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3-Mercaptothladiazol- eller 3-mer=
captotetrazolcephalosporiner til
anvendelse som mellemprodukter ved
fremstilling af cephalosporinfor=
bindelser.

Den foreliggende opfindelse angdr 3-mercaptothiadiazol- eller 3-
mercaptotetrazolcephalosporiner til anvendelse som mellemproduk-
ter ved fremstilling af de i dansk patent nr. 132.119 omhandlede
hidtil ukendte terapeutisk aktive cephalosporinforbindelser.

De omhandlede mellemprodukter er ejendommeligeved, at de har den i
kravets kendetegnende del anferte almene formel I.

De ovennzvnte terapeutisk aktive cephalosporinforbindelser har sam-
me almene formel I, bortset fra, at X er OH eller NH2.

De ved hjzlp af de omhandlede mellemprodukter fremstillede cephalo-
sporinforbindelser udviser en meget heJ aktivitet og er us®dvan-
lig stabile. S&ledes er slutprodukterne ikke blot stabile over for
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leverenzymer, men er tillige stabile over for cephalosporinase,
der produceres af gram-negative bakterier. Som felge heraf ud-
viser forbindelserne en langvarig antimikrobiel aktivitet.

De omhandlede mellemprodukter kan fremstilles ved at erstatte 3-
acetoxy-gruppen i 7-aminocephalosporansyren med enten l-alkyl=-
1,2,3,k-tetrazol-5-thiol eller en 1,3,4=-thiadiazol-5-thiol fulgt
af en acylering af 7-aminogruppen med den gnskede blokerede hydroxy-
eller aminoeddikesyre. Udskiftning af en estergruppe med en thiol-
gruppe er en velkendt reaktion, som kan udferes i vandig oplesning
ved en temperatur pd 50-100°C under nzrverelse af en svag base som
natriumhydrogencarbonat. Der anvendes fortrinsvis et overskud af
thiolen. Alkylgruppen i den anvendte tetrazols l-stilling kan, vare
methyl, ethyl eller propyl. Den anvendte thiadiazol kan have et
hydrogenatom eller en methyl-, ethyl- eller propylgruppe i 2-stil-
lingen.

Acyleringen af cephalosporinforbindelsers 7-aminogruppe er en vel=-
kendt reaktion, som kan udferes ved hjalp af syrehalogenidet eller
et blandet anhydrid. Den anvendte acyleringsmetode er uden betydning
for den foreliggende opfindelse.

Af typiske syrer, som kan anvendes ved acylering af thioforbindel-
serne til fremstilling af de foreliggende forbindelser, kan nzvnes
phenyleddikesyrer, substituerede phenyleddikesyrer og thienyleddi-
kesyrer, der ved a-carbonatomet har substituenten X, hvis betydning
er angivet i kravet. Af substituenter, der kan sidde i syrens phenyl-
ring, kan nzvnes chlor, brom, fluor, trifluormethyl, amino, nitro,
hydroxy, alkyl eller alkoxy med 1-3 carbonatomer,

Eksempler p& egnede syrer er forbindelser med efterfelgende formler,
der er vist uden den blokerende substituent ved a~hydroxy- eller
a=aminogruppen:
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Der optrzder stereoisomere forbindelser grundet disse syrers asym-
metriske a-carbonatom. Som bekendt er det szdvanligvis D-isomeren,
der udviser biologisk aktivitet.

Det vil forstds, at syrernes a-amino- og a-hydroxygrupper er be-
skyttet under acyleringen. Hydroxylgruppen kan sdledes omdannes til
formiatesteren, medens aminogruppen beskyttes af tert.-butyloxy-
carbonyl, 2,2,2-trichlorethoxycarbonyl eller den med methylaceto-

acetat fremstillede enamin.

Eksempler p& specifikke cephalosporinmellemprodukter, der omfattes
af opfindelsen, er navnt i det efterfslgende sammen med nogle fy-
siske data til identifikation af forbindelserne.

