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Analogifremgangsméde til frem=
stilling af cephalosporansyre=
derivater og estere og salte
deraf.

Den foreliggende opfindelse angdr en analogifremgangsméde til
fremstilling af hidtil ukendte cephalosporansyrederivater med den

almene formel;
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hvori RT er hydrogen eller formyl,

R% er alkvl med 1-4 carbonatomer, og

hvori Al er methyl eller —(CHZ)nCOOH ogn er 1 eller 2,
eller en let hydrolyserbar ester eller et ikke-toxisk, farma-
ceutisk acceptabelt salt deraf.
De let hydrolyserbare estere af syrerne, som har formel I, om~
fatter de estre, som indeholder en gruppe med den almene formel:
_—W

~CH
~y

hvori Z betegner (lavere)alkanoyl, benzoyl, naphthoyl, furoyl, thenoyl,
nitrobenzoyl, methylbenzoyl, halogenbenzoyl, phenylbenzoyl, N-phthal-
imido, N-succin imido, N-saccharino, N-(lavere)alkylcarbamoyl, (lavere)-
alkoxy, (lavere)alkylthio, phenoxy, carbalkoxy, carbobenzoxy, carba-
moyl, benzyloxy, chlorbenzyloxy, carbophenoxy, carbo-tert.-butoxy eller
(lavere)alkylsulfonyl, ndr W betegner hydrogen, Z betegner carbalkoxy,
ndr W betegner carbalkoxy, og Z betegner benzoyl eller cyano, nar W
betegner phenyl, eller 7 7
hvori W og % tilsammen betegner 2-oxocycloalkyl indeholdende fra 4
til 8 carbonatomer. Blandt de let hydrolyserbare estere foretrakkes
iser pivaloyloxymethyl-, acetoxymethyl-, acetonyl-, phenacyl- og
methoxymethylestrene, samt silylestrene, sdsom trimethylsilylesteren.

Saltene af de omhandlede forbindelser omfatter de ikke-toxiske
carboxylsyresalte deraf, herunder ikke-toxiske metalsalte, sdsom
natrium-, kalium-, calcium~ og aluminiumsaltene, ammoniumsaltet og sub-
stituere de ammonium-salte, f.eks. salte af ikke-toxiske aminer, sasom
trialkylaminer, omfattende triethylamin, procain, dibenzylamin, N-
beénzyl-beta-phenethylamin, l-ephenamin, N,N'-dibenzylethylendiamin,
dehydroabietylamin, N,N'-bis-dehydroabietylethylendiamin, og andre
aminer, som har varet anvendt til dannelse af salte med benzylpenicil-
lin, samt L~lysin, arginin og histidin.

Den bicykliske kernes stereokemi er den, som findes i Cephalo-
sporin C.

Blandt de omhandlede forbindelser foretrzkkes isar s&danne, som
har D-konfiguration i 7-sidekaden.

Né&r de omhandlede forbindelser har den almene formel III

I 5N
C-C-NH~CH—CH CH, - =N
" l l l | IIT
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hvori Al, n og R2 har de foran anfgrte betydninger, kan de vare enten
syn-isomere eller blandinger af syn- og anti-isomere indeholdende 1
det mindste 75% af den syn-isomere. Fortrinsvis indeholder sé&danne
blandinger af isomere i det mindste 90% af den syn-isomere.og ikke
mere end 10% af den anti-isomere. Iszr foretrakkes det, at forbin-
delserne med formel III er syn-isomere, som i det vaesentlige er fri
for den tilsvarende anti-isomere. Henvisning til den syn-(cis)-isomere
form henviser til konfigurationen af gruppen OR2 i forhold til carbox-
amidogruppen. . :

De omhandlede forbindelser med den almene formel I besidder
bred-spektret antibakteriel aktivitet og er uventet mere aktive end
cefamandol, der er trivialnavnet for 7- (D-mandelamido) -3- (1l-methyl-
lH—tetrazol—S-yl—thiomethyl)—3—cephem—4-carboxylsyre, og Cefuroxim,
der er trivialnavnet for natrium-6R, 7R-3-carbamoyloxymethyl-7-(2%)-
2—methoxyimino(fur—2—yl)acetamidoceph—3-em—4-carboxylat. Det har end-
videre overraskende vist sig, at den mest aktive blandt de omhandlede
forbindelser (BB~S510, se nedenfor), som har en 2-methylsubstituent
pd triazolopyridazinonen, udviser en in vitro antibakteriel styrke,
som er betydeligt bedre end den tilsvarende styrke af den tilsvarende
forbindelse, som mangler en s&dan methylgruppe (BB-S515, se nedenfor) .
De omhandlede forbindelser kan derfor med fordel anvendes til bekam-
pelse af bakterielle infektioner, herunder Shig. dysenteriae—infek—
tioner, Sal. enteritidis-infektioner, Haemophilus-infektioner og
Neisseria—-infektioner.

