyyli)-
aminometyylifenyyliasetamido)-3-(tetratsolo(4,5-b)pyridatsiini-6-yylitiometyy~
1i)=3-kefem-4-karboksylaatti otettiin talteen suodattamalla, pestiin kolmella
50 ml:n erdlld etanolia ja kuivattiin tyhjbssi. Saalis 1,61 g.

b) Seokseen, jossa oli 1,026 g (2 mmoolia) 7-(o-aminometyylifenyyli-
asetamido)=-3-(tetratsolo(4,5-b)pyridatsin-6-yylitiometyyli)=3-kef em-4~karbok-
syylihappoa, 6 ml 1-M SEH-liuosta etyyliasetaatissa 10 ml<isopropanolia ja
10 ml vettd, lisdttiin 1 ml (10 mmoolia) 30 % formaliinia. Seosta sekoitet-
tiin 2 tuntia huoneenliimptilassa, jolloin saatiin kirkas liuos, jossa oli
pieni miHird Sljyméistéd sakkea. Kun liuokseen oli lisétty 1 g natriumbisulfiit-
tia, sitd sekoitettiin vield 2 tuntia, jona aikana 8ljymiinen sakka liukeni
liuokseen. Reaktioseos kaadettiin 300 ml:aan etanolia voimakkaasti sekoittaen,
jolloin saatiin 1,61 g natrium-7-(o-N,N-bis(natriumsulfometyyli)-aminometyyli-
fenyyliasetamido)-3-(tetratsolo(4,5-b)pyridatsin-6-yylitiometyyli)-3~kefem=
4-karbokeylaattia, joka otettiin talteen suodattamalla, pestiin kolmella
50 ml:n eriélld etanolia Jja kuivattiin tyhj8ssi.

Esimerkki 8

A, 7-(B-(o-t-butoksikarbonyyliaminometyylifenyyli)propionamido)=3-

(tetratsolo(4,5-b)pyridatsin-6-yylitiometyyli)-3-kef em-4-karboksyy-

lihappo
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N,N'-disykloheksyylikarbodi-imidiéd (0,41 g, 2 mmoolia) lisdttiin
seokseen, jossa oli B-(o-t-butoksikarbonyyliaminometyylifenyyli)propioni~-
happoa (0,56 g, 2 mmoolia) ja 2,4-dinitrofenyylié (0,37 g, 2 mmoolia) 5 ml:
ssa THP:a ja seosta sekoitettiin tunnin ajan huoneenlimp¥tilassa. Saostunut
urea suodatettiin pois. Suodokseen liséittiin liuos, jossa o0li 7-amino-3-
(tetratsolo(4,5-b)pyridatsin-6-yylitiometyyli)=-3-kefem-4-karboksyylihappoa
(0,73 g, 2 mmoolia) ja trietyyliamiinia (0,81 g, 8 mmoolia) 10 ml:ssa 50 %:
sta THF:n vesiliuosta ja seosta sekoitettiin 18 tuntia huoneenldmpitilassa.
Reaktioseos pestiin eetterillé (2 x 20 ml) ja vesikerros hapotettiin pH-ar-
voon 2 laimealla HCl:lla ja uutettiin etyyliasetaatilla (3 x 50 ml). Yhdis-
tetyt uutteet pestiin vedelld (30 ml), kiésiteltiin aktiivihiilelld, kuivat-
tiin vedettimiilla Na2504:113 Jja haihdutettiin alipaineessa 5ljyksi. Uljyd
hierrettiin 50 mlissa eetterid, jolloin saatiin 7-(B-(o-t-butoksikarbonyyli=-
aninometyylifenyyli)propionamido)-3-(tetratsclo (4,5-b)pyridatsin-6-yylitio-
metyyli)=-3-kefem-4~-karboksyylihappoa virittdmiéni kiinteiini aineena, Joka
otettiin talteen suocdattamalla ja kuivattiin tyhjSssi P205=n avulla.

Saalis 0,33 (26 %). Sp. 110-120°C (hajosa).

y::: 1760, 1710, 1690, 1530, 1370, 1250 cm L.