1) 7-(D-2-formyloxy-2-phenylacetamido)-3-(1l-methyl-1,2,3,4-tetrazol-
S-thiomethyl)—4§§-cephem—carboxylsyre. Natriumsaltet har E%%m
269 nm = 215. NMR-spektret udviste toppe ved 3,4-3,5 (dublet),
4,0, 4,2, 4,7, 4,9-5,1 (dublet), 5,6-5,7 (dublet), 6,2, 7,4
og 8,3 ppm.

2) tert-butyloxycarbonyl-substitueret 3-(l-methyl-1,2,3,4-tetrazol-
5—thiomethy1)—7-D—(3'-hydroxyphenyl)-glycylamido—Aﬁ?—cephem-

1% 571 mm = 197.

carboxylsyre. Elcm

3) tert-butyloxycarbonyl-substitueret 3-(2-methyl-1,3,4-thiadiazol~
5-thiomethyl)—7—D—(3‘-hydroxyphenyl)-glycylamido—453-cephem-
0,
carboxylsyre. E%ém 273 nm = 226.
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4) tert-butyloxycarbonyl-substitueret 3-(i-methyl-l,2,3,4~tetrazol-
5-thiomethy1—7-D—(4'-hydroxyphenyl)-glycylamido-£33-cephem-
carboxylsyre. NMR-spektret udviser toppe ved 1,9-2,1 (kvartet),
3,7, 4,0, 4,4, 5,0-5,1 (dublet), 6,7-6,9 (dublet) og 7,3-7,4
(dublet).

5) tert-butyloxycarbonyl-substitueret 3-(2-methyl-1,3,4-thiadiazol-
5-thiomethyl)-7—D—phenylglycylamido-l&?-cephem-carboxylsyre.
NMR-spektret udviser toppe ved 2,0-2,1 (kvartet), 2,7, 3,7,
4,4=4,5 (dublet), 5,0-5,1 (dublet), 5,4-5,6 (triplet), 5,7-6,0
(kvartet), 7,2-7,6 (kvartet).

6) 7-(D-2-formyloxy-2-phenylacetamido)-3-(2-methyl-1,3,4~thiadiazol-
5-thiomethyl)-t&:—cephem-carboxylsyre. NMR-~spektret udviser toppe
ved 2,7, 3,3-3,5 (triplet), 3,8, 4,1, 4,3, 4,5, 4,9-5,0 (dublet),
5,5-5,7 (dublet), 6,2 og 7,k.

Fremstillingen af de biologisk aktive forbindelser ud fra de om-
handlede mellemprodukter sker ved fjernelse af de beskyttende eller
blokerende grupper, f.eks. ved hydrolyse, med efterfelgende isole-
ring af slutproduktet med en fri hydroxylgruppe eller aminogruppe
ved a=-carbonatomet.,

Til bedemmelse af slutprodukternes biologiske aktivitet er udfert
m&linger af den inhiberende virkning af tre typiske forbindelser i
sammenligning med de kendte antibiotica cephalothin, cephalexin og
cephaloridine. Resultaterne fremgir af efterfelgende tabel, hvori
tallene angiver de minimale koncentrationer af det antibiotiske stof,
som er nedvendige til inhibering af vzksten af de pdgeldende mikro-
organismer,

Gm+, Gm- prgver for cephalosporiner (Gradient plade-screen)

Forbin- Gm+, mic G-, mic

delse V32 ?ﬁoo ifs1n NQ N1O N2b X26 X528 X68
1 0,5 > 20 0,4 8,8 6,4 10,4 0,75 >200 2,h
2 4,8 >20 3,8 10,4 9,7 9,3 6,6 2200 6,4
3 1,0 12 0 0,8 3,4 3,3 3,3 >200 2,9
4 0,8 13 4 0,6 0,5 1,3 0,6 0,6 > 50 0,5
5 4,3 > 20 4,2 1,1 1,2 1,9 1,7 >100 3,4
6 4,2 > 20 6,9 1,9 3,4 5,2 1,2 >100 2,4




1) Cephalothin
2) Cephalexin
3) Cephaloridine

g .
" O L
N CHZS‘LN/
|
CH

5)

e

CO,Na

2

@—CH—CNH—
et —L /l— cH,

COZNa

6) @ CH—(llNH——(SW

V32
X400
V8L
N9
N10
N26
X26
X528
X68

45?’ =

Staphlococcus aureous

= Staphlococcus aureous
= Staphlococcus aureous

Shigella sp.