Ved behandling af bakterielle infektioner i mennasker administre-
res de omhandlede forbindelser parenteralt i en fra ca. 5-200, isar
ca. 10-90 mg/kg/dag, og fortrinsvis ca. 5-20, is®r ca. 14-20 mg/kg/dag
i opdelt dosering, fx. 2-4 gange pr. dag. De administreres i doserings-
enheder, som fx. indeholder 125, 250 eller 500 mg aktiv bestanddel
sammen med velegnede fysiologisk acceptable barere eller excipienser.
Doseringsenhederne er i form af flydende prazparater, sdsom oplgsninger
eller suspensioner, og er fortrinsvis vandige oplgsninger af et na-
triumsalt eller et kaliumsalt, som injiceres intravengst eller intra-
muskulart eller ved kontinuert eller periodisk infusion i koncentra-
tioner pa ca. 125-500 mg/ml og fortrinsvis 250 mg/ml, sdledes som det
er sadvanligt i terapien med cephalosporin-antibiotika.

Fremgangsmadden ifglge opfindelsen er ejendommelig ved, at man

omsatter en forbindelse, som har den almene formel:
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hvofigAgref H eller har den for A ovenfor definerede betydning,
eller et salt eller let hydrolyserbar ester deraf med en forbindel-

se, som har den almene formel:

Z .
. . l l
H=5 \TT/{\E/N—A

hvorirAl har den ovenfor anfgrte betydning,
og, nar A2 er H, behandler den resulterende forbindelse med et

acyleringsmiddel, som har den almene -formel:

A-X

hvori X er halogenid eller et funktionelt zkvivalent deraf, og
A har den ovenfor anfgrte betydning, idet dog, ndr A-gruppen indeholder
en fri hydroxylgruppe, denne gruppe p& forh&nd blokeres ved hjelp af
en konventionel beskyttende gruppe, som bagefter fjernes til tilveje-
bringelse af en forbindelse med formel I, og om gnsket omdanner den
resulterende forbindelse med formel I i form af fri syre, salt eller
let hydrolyserbar ester til den tilsvarende ester eller ikke-toxiske,
farmaceutisk acceptable salt deraf, og om gnsket omdanner en forbind-
else med formel I i form af et resulterende salt eller let hydroly-
serbar ‘ester til den tilsvarende frie syre med formlen I.

Ifglge en udfgrelsesform af denne fremgangsmidde omsatter man en

forbindelse, som har den almene formel:

Iv
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hvori Al har den ovenfor anfgrte betydning, eller et salt eller let
hydrolyserbar ester deraf eller en Schiff-base deraf, f.eks. med benz-
aldehyd eller salicylaldehyd, (omfattende men ikke begranset til de
salte, estere eller Schiff-baser, som er omhandlet af U.S.A. patentskrift
nr. 3.284.451 og britisk patentskrift nr. 1.229.453, samt en hvilken
som helst af de silylestre, som er beskrevet i U.S.A. patentskrift nr.
3.249.622 til anvendelse sammen med 7-aminopenicillansyre, og som
beskrevet anvendt i britisk patentskrift nr. 1.073.530, og iszr omfat-
tende pivaloyloxymethyl-, acetoxymethyl-, methoxymethyl-, acetonyl-,
phenacyl-, p-nitrobenzyl-, B,B,B-trichlorethyl-, 3-phthalidyl- og 5-
indanylestrene) med et organisk monocarboxylsyrechlorid eller et funk-
tionelt akvivalent deraf som acyleringsmiddel,

