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tamido)-3-((1,2,3-thiadiazol-5-ylthio)methyl)-3-cephem-4-carboxylsyre samt i thiadiazolringens 4-stilling
substituerede C1-Cé-alkylderivater og fysiologisk acceptable salte deraf.

(56) Fremdragne publikationer forbindelse med formlen
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i et polart oplg¢sningsmiddel ved en pH-vardi pd ca. 6-7,5
ved ca. 40-70°C i ca. 4-12 timer, hvorpi der afkgles og syr-
nes til en pH-vardi pd ca. 2,5-3,0, hvorpd forbindelsen.med
formlen (I) separerer, eller ved en reaktion til acylering
af 7-aminogruppen.

Forbindelserne med formlen {I)og deres salte er anvendelige som
antibakterielle midler.

3550-81

7—B-lu-syn-methoxyimino-u-(Z-aminothiazol-d-yl]acetamido]-
-3-[(1,2,3-thiadiazol-5—ylthio)methyl]-3-cephem-4-carboxyl—
syre med formlen

I
’ —ﬁ‘“‘*j—(ij_c i
0 od_f AcH—S—\ N

004

hvor R betyder hydrogen eller Rl, hvor Rl betyder Cl-Cs-al~
kyl, kan fremstilles ved omsatning af en forbindelse med
formlen by .

T

M'S"ls A

hvor M betyder hydrogen eller en alkalimetalkation, med en

(D)
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Den foreliggende opfindelse angar en analogifrem-
gangsmade til fremstilling af hidtil ukendte cephalosporin-
forbindelser, nemlig 7-B-[a-syn-methoxyimino-a-(2-amino-
thiazol-4-yl)acetamido]-3~[(1,2,3-thiadiazol-5-ylthio)me-
thyl]-3~-cephem-4-carboxylsyre samt i thiadiazolringens
4-stilling substituerede C;-Cg-alkylderivater og fysiologisk
acceptable salte heraf.

Fremgangsmdden ifgplge opfindelsen er karakteriseret
ved det i kravets kendetegnende del anferte.

De sydafrikanske patentskrifter nr. 757892, 772030
og 781870 angar helt alment cephalosporinforbindelser, som
i 7-stillingen kan udvise 2-aminothiazol-4-yl-syn-methoxy-
iminoacetamido og i 3-stillingen en 1,2,3-thiadiazol-5-yl-
thiometh?lgruppe. Alle disse patentskrifter indeholder imid-
lertid brede generiske beskrivelser, og ingen af patentskrif-
terne navner eller beskriver specifikt forbindelserne frem-
stillet ifplge opfindelsen, hvorved de ikke foregriber den
selektive opfindelse, som er beskrevet i det fglgende.

Endvidere beskrives 3-(1,2,3-thiadiazolyl-5-ylthio-
methyl)-cephalosporinforbindelser af G. S. Lewis og P. H.
Nelson i J. Med. Chem. 22 (1979), s. 1215. I forhold til
disse kendte forbindelser udmerker forbindelserne fremstillet
ifplge opfindelsen sig ved en vasentlig bedre antibakteriel
virkning.

De ved fremgangsmaden ifslge opfindelsen fremstillede

cephalosporinderivater har formlen

H o Nt N-OCH
ol Wn ’
c-C

-NH —_—
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N
S‘Jl\ S/JL

hvor R betyder hydrogen eller C;-Cg-alkyl, eller er farmaceu-
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tisk acceptable, ikke-toksiske salte deraf. Disse forbindel-
ser er antibakterielle midler, som er virksomme bade mod
grampositive og gramnegative bakterier.

Forbindelserne fremstillet ifelge opfindelsen kan

opdeles i to underslagter:
H, N—‘/ ] N-OCH -
v ) S
c C-"h—-—( N

d “ | (1a)
o=—N_ = CHZ-S S‘/N :

H, N"] ] N- OCH
S
_C-C_NH______ﬁ/’ Ry N

| W I an

0 . o=——'-’=-N'\(/"—-CH2—s—\~s/u

COOH

hvor R; betyder C;-Cg-alkyl.

En foretrukken udfegrelsesform reprazsenteres af formlen
(Ib), hvor R; betyder C1-Cg-alkyl.

Iszr foretrazkkes en udfgrelsesform, der reprasenteres
af formlen (Ib), hvor Rj betyder methyl.

Den mest foretrukne udfgrelsesform reprazsenteres af

formlen (Ia).
De hidtil ukendte forbindelser fremstillet ifglge

opfindelsen kan fremstilles pd fri syreform ifglge reak-

tionsskemaerne A, B eller C:
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Reaktionsskema A

HZN‘( N-0CH3
Wopmry g 1
0 N_ _/}—CHyp-0-C-CH3 + M-S_.| N

. .

(11) COOH | - (111)

l

ZN—]/SJ N-OCH3
__C_.H____ﬂ/s R+ \ (D)

0 02— N —CH2—5—4

\=

COOH

Forbindelsen (II), 7-B-[a-syn-methoxyimino-a-(2-ami-
nothiazol-4-yl)-acetamido]-3-(acetoxymethyl)-3-cephem-4-
-carboxylsyre, ogsd kaldet cefotaxim, fremstilles ifelge
fremgangsmdden anfert i sydafrikansk patentskrift nr. 781870.