H

uv: F\i,f NaHCO; 240 nm (e 19,400), 270 nm (sh) (e 12,500), 310 nm (sh)

(e 5000).

DMSO-d¢ 1,37 (98, s, t-Bu-H), 4,96 (1H, 4, 4 Hz, 6-H), 5,55 (1H, d-4,

ppm

4 & 8 Hz, 7-H), 6,99 (4H, s, fenyyli-H), 7,57 (1H, d, 10 Hz, pyridatsiini-H),
8,38 (1H, 4, 10 Hz, pyridatsiini-H), 8,69 (1H, d, 8 Hz, CONH).
Analyysi laskemalla kaavasta: 027H5ON80682.1/2 320: ¢, 51,02; H, 4,91; N,17,63.
Kokeellisesti: C, 51,743 H, 4,83; N, 17,88,

B, 7-(B=(o-aminometyylifenyyli)propionamido)-3-(tetratsolo(4,5-b)py-

ridatsin-6-yylitiometyyli)-3-kefem-4-karboksyylihappo

Trifluorietikkahappoa (0,5 ml) ja 7-(B=-(o-tert.-butoksikarbonyyli-
aminometyylifenyyli)propionamido)-3-(tetratsolo(4,5~b)pyridatain-6-yylitio-
metyyli)-3-kefem-4-karboksyylihappoa (0,28 g, 0,46 mmoolia) sekoitettiin
jdéhdyttiden 0°C:een ja sekoitettiin 30 min. Betteridi (50 ml) liséttiin seok-
seen, jolloin ssatiin 7-(p-(o-aminometyylifenyyli)propionamido)-3-(tetratsolo-
(4,5=b)=-pyridatsin-6-yylitiometyyli)-3-kefem-4-karboksyylihapon trifluori-
asetaattia, joka erotettiin dekantoimalla, pestiin eetterillid, liuotettiin
veteen (1 ml) ja pH siiidettiin arvoon 6 laimealla NE,OH:1la. Tuote 7=(8=(o-
aminometyylifenyyli)propionamido)=-3-(tetratsolo(4,5-b)pyridatsin-6-yylitio-
metyyli)=-3-kefem~-4-karboksyylihappo otettiin talteen suodattamalla ja kui-

NME: b
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vattiin tyhjSsed P,0_:n avulla. Saalis 0,10 g (42 %), ep. 190-197°C (ha-

275
joaa).
IR: yifi 1760, 1665, 1600, 1535, em~ L,

Analyysi laskemalla kaavasta 022322N80482°1/2 HZO: C, 49,33; H, 4,33;
N, 20,92; 8, 12,18,
Kokeellisesti: C, 49,04; H, 4,26; N, 20,17; S, 11,96.

Esimerkki 9
A, Natrium-p-(o-(l-etoksikarbonyyli-l-propen-2-yyliaminometyyli)~
fenyyli)propionaatti
Natriumetoksidin alkoholiliuokseen (metallista natriumia 5,75 g
(0,25 g-atomia) ja absoluuttista etanolia 500 ml) lisdtddn 0,25 moolia
B~-(o-aminometyylifenyyli)propionihappoa (saatu neutraloimalla sen hydroklo-
ridia ammoniakin vesiliuoksella) ja 32,5 g (0,25 moolia) etyyliasetoasetaat-
tia perikkdin., Seosta refluksoidaan 6 tuntia ja kdsitellddn aktiivihiilelld
ja suodatetaan piimaan ("Dicalite") ldpi. Suodatinkerros pestddn 200 ml:lla
kuumaa etanolia. Yhdistetyt suodos- ja pesuliuokset haihdutetaan liéhes
kuiviin ja jidhdytetén 0°C:een, jolloin saadaan natrium-g-(o-(l-etoksikar-
bonyyli-l-propen-2-yyliaminometyyli)fenyyli)-propionaattia viarittmind neu-
lasina, jotka otetaan talteen suodattamalla, pestddin 200 ml:lla etanolia
ja kuivataan tyhjtssd P205
emdiliuos. Kokonaissaalis noin 50 g.
B, 7-(p-(o-aminometyylifenyyli)propionamido)-3-(tetratsolo(4,5-b)-
pyridatsin-6-yylitiometyyli)-3-kefem-4~karboksyylihappo
Etyyliklooriformaattia (6,87 g, 0,0063 moolia) lisétddn yhdelld ker-
taa sekoitettuun suspensioon, jossa on 0,057 moolia natrium-p-(o-(l-etoksi-