Sadanne funktionelle akvivalenter omfatter de tilsvarende syrer
og anhydrider, omfattende blandede anhydrider, og isar de blandede
anhydrider fremstillet fra sterkere syrer, sasom de lavere alifatiské
monoestre af carbonsyre eller alkyl- og arylsulfonsyrer eller af mere
hezmmede syrer, sdsom diphenyleddikesyre. Tillige kan et syreazid ‘
eller en aktiv ester eller thioester (f.eks. med p-nitrophenol, 2,4-
dinitrophenol, thiophenol, thioeddikesyre) anvendes, eller den frie
syre i sig selv kan kobles med forbindelse IV efter en fgrste omsat-
ning af denne frie syre med N,N'-dimethylchlorformiminiumchlorid [se
britisk patentskrift nr. 1.008.170 og Novak og Weichet, Experientia XXI,
6, 360 (1965)] eller ved anvendelse af enzymer eller af en N,N'-carbo-
nyl-diimidazol eller en N,N'-carbonylditriazol [se sydafrikansk patent-
skrift nr. 63/2684] eller et carbodiimod-reagens [isar N,N'-dicyclo-
hexylcarbodiimid, N,N'-diisopropylcarbodiimid eller N-cyclohexyl—N'-‘
(2-morpholinoethyl) carbodifmid, se Sheehan og Hess, J. Amer. Chem. Soc.,
77, 1967 (1955)]1 eller af et alkylylamin-reagens [se R. Buijle og H.G,
Viehe, Angew. Chem. International Edition 3, 582, (1964)] eller af et
isoxasoliumsalt-reagens [se R.B. Woodward, R.A. Olofson og H. Mayer,

J. Amer. Chem. Soc., 83, 1010 (1961)] eller af et ketenimin~reagens

[se C.L. Stevens og M.E. Munk, J. Amer. Chem. Soc., 80, 4065 (1958)]
eller af hexachlorcyclotriphosphatriazin eller hexabromcyclotriphos-
phatriazin (se U.S.A. patentskrift nr. 3.651.050) eller af diphenyl-
phosphorylazid [DPPA] [se J. Amer. Chem. Soc., 94, 6203-6205 (1972)]
eller af diethylphosphorylcyanid [DEPC] [se Tetrahedron Letters No. 18,
pp. 1595-1598 (1973)] eller diphenylphosphit [se Tetrahedron Letters
No. 49, pp. 5047-5050 (1972)]. Et andet &kvivalent af syrechloridet

er et tilsvarende azolid, d.v.s. et amid af den tilsvarende syre,

hvis amid-nitrogen er et element af en kvasi~aromatisk fem~leddet ring,
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som i det mindste indeholder to nitrogenatomer, d.v.s. imidazol, pyra-
zol, triazolerne, benzimidazol, benzotriazol og deres substituerede
derivater. Som et eksempel p& den almene fremgangsmdde til fremstil-
ling af et azolid omsattes N,N'~carbonyldiimidazol med en carboxylsyre
i zkvimolare forhold ved stuetemperatur i tetrahydrofuran, chloroform,
dimethylformamid eller et lignende inert oplgsningsmiddel til dannelse
af carboxylsyre-imidazolidet i praktisk taget kvantitativt udbytte under
friggrelse af carbondioxid og et mol imidazol. Dicarboxylsyrer giver
diﬁidazolid. Biproduktet, imidazol, felder ud og kan adskilles, og
imidazolidet kan isoleres, men dette er ikke vasentligt. Fremgangs-—
maderne til udfgrelse af disse omsatninger til fremstilling af cepha-
losporiner og de til isolering af de séledes fremstillede cephalospo-
riner anvendte metoder er velkendte i teknikken.

7 Ovénfbr omtaltes anvendelse af enzymer til kobling af den frie
syre med forbindelse IV. Indenfor rammerne af s&danne processer er
anvendelse af en ester, f.eks. methylesteren, af den frie syre sammen
med énzymer tilvejebragt ved hjalp af forskellige mikroorganismer,
f.eks. de, som er beskrevet af T. Takahashi et al., J. Amer. Chem.
Soc., 94(11), 4035-4037 (1972) og af T. Nara et al., J. Antibiotics
(Japan) 24(5), 321-323 (1971) samt i U.S.A. patentskrift nr. 3.682.777.

Med henblik pd kobling af den organiske carboxylsyre som ovenfor
beskrevet med forbindelse IV (eller et salt eller fortrinsvis en let
hydrolyserbar ester eller Schiff-base, som f.eks. med benzaldehyd,
deraf) er det ogs& bekvemt og virkningsfuldt som koblingsmiddel at
anvende trimer phosphonitrilchlorid (se J. Org. Chem., 33(7), 2979-81,
1968) eller N-ethoxy-1l,2-dihydroquinolin (EEDQ) som beskrevet i J.
Amer. Chem. Soc., 90, 823-824 og 1652-1653 (1968) og i U.S.A. patent-
skrift nr. 3.455.929. Omsatningen udfgres fortrinsvis ved 30-35°C i
benzen, ethanol eller tetrahydrofuran under anvendelse af omtrent
zkvimolare mengder af alle tre reagenser og efterfglges af konventio-
nel isolering og fjernelse ved konventionelle metoder af eventuelt
tilstedevarende blokerende grupper.