Forbindelsen (III), 1,2,3-thiadiazol-5-thiol, hvor R
betyder hydrogen eller Ry, og R; betyder C;-Cg-alkyl, og M
betyder hydrogen eller en alkalimetalkation, fremstilles
ifglge fremgangsmadden beskrevet af P. Demaree, M. Doria og
J. Muchowski, "Five-Membered Heterocyclic Thiones, Part VII
(1,2): 1,2,3-Thiadiazole-5-thiolates", J. Hetero. Chem. 15:
1295 (1978). I det foreliggende sammenh&ng udtrykket "Cq-
-Cg-alkyl" en ligekazdet eller forgrenet, monovalent sub-
stituent kun bestdende af carbon og hydrogen, og som ikke
er umattet og indeholder 1-6 carbonatomer. Eksempler pa
saddanne grupper er methyl, ethyl, n-propyl, isopropyl, n-
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butyl, tert.butyl, n-hexyl, 2-methylpentyl og lignende.
Eksempler pa hensigtsmassige alkalimetalkationer for M er

natrium og kalium.

If¢lge reaktionsskema A behandles cephalosporinforbin-
delsen med formlen (II) med thiadiazolforbindelsen med form-
len (III) i et polart oplgsningsmiddel ved en pH-verdi pé& ca.
6-7,5, fortrinsvis ca. 7-7,5, ved'ca. 40-70°¢ (fortrinsvis ca.
65°C) i ca. 4-12 timéf, fortrinsvis ca. 6-12 timer. Derefter
afkgles reaktionsblandingen og syrnes til ca. 2,5-3,0, og det
fremkomne produkt opsamles pa konventionel made.

Der kan anvendes mange forskellige polare oplgsnings-
midler til reaktionsblandingen, s&som acetonitril, dimethyl-
formamid, dimethylsulfoxid, tetrahydrofuran, lavere alkylal-
koholer, ethoxylerede ethere, sasom diglym, lavere alkylphtha-
later, lavere alkylketoner etc. Der anvendes fortrinsvis di-
ethylether, acetone, ethylalkohol eller blandinger deraf. Der
foretrzkkes isar vandige blandinger af ethylalkohol og ace-
tone. Specielt foretrzkkes vand.

Reaktionen gennemfgres ved enhver pH-vardi mellem 6 og
7,5, men ekstrem surhed eller basicitet gdelagger B-lactamrin-
gen og resulterer i ugnskede produkter. Et foretrukket pH-in-
terval er 7-7,5. Reaktionen forlgber ved enhver temperatur
mellem ca. 40 og 70°C, men der foretrzkkes en temperatur pé
65°C. Reaktionen gennemfgres mest hensigtsmessigt ved atmos-
faeretryk, men det er muligt at arbejde under tryk eller under
vakuum. Reaktionsblandingen kan opvarmes i 4-12 timer, men
det foretrazkkes at anvende 6-12 timer.

Ved afslutningen af reaktionstiden afkgles reaktions-
blandingen og syrnes, fortrinsvis til en pH-vardi pd 2,5-3,0.
Det kan ikke anbefales at anvende en lavere pH-vardi, idet
den aminoheterocycliske forbindelse har tendens til at genop-
lgses, og en hgjere pH-vardi er ikke effektiv med hensyn til

udfzldning af det ¢nskede slutprodukt. En hvilken som helst

fortyndet mineralsyre, sisom svovlsyre eller saltsyre, anven-
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des til syrning af reaktionsblandingen, men det foretrakkes at
anvende 1 N saltsyre.

Slutproduktet opsamles pd en hvilken som helst konven-
tionel mdde, sasom f.eks. filtrering, chromatografi etc.

Aminogruppen i thiazolgruppen kan eventuelt beskyttes
under reaktionen med en let fjernelig amino-beskyttende grup-
pe valgt blandt de, som er velkendte for en fagmand inden for
peptidkemien, f.eks. trityl, benzyl, benzhydryl, chloracetyl,
trichloracetyl etc. Der henvises ogsa til sydafrikansk patent-
skrift nr. 781870 og 757892. Safremt aminogruppen skal be-
skyttes pd denne made, skal produktet isoleret som beskrevet
ovenfor behandles med et egnet middel for at fjerne den be-
skyttende gruppe, hvorved man far det ¢gnskede produkt med
formlen (I).
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Forbindelsen med formlen (IV), 2—(2-R2—amino-4-thiazo-
lyl) -2-syn-methoxyimino-eddikesyre, hvor R2 er en let fjerne-
1ig aminobeskyttelsesgruppe, som er velkendt for enhver fag-
mand, fremstilles ifglge den metode, som er anfgrt i belgisk
patentskrift nr. 850.662 eller i de sydafrikanske patentskrif-
ter nr. 773775 772030 og 757892. Som eksempler p& hensigts-
messige aminobeskyttelsesgrupper kan navnes de, der almindelig-
vis anvendes inden for peptidkemien, sasom alkylcarbonyl, f.eks.
formyl, acetyl, propionyl, alkoxycarbonyl, f.eks. tert.butoxy-
carbonyl, alkoxyalkylcarbonyl, f.eks. methoxyacetyl, methoxy-
propionyl, substitueret alkoxycarbonyl, f.eks. trichlorethoxy-
carbonyl, aralkoxycarbonyl, f.eks. benzyloxycarbonyl, substi-
tueret aralkoxycarbonyl, f.eké. p-nitrobenzyloxycarbonyl, og
trityl. Det foretrzkkes at anvende trityl.

Forbindelsen (VII), 7-amino-3-(1,2,3-thiadiazol-5-yl)-
-thiomethyl-3-cephem-4-carboxylsyre, hvor R betyder hydrogen
eller Rl' hvor Rl betyder Cl—CG-alkyl, fremstilles ifglge
fremgangsm&den beskrevet af G.S. Lewis og P.H. Nelson, "3-[1,2,3-
-Thiadiazol-5-ylthio)-methyl] cephalosporins", J. Med. Chem
22(10): 1214 (1979).