:n avulla. Lisdd tuotetta saadaan vidkevoimidllad

karbonyyli-l-propen-2-yyliaminometyyli)fenyyli)propionaattia 200 ml:ssa kui-
vaa THF:a, joka sisédltdd 1 ml N,N-dimetyylibentsyyliamiinia -15°C:sea. Se~
koitus lopetetaan ja jédhdytetty liuwos, jossa on 20,80 g (0,057 moolia)
7-amino-3-(tetratsolo(4,5-b)pyridatsin-6-yylitiometyyli)=3~kefem-4-karboksyy-
lihappoa ja 9,60 g (0,095 moolia) trietyyliamiinia 200 ml:ssa 50 %:sta THF:

n vesiliuosta liséitdlin hitaasti seindmdd pitkin, Seosta sekoitetaan voimak-
kaasti 30 min. 0-15°C:asa, kiisitellddin aktiivihiilelld ja suodatetaan
"Dicalite"-piimaan ldpi. Kerros pestilin 50 ml:lla THF:n 50 %:sta vesiliuosta,
joka sisdltdd 8 ml trietyyliamiinia. Muurahaishappoa (3 ml) lisHtddn suodok-
sen ja pesuliuosten yhdistettyyn liuokseen reagoimattoman 7-ACA:n (2,5 &)

saostamiseksi, joka suodatetaan pois. Suodokseen sekoitetaan 200 ml eetterid
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Ja sitten 15 ml muurahaishappoa. Seosta sekoitetaan 10-~15 min. huoneenlédmpt-
tilassa ja saatu sakka ker#itiéin talteen suodattamalla, pestddn 100 ml:lla
eetterid ja 500 ml:lla vettd perdkkdin ja kuivataan tyhjsssi P205=n avulla,
jolloin saadaan 7-(B-(o-aminometyylifenyyli)propionamido)-3-(tetratsolo(4,5-
b)-pyridatsin-6-yylitiometyyli)-B-kefem-4-karbokayylihappoa noin 20 g.

7-(8~-(o-aminometyylifenyyli)propionamido)-3-(tetratsolo(4,5-b)pyri-
datain—6-yylitiometyyli)-B-kefem-4-karboksyylihapon uudelleenkiteytys ~ ylld
kuvattua amorfista tuotetta (13 g) liuotetaan 1,2 l:aan THF:n 50 %:sta vesi-
livosta 50-60°Czssa voimakkaasti sekoittaen, kidsitellddn 5 g:lla aktiivi-
hiiltd ja suodatetaan. Suodos ympitiiin ja sitd sdilytetdln jhikaapissa yli
y8n, Jjolloin saadaan noin 8 g tuotetta hienoina neulasina.

Egimerkki 10

7-(B-(o-aminometyylifenyyli)propionamido)-3-(tetratsolo(4,5-b)pyri-
datsin-6-yylitiometyyli)-3-kefem-4-karboksyylihapon kahtaisionimuodon (0,361
g) suspensiota 3 ml:ssa metanolia jidhdytetddn jdilld ja kisitelldén muuta-
milla tipoilla vikevid kloorivetyhappoa, kunnes saadaan kirkas liuos. 7-(p-
(o-aminometyylifenyyli)propionamido)=-3-(tetratsolo(4,5-b)pyridatsin-6-yylitio=-
motyyli)-3-kefom-4-karbokayylihapon hydrokloridi saostuu vaaleanruskeana
virisend kiintelind aineena, kun lisiitdlin eetterii ja se otetaan talteen ja
kuivataan tyhjbssi P205:n avulla.