Et udfgrelseseksempel pd fremstilling af de omhandlede forbindel-
ser I, som har D-konfiguration i sidekaden og hvori A svarer til en
mandelamido-gruppe og Al betegner —(CHZ)pCOOH, hvori n har den oven-
for anfgrte betydning, bestdr i, at man:

a) fremstiller et acylerende D-mandelsyrederivat, som har den
almene formel:
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hvori den hydroxyl-blokerende gruppe R betegner dichloracetyl, silyl
og fortrinsvis trimethylsilyl, tetrahydropyranyl eller fortrinsvis
formyl, '
i et vandfrit organisk oplgsningsmiddel, sdsom benzen, ethanol eller
fortrinsvis tetrahydrofuran, ved stuetemperatur eller lavere og for-
trinsvis ved ca. SOC, og derefter

b) blander dermed, fortrinsvis langsomt, en oplgsning ved omtrent
samme temperatur i et oplgsningsmiddel, fortrinsvis vandig tetrahydro-
furan, indeholdende i det vasentlige samme antal mol af en tertizr amin,
fortrinsvis en tertier alkylamin, sisom triethylamin, og i det‘vasent-
lige samme antal mol 7-amino-3-(2-carboxymethyl eller 2-carboxyethyl-
2,3—dihydro-s—triazolo[4,3—b]-pyridazin-S—on—6—ylthiomethyl)-3Fcephem-
4-carboxylsyre eller et salt eller en let hydrolyserbar Schiff-base,
som f.eks. med benzaldehyd, deraf til dannelse som mellemprodukt af en

syre, som har den almene formel:

@—?H-CONH —]/8 -K\l-_—_:p
OR }‘N S Cl1,8 \N,-Y‘YN-(CHZ)ncozﬂ
0

COOH 0

hvori n er 1 eller 2,
og R har den ovenfor anfgrte betydning,
eller et salt deraf, og derefter .

c) fjerner den hydroxyl-blokerende gruppe R ved konventionelle
kemiske metoder til dannelse af det ¢gnskede produkt eller et salt
deraf.

I foretrukne udfgrelseseksempler betegner R formyl,
som fjernes i trin c ved behandling med vandig base, s&som vandig
natriumhydrogencarbonat, eller R betegner dichloracetyl, som fjernes
i trin c ved basisk hydrolyse, fortrinsvis ved ca. pH-vardi 9-10,
eller R betegner trimethylsilyl, som fjernes i trin ¢ ved udsattelse

for vandig syre.
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Andre mandelamido-derivater fremstilles pd lignende made.
Et yderligere udfgrelseseksempel pa fremgangsmadden ifglge den
foreliggende opfindelse bestdr i udskiftning af 3-acetoxygruppen fra

en cephalosporansyre, som har den almene formel:

3 ,
Am—.—-—( q
PZ H,~0-C~CH,
o// COCH

hvori -A har den ovenfor anfgrte betydning,

<

hvilken cephalosporansyre kan fremstilles ved erstatning af de 3-
thiolerede 7-aminocephalosporansyrer med 7-aminocephalosporansyre ved
de heri beskrevne og andetsteds anfgrte acyleringsfremgangsmader,
med-den passende thiol HSR3, som har den almene formel:

L = g -
T N N—— CH 0
 H=S \\N’.\jg/ —(CHz )nCOGH eller H-S—_‘\T/N\j(/L“CHa

hvori n er 1 eller 2,
og hvorefter man fjerner den eventuelt pd carboxylgruppen tilstede-
vaerende beskyttende gruppe,

Udskiftningen af en s&dan 3-acetoxygruppe med en sadan thiol kan
udfgres i oplgsning, sdsom i vand eller vandig acetone, ved en tempe-
ratur pd i det mindste stuetemperatur og fortrinsvis indenfor interval-
let p& ca. 50 - 100°C i nerverelse af en mild base, sdsom natriumhydro-
gencarbonat, f.eks. fortrinsvis i nerheden af neutralitet, sdsom ved
pH-verdi ca. 6. Et overskud af thiolen anvendes fortrinsvis. Reaktions-
produktet isoleres ved omhyggelig forsyring af reaktionsblandingen
efterfqlgt af ekstraktion med et med vand ublandbart organisk op- '
lgpsningsmiddel.