Ifgplge reaktionsskema B bringes forbindelsen med form-
len (IV) til at reagere med dicyclohexylcarbodiimid (forbin-
delse V) i et oplgsningsmiddel, s&som methylenchlorid, chloro-
form eller ethylacetat, under omrgring ved 0-5°C i 15-45 minut-
ter og derefter ved stuetemperatur i 1-2 timer efterfulgt af
filtrering. Filtratet indeholdende forbindelsen (VI) (hvor R2
har den ovenfor anfgrte betydning) afkgles i et is/methanol-
-bad og bringes til at reagere med en kold oplgsning af for-
bindelsen (VII) (hvor R har den ovenfor anfgrte betydning) og
triethylamin i samme oplgsningsmiddel som ovenfor. Denne blan-
ding omrgres ved 0-5°C i 15-45 minutter og derefter ved stue-
temperatur natten over. Reaktionsblandingen ekstraheres i den
navnte razkkefglge med kold fortyndet mineralsyre, koldt vand,
kold saltoplgsning samt tgrres. Bortdampning af oplgsningsmid-
let giver en olie, som oplgses l:l-blanding af dioxan og ether,
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diethylamin tilsattes, og oplgsningen afkgles og filtreres til
dannelse af diethylammoniumsaltet af 2-(2-R2—amino-4—thiazolyl)-
-2-syn-methoxyiminoeddikesyre som biprodukt. Filtratet fortyn-
des med ether, afkgles og filtreres til dannelse af 7-[2-(2-
—Rz-amino—4—thiazolyl)—2—syn—methoxyiminoacetamido]-3-(1,2,3-
-thiadiazol-5-yl)thiomethyl-3-cephem-4-carboxylsyre (forbindel-
se VIII, hvor R og R2

af diethylammoniumsaltet.

har de ovenfor anfgrte betydninger) i form

Dette salt bringes til at reagere med et egnet middel
valgt til at fjerne den specielt anvendte Rz—beskyttelsesgrup—
pe. Dette middel er velkendt af enhver fagmand. Nar R2 betyder
trityl, foretrazkkes behandling med 80% myresyre ved stuetempera-
tur i 1-4 timer. Reaktionsblandingen fortyndes derefter med vand
og filtreres. Filtratet inddampes ved 25—35°C, og produktet ud-
faldes fra etheren, hvorved der f£ds det ¢gnskede produkt med

formlen (I).
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Ifglge reaktionsskema C omdannes forbindelsen med form-
len (IV) ifglge definitionen ovenfor til 2—(2-R2—amino—4-thia—
zolyl)-2-syn-methoxyimino-carbonylchlorid (forbindelsen IX) pa
fplgende midde: Forbindelsen med formlen (IV) og et molakviva-
lent af en tertiar organisk amin (fortrinsvis triethylamin) op-

lgses i et ikke-hydroxylisk organisk oplgsningsmiddel (f.eks.

methylenchlorid, chloroformeller carbontetrachlorid; methylenchlo-

rid eller chloroform foretrakkes) og afkgles. Til denne kolde
omrgrte blanding sazttes phosphorpentachlorid i flere portioner
i 1lgbet af 15-30 minutter, og reaktionsblandingen omrgres ved
0-5% i yderligere 15-45 minutter efterfulgt af omrgring i ca.

"1 time ved stuetemperatur. Reaktionsblandingen inddampes der-

efter ved formindsket tryk, genoplgses i chloroform eller me-
thylenchlorid, hvorpd den igen inddampes. Remanensen optages i
acetone og filtreres til dannelse af det krystallinske tri-
ethylammoniumhydrochlorid~biprodukt, som bortkastes.

Acetonefiltratet indeholdende forbindelsen med form-
len (IX) (hvor R, har den ovenfor anfgrte betydning) sattes i
1gbet af ca. 30 minutter til en omrgrt iskold oplgsning af
7-amino-cephalosporansyre-thioheterocyclo (forbindelse VII
ifglge definitionen ovenfor) i vand/acetone (3:2 v/v) indehol-
dendende 1 molakvivalent af en svag base, sdsom natriumbicar-
bonat, og 2 molakvivalenter af en organisk tertiar amin, for-
trinsvis triethylamin. Denne reaktionsblanding omrgres ved
stuetemperatur i ca. 1 time, syrnes til en pH-vardi péd 2 med
fortyndet vandig syre (f.eks. 4 N saltsyre), fortyndes med
vand, ekstraheres flere gange med et organisk oplgsningsmid-
del, s&som methylenchlorid, chloroform, ethylacetat, benzen
etc. (ethylacetat foretrazkkes), vaskes flere gange med vand,
tgrres og inddampes til dannelse af slutproduktet med form-
len (VIII) (ifglge definitionen ovenfor).

Behandling med et hensigtsmessigt middel for at fjer-
ne den specielt anvendte R2—beskyttelsesgruppe giver det ¢n-
skede produkt med formlen (I).

Produktet med formlen (I) fremstillet ifglge reaktions-
skema A, B eller C kan omdannes tilet farmaceutisk acceptabelt
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salt ved behandling med en egnet base. Udtrykket "farmaceu-
tisk acceptable ikke-toksiske salte" betyder salte af stam-
forbindelsen, som ikke signifikant alvorligt pavirker de
farmaceutiske egenskaber (f.eks. toksicitet, effektivitet
etc.) af stamforbindelsen, som er konventionelt anvendt
inden for den farmaceutiske teknik. Salte fremstillet ifgplge
opfindelsen er farmaceutisk acceptable kationsalte med hensyn
til syredelen. Alkalimetalkationer, f.eks. natirum og kalium,
foretrzkkes. Isar foretrazkkes natriumsaltet. For formalet
med opfindelsen bgr det forstas, at forbindelserne med form-
len (I) er zkvivalente med deres farmaceutisk acceptable
ikke-toksiske kationsalte.