Esimerkki 11

7-(B-(o-aminometyylifenyyli)propionamido)-3~(tetratsolo(4,5-b)pyri=-
datsin-6-yylitiometyyli)=3-kefem-4-karboksyylihapon kahtaisionimuodon (0,361
g) sekoitettuun suspensioon lisiitékin 1-N natriumhydroksidin vesiliuosta huo-
neenlimpitilassa, kunnes saadaan kirkas liuos (pH 10,8). Témi liuos pakaste-
kuivataan vilittomdsti, jolloin saadaan epdpuhdasta, kiinteiddi natrium-7-
(B-(o-aminometyylifenyyli)propionamido)-3-(tetratsolo(4,5-b)pyridatsin-6-yyli-
tiometyyli)-3-kefem-4-karboksylaattia.
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Dimetaanisulfonaatin valmistusmenetelmit

Esimerkki 12

CHNH,,
/3\4 NS
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1., Kuumenna vedessid
2. [Kisittele hiilelld ja suodata

3. Lisdd suodos vedettdmiéin alkoholiin
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Menettely:

Aseta 2,0 moolia (noin 1053 g vedettdmind laskettuna) 7-(p-(o-amino-
metyylifenyyli)propionamido)-}-(tetratsolo(4,5-b)pyridatain-6-yylitiometyy—
11)-3-kefem-4-karboksyy1ihuppoa, 540 g natriumformaldehydin bisulfiittia
(4,03 moolia), 3000 ml vettd ja 2700 ml (4,87 moolia) 30 %:sta SEH-liuocsta
(natrium-2-etyyliheksanoaatti) asetonissa sopivaan séiliSsn ja kuumenna seos
sekoittaen 40-45°C:eon. Seos liukenee noin 1O minuutisea keltaiseksi liuokseksi.

15 minuutin kuumennuksen jilkeen lisdi 50 g viirid poistavaa hiiltid
("Darco KB*) liuokseen ja sekoita vield 15 min. 40-45°C=ssa. Suodata piimaan
("Dicalite") lépi sen jdélkeen kun reaktioseosta on pidetty 40-45°C:sea yh-
teensd 30 min.

Pese hiilikakku 2000 ml:lla 50 %:sta etanolin vesiliuosta. Yhdisté
suodokset, siiiddi ldmpBtila 25°C:een Ja lisdd liuos 25°C:eaa 112 l:aan nopeas-
ti sekoitettua 100 %:sta etyylialkoholia. Muodostuu hieno, valkoinen, amor-
finen sakka, joka on natrium-7-(p-(o-aminometyylifenyyli)-propionamido)-3-
(tetratsolo(4,5-b)pyridatsin-6-yylitiometyyli)-3-kefem~4-karboksylaatin di-
(natriummetaanisulfonaattia),

Sekoita suspensiota noin 10 min. ja suodata sitten ja pese kakku 15
1:1la 100 %:sta etyylialkoholia.

Kuivaa kakkua 50-55°c=ssa kiertoilmauunissa noin 2 tuntia ja sitten
tyhj8ssd 4-6 mm:n paineessa 24 tuntia.

Saalis on noin 1200-1400 g amorfista, valkoista, kiintedi natrium~7-
(B~(o-aminometyylifenyyli)propionamido)-3~(tetratsolo-(4,5-b)pyridatsin-6-
yylitiometyyli)-3-kefem~4-karboksylaatin di(natriummetaanisulfonaattia).
Tuote sisdltiii tavallisesti joitakin prosentteja vetti ja mahdollisesti pie-
nen niirin etanolia.

Téstd tuotteesta kiytetiln my¥s nimitystd natrium-7-(g-(o-N,N-bis-
(natriumsulfometyyli)aminometyylifenyyli)propionamido)-3-(tetratsolo(4,5-b)-
pyridatsin-6-yylitiometyyli)=-3-kefem-4~karboksylaatti.

Esimerkki 13

Valmistetaan seuraava liete:

2,19 g natriumformaldehydin bisulfiittia (2 ekvivalenttia)
3,5 & 7~(B~(o-aminometyylifenyylipropionamido)-3-(tetratsolo(4,5-b)pyridatsin-
6-yylitiometyyli)-3-kefem-4-karbokasyylihapon kahtaisionia (100-200 mesh)
25 ml vettd (tilavuutta voidaan vaihdella)
14 ml 30 %:sta SEH:n isopropanoliliuosta.
Saadaan ldhes valmis liuos noin 0,5 tunnin nopealla sekoituksella
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24°C:esa. Seoksen lémpttila nostetaan nopeasti 40-43°C:een. Tité yllipide-
tééin noin 2 minuuttia ja jddhdytetddin sitten nopeasti 20-23°C:eon.