De foretrukne estre af de omhandlede cephalosporiner er som navnt
pivaloyloxymethyl -, acetoxymethyl-, methoxymethyl-, acetonyl-
og phenacylestrene, der hver for sig kan fremstilles ved kendte
frémgangsméder. En udmzrket fremgangsmdde til fremstilling af estere
af udgangsforbindelsen er den i USA patentskrift nr.3.284.451 beskrevne, ved
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hvilken natriumcephalothin esterificeres ved omsatning med den ti;sva—
rende aktive chlor- eller bromforbindelse (f.eks. phenacylbromid,
chloracetone, chlormethylether, pivaloyloxymethylchlorid [ogsé& benavnt
chlormethylpivalat] og acetoxymethylchlorid), og derefter fjernes thie-
nyl-eddikesyre-sidekaden enzymatisk som beskrevet i ovenna&vnte patent-
skrift eller kemisk som beskrevet i U.S.A. patentskrift nr. 3.575.970
og i Journal of Antibiotics, XXIV (1L1), 767-773 (1971). Ved en anden
god fremgangsmidde omsattes triethylaminsaltet af 7-aminocephalogporan-
syre direkte med den aktive halogenforbindelse som beskrevet i britisk
patentskrift nr. 1.229.453.

Disse estre af 7-aminocephalosporansyre omsattes derp& med den
nukleofile HSR3 p& samme made som heri tidligere belyst for 7-amino-
cephalosporansyre i sig selv. Den 3-thiolerede ester af 7-aminocephalo-
sporansyre kobles derpéd sammen med den organiske carboxylsyre som QQenP
for anfgrt. '

Den sdledes opndede ester af cephalosporinen omdannes, hvis den
ikke anvendes som s&dan, til den frie syre, og om gnsket til et
vilkarligt salt ved fjernelse af den esterificerende gruppe, sdsom
ved vandig eller enzymatisk hydrolyse (s&som med menneske- eller dyre-
serum) eller ved sur eller basisk hydrolyse eller ved behandling med
natriumthiophenoxid som omhandlet i U.S.A. patentskrift nr. 3.284,45]
og, hvad angdr penicillinrakken, af Sheehan et al., J. Org. Chem.
29(7), 2006-2008 (1964).

I endnu en alternativ syntese fremstilles den 3-thiolerede 7-amino-
cephalosporansyre som heri beskrevet og acyleres derefter ved 7—aminoF
gruppen og esterificeres til slut, f.eks. ved omsetning af den passen-
de alkohol med det fremstillede syrechlorid, f.eks. ved omsatning af
den slutteligt opniede cephalosporin med thionylchlorid, eller ved

andre i det vasentlige sure esterificeringsfremgangsmader.

I det fglgende belyses fremstilling af udgangsmaterialer.

2-furoylcyanid

Til en opslemning af 26,1 g (0,4 mol) formalet kaliumcyanid i
300 ml acetonitril ved 5°C sattes 26,1 g (0,2 mol) a-furoylchlorid
under opretholdelse af temperaturen under 8°c. Blandingen omrgrtes i
kulden i 15 minutter og opvarmedes derefter under tilbagesvaling i 30
minutter. Reaktionsblandingen afkgledes og filtreredes, og acetonitrilet
fjernedes ved 15 mm Hg (dampbad) til efterladelse af 24,5 g af en mgrk
olie, som anvendtes uden yderligere rensning. Et infrargdt spektrum

viste et nitril-b&nd ved 2265 cm .
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2-fufanleoxylsyre

B De 24,5 g ra 2-furoylcyanid blandedes med 160 ml koncentreret
saltsyre'ved 25°¢ under periodisk omrgring. Reaktionsblandingen hen-
stilledes i 24 timer ved 25% og fortyndedes med 80 ml vand. Reaktions-—
blandingen omrgrtes i 5 minutter og filtreredes. Filtratet mettedes med

natfiuméhlorid og ekstraheredes med 5 x 120 ml 1:1 ether—ethylacetat-
oplgsning. Ekstrakterne kombineredes, t¢rredes over vandfri magnesium-
sulfat og inddampedes ved 30% (15 mm Hg) til dannelse af et brunligt-
orange.faststof. Faststoffet oplgstes i methanol, behandledes med
trazkul og inddampedes under formindsket tryk (15 kviksglv) til tgr-
hed til dannelse af 17 g af syren.

Produktet omkrystalliseredes fra toluen til dannelse af 11,5 g
(smeltepunkt 76°C). IR- og NMR-spektrene var konsistente for strukturen.