Det foretrzkkes almindeligvis, at de respektive pro-
dukter fra hvert procestrin, beskrevet ovenfor i reaktions-
skema A, B eller C, adskilles og/eller isoleres, for de an-
vendes som udgangsmateriale til de fgplgende trin. Adskillelse
og isolering kan gennemfgres ved en hvilken som helst hen-
sigtsmessig rensningsprocedure, sasom bortdampning, krystal-
lisering, s¢jlechromatografi, tyndtlagschromatografi, de-
stillering etc. Specifikke eksempler pa typiske adskillelses-
og isoleringsfremgangsmader kan gives med henvisning til de
i det felgende beskrevne eksempler. Imidlertid kan man givet-
vis ogsd anvende andre @Kkvivalente adskillelsesmetoder. Det
bor ogsa forstas, at nar der anferes typiske reaktionsbe-
tingelser (f.eks. temperaturer, molforhold, reaktionstider),
kan betingelser bdde over og under disse intervaller ogsa
anvendes, selv om de i almindelighed er mindre hensigtsmes-
sige.

Forbindelserne fremstillet ifplge opfindelsen er
biologisk aktive og udviser kraftig antibakteriel virkning
ved afprevning ifglge Mueller-Hintons agarfortyndingsmetode.
Resultaterne er anfgrt i tabellerne I, II, III, IV og V.

I tabel I er forbindelserne anfgrt med koder pa folg-

ende made:
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7B8-[a-syn-methoxyimino-a-(2-aminothiazol-
-4~-yl)acetamido]=-3-[ (1,2,3-thiadiazol-5-
-ylthio)methyl]-3-cephem-4-carboxylsyre
cephalothin (Lilly)
(7—(2fthienylacetamido)cephalosporansyre)
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Tabel T
Mindste inhiberende koncen-
tration Hg/ml
_ . Forbindelse

Organisme a II
Gramnegativ
Klebsiella pneumoniae STFD-79-1¢€ 0,015 1

" " SSC-78-1 0,015 1

" oxytoca K-81-6 0,03 2
Enterobacter aerogenes STFD-79-14 0,03 128

" cloacae K-79-16 0,25 >128

" " K-81-46 0,12 64
Serratia marcescens TUL-78-15 1 >128

" " QHC-77-2 1 >128

" " K-81-39 0,12 >128
Proteus morganii K-79-25 0,015 >128

" " K-77-3 4 >128

"' rettgeri N-76-1 0,015 >128
Providencia stuartti  K-81-29 0,06 >128
Escherichia coli STFD-79-20 0,015 4

11 111 #311 ) 0'03 4

" " K-81-14 0,06 64
Salmonella sp.. SSC-79-57 0,25 64

" (arizona) QHC-77-3 0,03 2
Citrobacter sp. K-81-27 0,03 1
Acinetobacter sp. STFD-79-17} 16 >128

" " K-77-1 4 >128

" " K-77-6 16 >128
Pseudomonas aeruginosa SSC-78-13 64 >128

" 12-4-4 32 >128

" " TUL-78-2 | 128 >128
Grampositiﬁ
Enterococcus Sp. 0SU-75-1 32 32

" " SM-77-15 32 39
Staphylococcus aureus SSCc-79-18 0,25 0,25

" " FU-79-19-2 0,5 0,5

" " SSC-80-15 0,5 0,5

" ' Smith 0,25 0,12,
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I tabel II er forbindelserne anfort med koder som

folger:
Forbindelse

Forbindelse

Forbindeise

Forbindelse

Forbindelse

Forbindelse

Forbindelse

Ia =

IIT =

Iv

Vi

VII

VIII

78-[a-syn-methoxyimino-¢~(2-aminothiazol-
-4-yl)acetamido]-3-[1,2,3-thiadiazol-5-
ylthio)methyl]-3-cephemf4-carboxylsyre
= cephotaxim (Hoechst)
7-[2-(2-amino—4—thiazoly1)-z-methoxyimino-
acetamido]cephalosporansyre
cephmenoxim (Takeda)
(6R, 7R) =7-[2-(2-amino-4~-thiazolyl)glyoxyl-
amido]-3-[[ (1-methyl-1H-tetrazol-5-yl)thio]-
methyl]-8-oxo-5-thia-1-azabicyclo[4.2.0]oct-
—2-en—2-carboxy1syre—72-(Z)-(O-methyloxim)
ceftizoxim (Fujisawa)
(6R,7R) -7-[2-(2-amino-4-thiazolyl) -glyoxyl-
amido]-8-oxo-5-thia-l1-azabicyclo[4.2.0]oct~-
-2-en-2-carboxylsyre-72-(2) - (0-methyloxim)
moxalactam (Lilly)
7B-[2-carboxy-2- (4-hydroxyphenyl) acetamido]-
—7a-methoxy-3—[[(1fmethy}f;H-tetrazolf5-
yl)thio]methyl]-1-oxa-l1-dethia-3-cephem-4-
-carboxylsyre
= cefoxitin (Merck)
3-carbamoyloxymethyl-7a-methoxy-7-[{2-(2-
-thienyl)acetamido]-3-cephem-4-carboxylsyre
= cefoperazon (Pfizer)
7-[D-(-)-a-(4-ethyl-2,3-dioxo-1-piperazin-
carboxamido) -a- (4-hydroxyphenyl)acetamido]-
-3-[[ (1-methyl-1H-tetrazol-5-yl)thio]me-
thyl]-3-cephem-4-carboxylsyre
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"I tabel III er forbindelserne anfert med koder som

folger:

Forbindelse Ib(i) = 7-B-[a-syn-methoxyimino-a-(2-aminothia-

Forbindelse II =

zol-4-yl)acetamido]-3-[(1,2,3-thiadiazol-
-4-methyl-5-ylthio)methyl]-3-cephem-4-carb-
oxylsyre '
cephalothin (Lilly)
(7-(?-tyieny1acetamido)cephalosporansyre)
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- Tabel IIT
Mindste inhiberende
koncentration '
ug/ml
Forbindelse
drganisme Ib (i) Iz
Klebsiella pneumoniae STFD-79-6 <0,03 ,5
" " SSC-78-1 20,03 1
"o - 1" AD 20'03 0".03
Enterobacter aerogenes STFD-79-14 0,12 >128
" ' cloacae K-79-16 0,25 5128
Serratia marcescens TUL-78-15 2 >128
a " QHC-77-2 2 >128
Proteus morganii K-79-25 <0,03 >128
" rettgeri N-76-1 <0,03 >128
Escherichia coli STFD-79-20 <0,03 2
" 13 #311 —=O,O6 4
" " ESS 22-31 | <o0,03 <0,03
" " ATCC 25922 | <0,03 2
Salmonella sp. SSC-79-57 1 64
" " (arizona) QHGC-77-3 0,06 2
Acinetobacter sp. STFD-79-17 | 32 >128
13 ] it K-77—1 4 >128
Pseudomonas aeruginosa SSC-78-13 64 >128
" " 12-4-4 64 >128
" " ATCC 27853 | 64 >128
Enterococcus sp. 0SU-75-1 8 16
" " SM-77-15 8 16
Staphylococcus aureus SSC-79-18 0,25 0,12
" " FU-79-19-2 0,3 0,12
" " Smith 0,25 0,03
" " SSC-80-15 1 0,5
Micrococcus luteus PCI 1001 <0,03 0,03
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I tabel IV er forbindelserne betegnet ved fglgende

koder:
Forbindelse I

COOH
o
NH21T/ | om—n DN—cHz=s N
h g
' "—CO—NHe————ji\ N
s

N—0CH3

78 [a-syn-methoxyimino-a-(2-aminothiazol-4-yl) ~acetamido]-
3-[(1,2,3-thiadiazol-5-ylthio)methyl]~3~cephem-4~carboxylsyre
Forbindelse IX

C00-C(CH3)4

gaNI. g

N—OCH3

7B8-[a-syn-methoxyimino-a~(2-aminothiazol-4~-yl)acetamido]-
-3-[(1,2,3-thiadiazol~5-ylthio)methyl]-3-cephem-4-carboxyl-
syre-tert.butylester
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- Tabel IV
Mindste inhiberende
koncentration (pg/ml)
Forbindelse '
Organisme I IX
Staphylococcus aureus SSC 79-18 0,5 4
" " FU 79-19-2 1 16
" " Smith 0,5 4
" " ATCC 25923__ , 1 16
Enterococcus 0oSU 75-1 16 >128
" SM 77-15 16 >128
Escherichia coli STFD 79-20 0,3 0,5
" " 311 0,3 0,5
" " ESS 22-31 <0,015 <0,015
" " ATCC 25922 <0,015 0,06
Klebsiella sp. STFD 79-6 0,3 1
" " SSC 78-1 0,3 1
" pneumoniae AD <0,015 0,25
Enterobacter aerogenes STFD 79-14 0,12 2
" cloacae K 79-16 0,5 4
Serratia sp. TUL 78-15 1 16
"ow QHC 77-2 4 16
Proteus morganii K 79-25 <0,015 0,5
" rettgeri N 76-1 <0,015 <0,015
Salmonella sp. SsC 79-57 0,5 4
" " arizona QHC 77-3 0,06 1
Acinetobacter sp. STFD 79-17 32 >128
" " K 77-1 4 32
Pseudomonas aeruginosa SSC 78-13 64 >128
" " 12-4-4 64 >128
" " ATCC 27853 64 >128
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I tabel V er forbindelserne betegnet ved fglgende

koder:
COOH
5 S S\
NH2 - \\ Ha~$ N
I I l 0 N l ”
N -C—CO—NH—:[::;l
" S

N—OCHa

10 (fremstillet ifgplge opfindelsen)

l 8 N
[ ‘——cxz-c—uu —1T1 ![ i
l - CH.~S N

—— N F 2 s~

|
15 X 0 -
cooNa

(forbindelse nr. 11 i tabel I pa side 215 i Journ. Med.
Chem., 1979, Vol. 22)
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- Tabel V
Mindste inhiberende
koncentration {ug/ml)
Forbindelse ’
Organisme I X
Staphylococcus Aureus SSC 79-18 0,5 0,015
" " FU 79-19-2 1 1
" " Smith 0,5 0,015
" " ATCC 25923 1 0,03
Enterococcus 0SU 75-1 16 16
" SM 77-15 16 16
Escherichia coli STFD 79-20 0,03 4
" " 311 0,03 4
Klebsiella sp. STFD 79-6 0,03 2
" " SSC 78-1 0,03 8
Enterob. aerog. STFD 79-14 0,12 64
" cloacae K 79-16 0,5 64
Serratia sp. TUL 78-15 1 >256
woow QHC 4 >256
Salmonella sp. SSC 79-57 0,5 128
' " " arigona QHC 77-3 0,06 2
Acinetob. sp. STFD 79-17 32 128
L K 77-1 4 256
Pseudomonas aerug. ATCC 27853 64 >256
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De her omhandlede forbindelsers anvendelighed demonstre-
res yderligere ved deres evne til at regulere systemiske letale
infektioner hos mus. Til afprgvningen anvendes der hunmus af
stammen "Charles River Laboratories CD-1" hver vejende 2022 g.
Musene inficeres ved intraperitoneal injektion af tilstrakke-
ligt med bakterier (jfr. tabel II) i enten O,5 ml 5% mucin
(S. aureus-stammer) eller bouillon (S. pyogenes eller E. coli)
til drezbning af 95-100% af ubehandlede mus i lgbet af 48 timer.