Liuvos suodatetaan vihiisten liukenemattomien aineiden poistamiseksi
(liuotuksen kokonaisaika ei saa ylittii kahta tuntia),

Livos, jonka pE on 7,3, lisdtdén 5 min. aikana 600 ml:aan erittdin
nopeasti sekoitettua absoluuttista etanolia (muita alkoholeja kuten vedetsn-
té iropropanolia voidaan kiéyttdl). Muodostuu amorfinen natrium-7-(p-(o-ami-
nometyylifenyyli)propionamido)-3~-(tetratsolo(4,5-b)pyridatsin-6~-yylitiometyy-
1i)=3=kef em~4-karboksylaatin di(natriummetaanisulfonaatin) sakka. Seosta
sekoitetaan 5 min. Sakka otetaan talteen suodattamalla, pestddn 60 ml:lla
etanolia (tai isopropanolia) ja kuivataan tyhjSssé 50°C:ssa 24 tuntia.
Saalis on noin 4 g.

Tuotetta liukenee veteen pH-arvolla noin 7 vdhintdén 200 mg/ml:n
ni¥ri. Tillainen liuos on stabiili vdhintéén 2 tuntia huoneenlimpbttilassa;
laimeammat liuokset ovat stabiileja kauemminkin. Tuote osoittaa samoja bak-
teereja tappavia ominaisuuksia kuin sitd edeltdvd kahtaisioni ja se on bio=-
logisesti tiysin aktiivinen onpa se sitten hydrolysoitu takaisin kahtaisio-
niksi tai ei.

Esimerkki 14

Natrium-7-(p-(o-N,N-bis(natriumsulfometyyli)aminometyylifenyyli)-

propionamido)=-3-(tetratsolo(4,5-b)pyridatsin-6-yylitiometyyli)-3-ke-

fem=-4-karboksylaatti

A, Valmistus kidyttden hydroksimetaanisulfonaattia ,

Seosta, jossa on 1,95 mmoolia 7-(p~-(o~aminometyylifenyyli)propion~-
amido)-3-(tetratsolo(4,5-b)pyridatsin-6-yylitiometyyli)-3-kefem-4-karboksyy-
lihappoa, 1,52 g (10 mmoolia) natriumhydroksimetaanisulfonaatin monohydraat-
tia, 6 ml (6 mmoolia) 1-M SEH-liuosta etyyliasetaatissa, 10 ml isopropanolia
Ja 10 ml vettd, sekoitetaan huoneenlémpstilassa 3,5 tuntia. Saatua liuosta
kéisitellidin 1 g:lla aktiivihiiltd ja se kaadetaan sekoittaen 300 ml:aan
absoluuttista etanolia ja seosta sekoitetaan huoneenliémpitilassa 30 min. jol=-
loin saadaan kiteinen tuote, joka otetaan talteen suodattamalla, pestiién kol-
mella 50 ml:n eriélléd absoluuttista etanolia ja kuivataan P205:lla 45-52°C:
ssa 1 mm:n paineessa 20 tuntia, jolloin saadaan noin 1,5 g natrium-7-(p-{(o-
N,N-bis(natriumsulfometyyli)aminometyylifenyyli)propionamido)~3~(tetratsolo~
(4,5-b)pyridatsin-é-yylitionetyyli)-5-kefom-4-karboksylaattia, joka liukenee
helposti veteen ( 1 g/ml).
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B. Valmistus kiyttien formaliinia ja natriumbisulfiittia