= E. coli

= E. coli

= Klebsiella pneumoniae
= Pseudomonas sp.

Enterobacter aerogenes

CHZS—JL\S l CH3

143279



143278

Af ovennzvnte tabel fremgar det, at de af de omhandlede mellempro-
dukter fremstillede forbindelser udviser foreget aktivitet over for
visse gram-negative organismer i sammenligning med beslzgtede kendte

antibiotiske stoffer.
EKSEMPEL 1

Fremstilling af mellemproduktet 7-(D=2-formyloxy-2-phenylacetamido)-
3—(2-methv1—1,3,A—thiadiazol-B-thiomethy;)-ucé-cephem-a-carboxylsvre

D-mandelsyre (15,2 g, 0,1 mol) omrgrtes i 250 ml myresyre, og blan-
dingen henstod ved stuetemperatur i 2 dage. Oplesningen inddampedes
i vacuum, og inddampningsresten oplegstes 1 benzen, hvorefter benzen-
oplesningen vaskedes med vand, torredes over magnesiumsulfat, fil-
treredes og inddampedes til terhed, hvorved der isoleredes 13,2 g
D-mandelsyreformiat. Til en oplesning af 3,6 g (0,02 mol) D-mandel-
syreformiat og 25 ml ter benzen ved stuetemperatur sattes 5 ml
oxalylchlorid og 1 drdbe dimethylformamid. Efter omrering i 2 timer
ved stuetemperatur inddampedes oplesningen under vacuum under dan-
nelse af formiatesteren af D-mandelylchlorid i form af en olie, der
oplestes i 40 ml acetone. Syrechloridoplesningen sattes til en is-
kold oplesning af 3,44 g (0,01 mol) 7-amino-3-(2-methyl-1,3,4~-
thiadiazol—S—thiomethyl)—453-cephem—A—carboxylsyre og 5 g natrium-
hydrogencarbonat i 100 ml vand og 100 ml acetone. Denne blanding
omrertes i kulden i 1 time og derpd& ved stuetemperatur i 2 timer.
Acetonen afdestilleredes under reduceret tryk, og den fremkomne van-
dige blanding sattes til en kold, omrgrt blanding af 100 ml vand

og 200 ml ethylacetat. pH indstilledes p& 2,0 ved tilsmtning af 6N
saltsyre. Efter filtrering gennem en filterkage bortkastedes vand-
laget, og ethylacetatlaget vaskedes med vand, terredes over magne-
siumsulfat og inddampedes under vacuum til en olie. Olien behand-
ledes med ether for at fremkalde krystallisation, og det faste stof
isoleredes og terredes, hvorved der udvandtes 4 g 7-(D-2-formyl-
oxy—2~phenylacetamido)—3—(2—methy1—1,3,4—thiadiazol—S—thiomethyl)—
433—0ephem-h—carboxylsyre. NMR-spektret udviste toppe ved 2,7, 3,3-
3,5 (triplet) 3,8 4,1, 4,3, 4,5, 4,9-5,0 (dublet), 5,5-5,7 (dublet),

6,2 og 7,b.