Musene behandles ved subcutan injektion 30 minutter ef-
ter inficeringen med testlagemidlet i varierende doser i 0,5 ml
0,2% vandholdig agar. Overlevelsestallene 7 dage efter injice-
ringen registreres. Resultaterne af tre separate afprgvninger
med forbindelsen (Ia) er samlet og anfgrt i tabel vI som me-
dianeffektive doser (EDSO), som blev bestemt ved probitanalyse.

Forbindelserne i tabel VI er anfg¢rt med koder pa fglgende

made:

Forbindelse Ia = 7B-[a-syn-methoxyimino-a-(2-aminothiazol-
-4-yl)-acetamido]l-3-[(1,2,3-thiadiazol-5-
-ylthio)methyl]-3~cephem~-4-carboxylsyre

Tabel VI
Inficerende bakterier Medianeffektiv dosis (EDSO)
mg/kg
(95% konfidensgranse)
Forbindelse Ia
Staphylococcus aureus Smith 2,9
(2,4-3,6)
Staphylococcus aureus Fu-79-2 6,1
(4,4-8,4)
Staphylococcus pyogenes C203 0,1
(0,08-0,13)
Escherichia coli 311 0,35
' (0,28-0,44)
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De aktive forbindelser ifglge opfindelsen er effektive
til behandling af bakterieinfeﬁtioner hos varmblodede dyr ved
parenteral indgivelse i m®ngder varierende fra ca. 15 mg til
ca. 200 mg pr. kg legemsvegt pr. dag. Et foretrukket doseriﬁgs-
interval ligger fra ca. 20 mg til ca. 60 mg pr. kg legemsvagt
pr. dag. En foretrukken doseringsenhed indeholder ca. 15 mg
til ca. 2 g af den aktive forbindelse. Isar foretrakkes dose-
ringsenheder indeholdende ca. 50 mg til ca. 1 g aktiv forbin-
delse. Doseringsenhederne reguleres sdledes, at der i alt ind-
gives ca. 4-12 g af den aktive forbindelse i lgbet af en pe-
riode p& 24 timer, ndr det drejer sig om en patient med en le-
gemsvagt pd ca. 70 kg. Denne dosering kan tilpasses til opnéel-
se af en optimal terapeutisk reaktion. En foretrukken dosering
til ikke-livstruende infektioner er eksempelvis ca. 15-200 mg
pr. kg legemsvaegt pr. dag. Til alvorlige eller livstruende in-
fektioner kan doseringen ¢ges op til 350 mg pr. kg legemsvagt
pr. dag. Mange delte doser kan indgives dagligt, eller doserin-
gen kan ogsd mindskes proportionalt efter forholdene ved den
terapeutiske situation.

Disse aktive forbindelser kan indgives ifglge mange for-
skellige hensigtsmessige metoder, eksempelvis intravengst, in-
tramuskulart, subcutant eller intraperitonealt.

Oplgsninger eller suspensioner af disse aktive forbindel-
ser, sdsom en fri base eller farmakologisk acceptable salte, kan
fremstilles i vand som hensigtsmessigt er blandet med et over-
fladeaktivt middel, s8som hydroxypropylcellulose. Dispersioner
kan ogsd fremstilles i glycerol, flydende polyethylenglycoler
samt blandinger heraf i olier. Under almindelige opbevarings-
og anvendelsesbetingelser indeholder disse praparater et kon-
serveringsmiddel for at forhindre vekst af mikroorganismer.

De farmaceutiske former, der er hensigtsmassige til in-
jektion, omfatter sterile vandoplgsninger eller dispersioner.

i vand samt sterile injicerbare oplgsninger eller dispersioner.
Under alle omstandigheder skal formerne vare sterile og til-
strazkkeligt flydende til at muligggre anvendelse af en injek-



10

15

20

25

30

35

DK 155945B

. 24

tionssprgjte. De‘skal vare stabile under betingelserne ved til-
virkningen og opbevaringen og skal bevares mod forurening mod
mikroorganismer, sasom bakterier og svampe. Barere kan vare et
oplgsningsmiddel eller et dispersionsmedium, der eksempelvis in-
deholder vand, ethanol, polyol (f.eks. glycerol, propylenglycol
og flydende polyethylenglycol), hensigtsmassige blandinger heraf

samt vegetabilske olier.
En yderligere forstdelse af opfindelsen kan fas fra

fglgende praparationer og eksempler. Safremt intet andet

er anfgrt betyder alle de ovenfor anfgrte og de i

det fglgende anfgrte temperaturer og temperaturintervaller °c
og stuetemperatur betyder ca. 20°¢. Udtrykket procent (%) refe-
rerer til vagtprocent, og udtrykket "mol" og lignende refererer
til gmol. Udtrykket "ekvivalent" refererer til en mangde rea-
gens, der i mol svarer til molene af den foregédende eller efter-
fglgende reaktant i preparationen eller eksemplet i form af mol

med bestemt vegt eller rumfang.

Eksempel 1

7B-[a~syn-methoxyimino-a~- (2-aminothiazol-4-yl) acetamido]-3-
-[(1,2,3~thiadiazol~5-y1lthio)methyl]-3-cephem-4-carboxylsyre
En oplgsning af 245 mg af natriumsaltet af 7B-[a-syn-

-methoxyimino-a- (2-aminothiazol-4-yl)acetamido]-cephalosporan-
syre og 78 mg af kaliumsaltet af 1,2,3-thiadiazol-5-thiol i

5 ml vand opvarmes ved 65°C ved pH 7,3 i 6 timer. Oplgsningen
ekstraheres med ethylacetat og indstilles p& pH 2,5 med

1 N saltsyre. Det dannede bundfald udvindes ved filtrering til
dannelse af 70 mg af det ¢nskede produkt i form af en gulbrun
fast masse. }.gii 5,62 (B-lactamcarbonyl).