a) Liuokseen, jossa on 1 ml (10 mmoolia) 30 %:sta formaliinia jalg
natriumbisulfiittia 10 ml:ssa vetti, lisﬁféan perdkkiin 2 mmoolia 7-(o-amino-
matyylifenyyli)propionamido)-}-(tetratsolo(4,5-b)pyridatein-6-yylitiometyyli)-
3-kefem-4-karboksyylihappoa, 6 ml 1-M SEH-liuosta ja 10 ml isopropanolia.
Seosta sekoitetaan 2,5 tuntia huoneenlimpltilassa ja se kaadetaan 300 ml:aan
etanolia. Seatu natrium~7-(f-(o-N,N-bis(natriumsulfometyyli)aminometyyli-
fenyyli)propionamido)-3-(tetratsolo(4,5-b)pyridatein-6-yylitionetyyli)=3-
kefem-4-karboksylaatti otetaan talteen suodattamalla, pestiiin kolmella 50 ml:
n eréllé etanolia ja kuivataan tyhj8ssié. Saalis noin 1,5 8.

b) Seokseen, jossa on 2 mmoolia 7-(B=(o-aminometyylifenyyli)propionami~-
do)=3-(tetratsolo(4, S5-b)pyridatsin-6-yylitiometyyli)=-3-kefen-4-karbokeyyli-
happoa, 6 ml 1-M SEH-liuosta etyyliasetaatissa, 10 ml isopropanolia ja 10 ml
vettl, lisitién 1 ml (10 mmoolia) 30 %:sta formaliinia. Seosta sekoitetaan
2 tuntia hubneenl&mpatilasaa, Jolloin saadaan kirkas liuos, jossa on pieni
médrd $ljymiistd sakkaa. Kun liuokseen on lisiitty 1 g natriumbisulfiittia,
sitd sekoitetaan vield 2 tuntia, jona aikana ¥ljymiinen sakka liukenee liuok-
seen. Reaktioseos kaadetaan 300 ml:aan etanolia voimakkaasti sekoittaen, j®
Jolloin saadaan noin 1,5 g natrium-7-(p-(o-N,N-bis(natriumsulfometyyli)amino-
metyylifenyyli)-propionamido)-3-(tetratsolo(4,5-b)pyridatsin-6=-yylitiometyyli)-
3-kefem—4—karb6ksy1aattia, Joka otetaan talteen suodattamalla, pestédn kol-
mella 50 ml:an eriélli etanolia ja kuivataan tyhjsessi.

In vitro = ja In vivo-tutkimukset

7-((o-aminometyyli)fenyylipropionamido)-3-(tetratsolo(4,5-b)pyridat-
| sin—6-yy11metyyli)-B-kefen-4-karbokeyy11happo on uusi, laajavaikutteinen
puolisynteettinen kefalosporiini, jolla on alla esitetty rakenne

Silld on osoitettu olevan erinomaiset in vitro- ja in vivo-aktiivisuudet
useita erilaisia gram-positiivisia ja gram-negatiivisia bakteereja vastaan,
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Joihin kuuluvat ne, Jjotka vastustavat kefalotinia ja kefaloridinia. Sen di-
metaanisulfonaatti-addukti, jolla on rakenne

CH,-N(CH,SO0,Na),,

N

H S Y
Wm0t —
N .

/4 —N
O

0

valmistetaan vesiliukoisena valmisteena, joka on kiytttkelpoinen ruiskeena
Ja tutkittaessa absorptiota ja erittymistd, akuuttista myrkyllisyyttd ja
kiputaipumusta ruisketta annettaessa.

Bakteereja vastustavan in vitro-aktiivisuuden ensimmiiset tutkimuk-
set putkilaimennusmenetelmilld tai agarlaimennusmenetelmilli kidyttien tdtid
uutta kefalosporiinia osoittivat pienimpien ehkdisevien vikevyyksiem (M,I.C)
olevan alle 1,0 /ug/ml kaikilla tai léhes kaikilla tutkituilla lajeilla,

Jjoita olivat Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes ja Diplococcus
pneumoniae ja M.I.C-arvot olivat tavallisesti alle 4 ,ug/ml ja usein alle
1,0 /ug/ml erilaisia Salmonella enteritidis- ja Enterobacter cloacae-lajeja
vastaan,

Témén yhdisteen in vivo-tehokkuutta ihonalaisella ruiskeella tutkit-
tiin hiirilld, Joilla oli koetartunta, joka oli saatu aikaan tautiasynnyt-
tavilld, penisillinaasi-positiivisella S.aureus-lajilla., Keskiméddriinen pa-
rantava annos (CDSO) 0li noin 1,6 mg/kg.