Mellemproduktets anvendelse

Til 2,64 g (0,54 mol) af den ovenfor fremstillede formiatbeskyttede
tetrazolcephalosporansyre i 30 ml vand sattes 2,5 g natriumhydrogen-
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carbonat, og blandingen omrgrtes i 3 timer ved stuetemperatur. Blan-
dingen fortyndedes derpd til 50 ml med vand, hvorefter der tilsattes
50 ml ethylacetat, og blandingen afkeledes i et isbad, medens pH
indstilledes pd 2 ved tilsztningen af saltsyre. Der foretoges en
adskillelse af lagene, hvorefter ethylacetatlaget vaskedes med vand
og terredes over magnesiumsulfat. Der tilsattes ether for at bringe
produktet til udfzldning, hvorefter dette isoleredes, hvilket gav
1,4 g 7-D-mande1amido-3-(2—methy1-l,3,4—thiadiazol—5-thiomethyl)-
rACSB;cephem-h-carboxylsyreréprodukt.

Til 1,3 g (0,0026 mol) af réproduktet i 5 ml absolut ethanol sattes
2,6 ml 1N natriumacetat i methanol. Blandingen omrertes og afkegle~
des, hvorefter det udfzldede stof isoleredes, hvilket gav 1,1 g af
cephalosporinsyrens natriumsalt. Dette natriumsalt omkrystallisere-
des ved at oplese det i methanol og tilsmtte iso-~propanol til for-
nyet udfeldning. Denne behandling resulterede i natrium-7-D-mandel-
amido-3-(2-methyl-1,3, k-thiadiazol-5-thiomethyl)-A -cephem-i-
carboxylat.

NMR-spektret udviste kvartetter ved 3,2-4,0 og 3,8-4,5 ppm og sing-
letter ved 2,8, 5,2, 5,4, 5,7 og 7,5 ppm. Forbindelsen havde en
pK, -verdi pad 4,9.

EKSEMPEL 2

Fremgangsmdden i eksempel 1 gentoges med den @ndring, at udgangs-
materialet erstattedes med 7-amino-3-(l-methyl-1,2,3,4-tetrazol-5-
thiomethyl)—zﬁx3-cephem—4—carboxylsyre. Der isoleredes 1,1 g na-
trium-7-D-mandelamido-3-(1l-methyl-1,2,3,4-tetrazol-5-thiomethyl)
zﬁs3-cephem—4—carboxylat.

Produktet havde en pKa-vardi pd 5,2. NMR-spektret udviste kvartetter
ved 3,3-3,8 og 3,9-4,5 og singletter ved 4,0, 5,1, 5,35, 5,7
og 7,55 ppm.

EKSEMPEL 3

Fremstilling af mellemproduktet:

En oplesning af 2,46 g (0,01 mol) D-phenylglycin, hvis aminogruppe
var beskyttet med t-butyloxycarbonylgruppen i 50 ml tetrahydrofuran
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afkeledes til -10°C i et is-acetone bad. Til denne kolde oplssning
sattes 1,4 ml triethylamin og 1,3 ml isobutylchlorformiat. Oples-
ningen af det fremkomne blandede anhydrid omrertes i kulden i 20
minutter og sattes derpd til en kold omrert oplesning af 3, Ly g
(0,01 mol) 7-amino-3-(2-methyl-1,3,4-thiadiazol- -5-thiomethyl)- A3
cephem-4~carboxylsyre og 1,4 ml triethylamin i 50 ml vand og 50 ml
tetrahydrofuran. Denne reaktionsblanding omrertes 1 time i kulden
og 2 timer ved stuetemperatur. Tetrahydrofuran afstrippedes under
vacuum, og den vandige blanding holdtes i1 en kold, omrgrt blanding
bestiende af 50 ml vand og 100 ml ethylacetat. pH indstilledes pa
2 ved tilsaetning af 6N saltsyre. Blandingen filtreredes gennem et
filtermateriale, og vand- og ethyl-acetatlaget adskiltes. Ethyl-
acetatlaget vaskedes med vand, terredes over magnesiumsulfat, fil-
treredes og inddampedes til terhed under vacuum. Inddampningsresten
behandledes med ether og filtreredes; udbytte: 4 g tert.-butyloxy-
carbonyl-substitueret 3—(2—methy1-1,3,h-thiadiazol—S—thiomethyl)-
7-D-phenylglycylamido- A 3 -cephem-4~carboxylsyre.