Eksempel 2
78~ [a-syn-methoxyimino-a-(2-aminothiazol-4-yl)acetamido] -3~

-[(1,2,3-thiadiazol-5-ylthio)methyl]-3-cephem-4-carboxylsyre

3,17 g dicyclohexylcarbodiimid settes til en oplgsning
af 13,0 g 2-(2-tritylamino-4-thiazolyl)-2-syn-methoxyimino-
eddikesyre i 60 ml methylenchlorid. Blandingen omrgres i kulde
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i 30 minutter og derefter ved stuetemperatur il,5 timer.
Urinstoffet fjernes ved filtrering, filtratet afkgles i et
is/methanol-bad, og der tilsattes en kold oplgsning af 4,4 g
7—amino—3-(1,2,3-thiadiazol—5-yl)—thiomethyl—3-cephem—4—car5-
oxylsyre og 3,72 ml triethylamin i 60 ml methylenchlorid. Blan-
dingen omrgres i kulde i 30 minutter og derefter ved stuetem-
peratur natten over. Reaktionsblandingen ekstraheres i den navn-
te rzkkefglge med kold 0,5 N saltsyre, vand og saltoplgsning,
torres derefter over magnesiumsulfat. Bortdampning af oplgs-
ningsmidlet giver en olie, som oplgses i en oplgsning af 30 ml
dioxan og 30 ml ether. 2,92 ml diethylamin tilszttes, og oplgs-
ningen afkgles og filtreres til dannelse af 6,2 g diethylammo-
niumsalt af 2-(2-tritylamino-4-thiazolyl)-2-syn-methoxyimino-
eddikesyre som biprodukt. Filtratet fortyndes til 500 ml med
ether, afkgles og filtreres til dannelse af 8,5 g 7-[2-(2-tri-
tylamino—4—thiazolyl)-2—syn—(methoxyimino)acetamido]—3—(1,2,3-
-thiadiazol-5-y1)-thiomethyl-3-cephem-4~-carboxylsyre i form af
diethylammoniumsaltet.

En blanding af 2,4 g af det ovenfor anfgrte diethyl-
ammoniumsalt og 20 ml 80%'s myresyre omrgres ved stuetempera-
tur i 2 timer og fortyndes derefter med 20 ml vand og filtre-
res. Filtratet inddampes til tgrhed ved 35°C, og remanensen
tritureres med ether, filtreres og tgrres til dannelse af 1,4 g
af det ¢gnskede produkt.

Eksempel 3
Natrium=-78-[a-syn-methoxyimino-a~-(2-aminothiazol-4-yl)acetami-

do]-3-[(1,2,3-thiadiazol-5-ylthio)methyl]-3-cephem-4-carboxylat

3,5 g 7B-[a-syn-methoxyimino-a~(2-aminothiazol-4-yl)-
-acetamido]-3-[(1,2,3-thiadiazol-5-ylthio)methyl]-3~-cephem-4-
-carboxylsyre oplgses i 100 ml vand ved drdbevis tilsatning af
6,6 ml1 1 N natriumhydroxid. Denne oplgsning filtteres, og fil-
tratet lyofiliseres til dannelse af 3,3 g af det ¢gnskede pro-
dukt.
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Eksempel 4
7-Amino-3-[(1,2,3~thiadiazol-4-methyl-5-y1lthio)-methyl]-3-cephem-

-4-carboxylsyre

En blanding af 4,04 g 7-aminocephalosporansyre, 2,30 g na-
trium-4-methyl-1,2,3-thiadiazol-5-thiolat og 1,24 g natriumbi-
carbonat i 60 ml vand og 30 ml acetone omrgres og tilbagesvales
i 2,5 timer. Reaktionsblandingen afkgles til stuetemperatur,
syrnes til pH 3,5, og bundfaldet opsamles, vaskes med vand og
tprres til dannelse af 3,7 g af det ¢nskede produkt.

Eksempel 5
7B8- [a-syn-methoxyimino-o-(2-tritylamino-thiazol-4-yl)acetamido]-

-3-[(1,2,3-thiadiazol-4-methyl=-5-ylthio)-methyl]-3-cephem-4-
-carboxylsyre

2,08 g phosphorpentachlorid sattes i flere portioner til
en kold oplgsning af 4,44 g 2-(2-tritylamino-4-thiazolyl-2-syn-
-methoxyiminoeddikesyre og 1,41 ml triethylamin i 70 ml methy-
lenchlorid. Blandingen omrgres i kulde i 30 minutter og deref-
ter ved stuetemperatur 30 minutter. Oplgsningsmidlet £fjernes
ved formindsket tryk. Remanensen oplgses i 70 ml methylenchlo-
tid og inddampes igen til t@grhed. Denne remanens opslammes i
50 ml acetone, filtreres, og filtratet sattes derefter drabevis
under omrgring til en kold oplgsning af 2,53 g 7-amino-3-[(1,2,3-
-thiadiazol-4-methyl=-5~-ylthio)methyl]-3-cephem-4-carboxylsyre,
0,84 g natriumbicarbonat og 2,82 ml triethylamin i 75 ml vand
indeholdende 50 ml acetone. Denne blanding omrgres i kulde i
30 minutter, derefter ved stuetemperatur i 1 time og syrnes
til en pH-vardi pd 2. Der tilszttes 100 ml vand, og blandingen
ekstraheres med tre 150 ml portioner ethylacetat. De forenede
ethylacetatekstrakter vaskes med vand og saltoplgsning og t¢r-
res derefter over magnesiumsulfat og inddampes til dannelse
af 6,3 g af det ¢nskede produkt.