7-((o-aminometyyli)fenyyliasetamido)=3-(tetratsolo(4,5-b)pyridatsin=-6-
yylitiometyyli)—3-kefem-4-karboksyylihappo on uusi, laajavaikutteinen puoli-
synteettinen kefalosporiini, jolla on alla esitetty rakenne.
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Sil1d on osoitettu olevan erinomaiset in vitro- ja in vivo-aktiivisuudet
useita eri grem-positiivisia ja gram-negatiivisia bakteereja vastaan, joihin

kuuluvat ne, jotka vastustavat kefalotiinia ja kefaloridiinia. Sen dimetaani-
sulfonaattiaddutki, jolla on rakenne

CH,~N(CH,SO05N2)
H S Xy
CH -co-'m———( -/Q—N |
N —au-s< =
TN
0”. —
CO Na

valmistettiin vesiliukoisena valmisteena, joka on kiiyttSkelpoinen ruiskeena
Ja tutkitteessa asbsorptiota ja erittymistd, akuuttista myrkyllisyyttd ja ki-
putaipumusta ruisketta annettaessa.

Bakteereja vastustavan in vitro-aktiivisuuden ensimmiiset tutkimuke-
set putkilaimennusmenetelmdlli tai agarlaimennusmenetelmilli kdyttien tétd
uutta kefalosporiinia osoittivat pienimpien ehkdisevien vikevyyksiem (MIC.)
olevan alle 1,0 /ug/ml kaikilla tai ldhes kaikilla tutkipuilla lajeilla,

Joita olivat Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes, Diplococcus
pneumoniae, eri Bacillus-lajit kuten Bacillus antharacis, mycoides ja cereus,
Klebsiella pneumoniae, Proteus rettgeri, Shigella ja erityisesti Shigella
flexneri, Salmonella enteritidis ja Salmonella typhosa ja MIC.-arvot olivat

- tavallisesti alle 4 /ug/ml ja usein alle 1,0 /ug/ml erilaisia Escherichiea

coli-, Klebsiella midrittiéimiittén, Proteus vulgaris-, Proteus morganii, Pro-
teus mirabilis- ja Enterobacter Cloacae-lajeja vastasan.

Téimd gram-negatiivisen koeorganismin sarja sisdlesi 14 kefalotinia
vastustavaa Enterobacteriacae-lajia (3 E. coli, 6 Proteus, 1 Enterobacter, 1
Shigella ja 3 Serratia) jota 100 /ug/ml kefalotinia ei ehkdissyt ja monessa
tapauksessa 100 /ug/ml kefaloridinia ja kefapirini& ei my®&skéén ehkdissyt.

Témidn keksinnién yhdiste oli huomattavan aktiivinen r#itd organismeja vastaan
ehkiéisten 12 ndistd 14:sta lajista vidkevyydelld 6,3 ,ug/ml tai sen alle.

Téndin yhdisteen MIC.,-arvot eivdt huonontuneen oleellisesti kun lédsnid
oli kohtalaisia ikmisen veriharan pitoisuuksia, esim. aina 50 %:in asti. Yh~
diste oli orittdin stabiili liuoksessa 37°C:ssa pH-alueella joka vaihteli
vélilld 4,6-8,4 puoliintumisaikojen ylittdessd 24 tuntia.

Ténéin yhdisteen in vivo~tehokkuutta ihonalaisella ruiskeclla tutkit-
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tiin hiirilld, Jjoilla oli koetartunnat, jotke oli saatu aikaan kymmenelld
tautiasynnyttidvilli bakteerilla, joihin kuuluivat penisillinaasi-positiivi-
nen S.aureus ja kefalosporinaasi-positiivinen E.coli. Kiytetyt bakteerit
olivat lajela S,aureus, S, pyogenes, Dpneumoniae, E.coli, K.,pneumoninae,
P.vulgaris ja S.marcescens. Keskimiiirdinen parantava annos (CD50) ei koskaan
ylittényt axvoa 20 mg/kg, vain kahdesti se ylitti 10 ng/kg ja seitsemiis-
sé tapauksessa se oli 3,2 mg/kg tai sen alle minimiarvon ollessa 0,2 mg/kg.