NMR-spektret udviste toppe ved 2,0-2,1 (kvartet), 2,7, 3,7,
L, h=4,5 (dublet), 5,0-5,1 (dublet), 5,4=5,6 (triplet), 5,7-6,0
(kvartet), 7,2-7,6 (kvartet).

Mellemproduktets anvendelse

Det ovenfor fremstillede mellemprodukt omrgrtes i 20 ml iskold
trifluoreddikesyre i 5 minutter, og blandingen inddampedes derpa
under vacuum. Der tilsattes 10 ml ethylacetat, og blandingen ind-
dampedes pd ny under vacuum. Inddampningsresten omrertes med 30 ml
vand og 30 ml methylisobutylketon, og der tilsattes tributylamin
indtil pH var 4,0. Den udfeldede forbindelse isoleredes, hvorved
der vandtes 0,75 g af urent 3-(2-methyl-1,3,4-thiadiazol-5-thiome-
thyl)-7—D—pheny1glycylamido—zﬂs3-cephem-b-carboxylsyre.

Vandlaget vaskedes med methylisobutylketon og inddampedes til ter-
hed, hvorefter inddampningsresten opslemmedes med acetonitril og
filtreredes, hvilket yderligere gav 0,86 g réprodukt. For at opnd
et rent materiale af det ved pH 4 udfmldede réprodukt, omrertes
0,59 g heraf med 3 ml formamid, 3 ml vand og 1 ml methanol, hvor-
efter oplesningen filtreredes, og der tilsattes 20 ml acetonitril
til filtratet., Denne blanding afkeledes i adskillige timer, og det
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udfeldede stof isoleredes, hvorved der vandtes 0,15 g rent slutpro-
dukt. I NMR-spektret fandtes toppe ved 3,0, 3,5-3,7, L,3-4,5,
5,1-5,15, 5,4’ 5,7-5,8 og 6,0 Ppm.

EKSEMPEL 4

Fremgangsméden i eksempel 3 gentoges, idet der i stedet for 2-
methyl-1,3,4-thiadiazolylforbindelsen anvendtes l-methyl-1,2,3,4-
tetrazolylforbindelsen, hvorved der vandtes 3-(1-methyl-1,2,3,4~
tetrazol=5-thiomethy1)—7~D-phenylglycy1amido—As?-cephem—h-car—
boxylsyre. Udbytte: 43%. NMR-spektret indeholdt felgende toppe:
2913 3995; 4995-5’1’ 593'5’4 og 576 ppm.
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Patentkrav:

3-Mercaptothiadiazol- eller 3-mercaptotetrazolcephalosporiner til
anvendelse som mellemprodukter ved fremstilling af de 1 dansk
patent nr. 132 119 omhandlede hidtil ukendte terapeutisk aktive
cephalosporinforbindelser, k en detegnet ved, at de har
den almene formel:

0 S
R—CH—E-NH—CH—CH/ N cH,
1
X 0=C—N C—CHZ—S-R]‘ 1
N o ya
1
Co,H

hvor R er

eller L
S//
Y

Y er hydrogen, chlor, brom, fluor, trifluormethyl, amino, nitro,
hydroxy, alkyl med 1 - 3 carbonatomer eller alkoxy med 1 - 3 car-
bonatomer,

R™ er
4/N - N§§ 4/N - N\\
-C Cc-Z eller -C N
N Ny

1
Q
Z er hydrogen eller alkyl med 1 - 3 carbonatomer,
Q er alkyl med 1 - 3 carbonatomer,
, 0
X er -NHR® eller -0-C-H, og

R er O 0 0
" " i)
—C—O-C-(CHB)B; -C-O-CHZ-C013 eller -(E:CH—C-O—CH3
CH3
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