10

15

25

30

35

.27

Eksempel 6-

DK 155945B

7B-[a-syn-methoxyimino-a=-(2-aminothiazol-4-yl)-acetamido] =3- |

-[(1,2,3-thiadiazol-4-methyl=5-ylthio)-methyl]-3-cephem-4-

~carboxylsyre

4,0 g 7B-la-syn-methoxyimino-a-(2-tritylaminothiazol~-
-4-yl)acetamidol-3-[(1,2,3-thiadiazol-4-methyl-5-ylthio)methyl]=-
-3~cephem-4~carboxylsyre sattes til 40 ml 80%'s myresyre, og
blandingen omrgres ved ;tuetemperaturri 2,5 timer. En 40 ml an-
deirﬁandrtilsattes,-og blandinéenrfiltreres, og filtratet ind-
dampes til tgrhed ved 35°C. Remanensen tritureres med vand,
filtreres og tgrres til dannelse af 1,7 g af det gnskede pro-

dukt.

Eksempel 7
Fremstilling af en topisk creme

Komponenter
Aktiv forbindelse

Natriumlaurylsulfat
Propylenglycol
Stearylalkohol
Petrolatum, hvidt USP
Methylparaben, USP
Propylparaben, USP
Renset vand gs.

Eksempel 8
Fremstilling af topisk liniment

Komponenter

Aktiv forbindelse
Cholesterol
Stearylalkohol

Hvid voks

Petrolatum, hvidt USP gs.

% w/w
0,05-5

12
25
25
0,18
0,02
100

0,05-5

100
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Eksempel 9
Fremstilling af et intramuskulart produkt

268 liter sterilt vand til injektion USP fgres til en
blandingstank og afkgles til 6°C i4°C. 70.219 g 7B-[a-syn-

,—methoxyimino—a—(2—aminothiazol—4-yl)acetamido]—3—[(1,2,3-

-thiadiazol-5-ylthio)methyll-3-cephem-4~-carboxylsyre suspen-
deres i vandet, og der tilsattes 11.016 g natriumbicarbonat

i omtrent ti lige store portioner. Oplgsningen ved 6°c t4°C
blandes i 3-5 timer og fortyndes derefter til 535 liter med
sterilvand til injektion USP ved samme temperatur. Oplgsnin-
gen sterilfiltreres derefter, fyldes i sterile glasampuller,
der kan indeholde 50,56 ml, og lyofiliseres. Gendannelse med
11,6 ml af et hensigtsmessigt fortyndingsmiddel, sdsom ste-
rilvand til injektion USP, giver 15,8 ml produkt med en kon=-

centration p& 400 mg/ml i form af natriumsaltet.

Eksempel 10
Fremstilling af intravengst produkt

Fremgangsmaden anfgrt i eksemplet til intramuskulare
produkter gentages. Ampullen fyldes med 48,0 ml og lyofili-
seres. Gendannelsen sker med 5 ml hensigtsmassigt fortyn-
dingsmiddel, som derefter yderligere fortyndes til 50 ml
(eller gnsket rumfang) til dannelse af 6 g infusion.
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Patentkrayv.

Analogifremgangsmade til fremstilling af 7-f-[a—- -

syn-methoxyimino-a- (2-aminothiazol-4~-yl)acetamido]-3-[{1,-
2,3-thiadiazol-5-ylthio)methyl]-3-cephem-4-carboxylsyre

sant i

thiadiazolringens 4-stilling substituerede C;-Cg-

~alkylderivater og fysiologisk acceptable salte heraf med

den almene formel

H

hvor R betyder hydrogen eller C;-Cg-alkyl, kende t egqg -

net

Ly . .

,N——r } N-OCH

- I ‘ ” '3 /S R N
N C-C-NH —

I | \1 _JL\ i
0 osb—n_ _cHms— N

~

(I)
COOH

ved, at
a) en forbindelse med formlen

gy

hvor R har den ovenfor anferte betydning, og M betyder hy-
drogen eller en alkalimetalkation, bringes til at reagere

med forbindelsen med formlen

S
H,,N_—( N-OCH,
SN 5

: C-C-NH e
" u | W i
0= |

0 . u
— N \//—— CH,~0-C-CH,

CooH
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b) en forbindelse med formlen

. —0CH;

|

Ry — NH
\N C— COOH

hvor R, er en let fjernelig aminobeskyttelsesgruppe, bringes
til at reagere med dicyclohexylcarbodiimid til dannelse af

en forbindelse med formlen

J
Ry 1\ ~0CH3 .
c._c—-

- — 2

hvor Ry har den ovenfor anferte betydning, samt omsztning
af den anforte forbindelse med en forbindelse med formlen

HoN -—_-r xlq
o CHy—S A

hvor R har den ovenfor anferte betydning, til dannelse af
en forbindelse med formlen

——OCH3
Ro- NH‘< C—C'—NHI—\ I
0 N CHp-S
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- hvor R og Ry har den ovenfor anferte betydning, og Rp-delen

fjernes til dannelse af en forbindelse med formlen (I),

eller

c) en forbindelse med formlen

Ro-NH

_ /S\/IL ﬁ-oc&g
| Q§N C—COOH

hvor R, er en let fjernelig aminobeskyttelsesgruppe, bringes
til at reagere med phosphorpentachlorid til dannelse af en

forbindelse med formlen

S~ N-0CH3
RZ—NH'<~ | _‘é—-—com
. ‘

hvor R, har den ovenfor anferte betydnihg, samt omsztning af

denne forbindelse med

en forbindelse med formlen

S
HoN R—j7——-N
I( = CHp-S— \1\\1
OCH

hvor R har den ovenfor anferte betydning, til dannelse af

en forbindelse med formlen
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hvor R og Ry har den ovenfor anferte betydning, samt fjer-
nelse af Ry-delen til dannelse af en forbindelse med formlen
(I), hvorefter de sdledes fremstillede forbindelser med
formlen I om gnsket omdannes til fysiologisk acceptable
salte deraf.
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