Pitoisuudet hiiren veressii timin yhdisteen ihonalaisen ruiskeen jil-
keen niinkin pienilli annoksilla kuin 5 mng/kg médrdttiin ja ne osoittivat
erinomaista absorptiota; saanto virtsasta oli hyvi (noin 60 %) ja virtsan
paperikromatografinen tutkimus osoitti témén yhdisteen olevan ainoa ldsnéi-
oleva bioaktiivinen aine, mikd osoittaa aineenvaihdunnaliista stabilisuutta.

Akuuttiset myrkyllisyyskokeet hiirilli annettaessa ihonalaisesti
niinkin suuria annoksia kuin 1000 mg/kg eividt osoittaneet menehtymisii. Kak-
8i koetta, jotka o0li laadittu paikallisen kudoslirsytyksen mittaamiseksi ruis-
kutuksen jilkeen, eiviit osoittaneet Hrsytystd 12,5 %:n tai sitd pienemmilli
vikevyyksilld.
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Patenttivaatimus:

Menetelmé bakteerinvastaisten 7-(o-aminometyylifenyyli-asetamido- ja - pro-
pionamido)-3-(tetratsolo[},5-§]pyridatsin-6—yylitiometyyli)-3—kefem—h-karboksyyli—

happojen valmistamiseksi, joilla on kaava

CH,NH,,
0 S N
1" ~
(CH2 )n—C-NH———]/ /N —x7 ¥
)N CH2—8'<__>— N I
0 —

COOH

jossa n on 1 tai 2 ja niiden myrkyttdmien, farmaseuttisesti hyvéksyttévien suolojen

valmistamiseksi; t unn e t t u siitd, ettd yhdiste, jolla on kaava

] ‘/'N§§
H.N — N-—N N
2 7 | II
y—— N~ 2~ CHy-8 ==
O et

COCH

3

tai sen suole saatetaan reagoimasan reaktiivisen happojohdannaisen kanssa, jolla

hapolla on kaava
CHQNHB

(CH2 )n—COOH III

jossa B on aminoryhm#i suojaava ryhmd ja n on sama kuin yllé, yhdisteen valmistami-

seksi, jolla on kaava

CH_NHB
2 0

" S
(cH,, )n—c—NH-———-(
I F S
0

COOH

Iv

jossa B ja n ovat samoja kuin yll& tai sen suolan valmistamiseksi, ja sen jélkeen
poistetaan aminoryhm8@i suojaava ryhmé B halutun kaavan I mukaisen yhdisteen tai

sen myrkyttdmén, farmaseuttisesti hyvédksyttdvén suolan valmistamiseksi.
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Patentkrav:

Férfarande f6r framstéllning av antibakteriella T-(o-aminometylfenyl-
acetamido~ och -propicnamido)—3-(tetrazolo[},5-@]pyridazin—6-yltiometyl)-3-

cefem-L-karboxylsyror med formeln

CH2NH2

0

N
" S Yy,
(caz)n—c-m{-——-[/ N—N "
L__ _ —_—
5 N~ CH, s<_>—N
COOH —

vari n r 1 eller 2, och giftfria, farmaceutiskt godtagbara salter dérav,

%

kédnnetecknat dérav, att man omsdtter féreningen med formeln

HN ——-r »
IT

eller ett salt dédrav med ett reaktivt derivat av en syra med formeln

XN

CHZNHB

ITI
(cH2 ) ,~COOH

vari B &r en skyddsgrupp fdr aminogruppen och n har ovan némnda betydelse,

fér framstéllning av en férening med formeln

CHZNHB

O .

" S
(CHQ)n-C-NH-—,/

O/—-N _—CH,-8 /

COCH

vari B och n har ovan némnda betydelse, eller ett salt dérav, och ddrefter
avlégsnar skyddsgruppen B fér aminogruppen f8r framstédllning av fdreningen
med formeln I eller ett giftfritt, farmaceutiskt godtagbart salt dérav.
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