2-methoxyimino-2-furyleddikesyre

Til en oplgsning af 4,5 g (0,032 mol) 2-furanglyoxylsyre i 40
ml 50% alkohol og 3,1 g (0,037 mol) methoxyamin,hydrochlorid i 6 ml
vand ved 20°C sattes fortyndet natr1umhydrox1dopl¢sn1ng indtil pH-verdi
4-5. Opl¢sn1ngen omrgres ved pH-verdi 4-5 ved 25°C i 24 timer. Alko-
holen fjernedes under formindsket tryk (15 mm Hg), og oplgsningen ind-
stilledes til pH-vardi 7-8 med 50% natriumhydroxidoplgsning. Reaktions-
blandingen ekstraheredes med 3 x 50 ml ether, og det vandige lag ind-
stilledes til pH-verdi 1,9 under anvendelse af koncentreret saltsyre.
Blandingen ekstraheredes med 5 x 50 ml ethylacetat. De organiske frak-
tioner kombineredes, udvaskedes med saltvand,tgrredes over vandfri mag-
nesiumsulfat og inddampedes under formindsket tryk (15 mm Hg) til en
olie, som afkgledes i 1 time i et isbad. Produktet opslzmmedes med
"Skellysolve B" og opsamledes til dannelse af 3,1 g gule krystaller,
smeltepunkt 78°C. En analytisk prgve omkrystalliseredes fra toluen,
tgrredes i 16 timer i vakuum over P205 ved 25°C. IR- og NMR-spektrene

var konsistente for strukturen.
Analyse beregnet for C7H7NO: C: 49,65; H: 4,17; N: 8,28.
Fundet: C: 49,30; H: 4,21; N: 8,37.

2-ethoxyiminofuryleddikesyre

7,85 g (0,056 mol) furyl-2-glyoxylsyre oplgstes i 100 ml vand
og indstilledes til pH-verdi 7 med 50% natriumhydroxid. 6,83 g (0,070
mol) ethoxyamin,hydrochlorid i 10 ml vand tilsattes under opretholdelse
af pH-vardien ved 4-5. Reaktionsblandingen fortyndedes med 25 ml
alkohol, omrgrtes i 3 timer ved stuetemperatur og filtreredes derefter.
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Alkoholen fjernedes ved 35°C (15 mm Hg), og den vandige portion ind-
stilledes med fortyndet natriumhydroxidoplgsning til pH-vardi 7-8, og
udvaskedes derefter med ether, idet vaskevaskerne bortkastedes. Den
vandige fraktion indstilledes med 6N saltsyre til pH-verdi 1,5 og eks-
traheredes i 3 x 80 ml ethylacetat. Acetatfraktionerne kombineredes, ud-
vaskedes med saltvand og formindskedes i volumen ved 35°C (15 mm Hg)

il en olie. Olien afkgledes i isbad, tritureredes med "Skellysolve B",
opsamledes og tgrredes over P,O. i vakuum ved 25°C.

Udbytte: 4,8 g, smeltepunkt 83-85 %. IR- og NMR-spektrene var konsi-
stente for strukturen.

Analyse beregnet for C8H9NO4: C: 52,46; H: 4,95; N: 7,65.

Fundet: C: 52,22; H: 4,94; N: 7,60.

Natrium-oa-ethoxyimino—a- (2-furyl)acetat
Ti1 50 ml methanol sattes 250 mg (0,0109 mol) metallisk natrium,

og der omrgrtes, indtil alt natriumet var oplgst. Denne natriummethoxid-
oplgsning behandledes med 2,0 g (0,0109 mol) o-ethoxyimino-a-(2-furyl)-
eddikesyre oplgst i 10 ml methanol, og der omrgrtes ved stuetemperatur

i 1 time. Methanolen fjernedes ved 40°% (15 mm Hg), og produktet tg¢rre-
des i vakuum over P O ved 25°C til dannelse af 2,22 g hvidt faststof,
smeltepunkt dekomponerlng > 240 %c. Ir- og NMR-spektrene var konsistente

for strukturen.
"Skellysolve B" er en petroleumsetherfraktion med kogepunkt 60-

68°C og i det vasentlige bestdende af n-hexan.
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2-furoylcyanid (1)

Til en opslaemning af 78,3 g pulveriseret kaliumcyanid i 900 ml
acetonitril ved 5°C sattes 59,25 ml (68,5 g) a-furoylchlorid under
kraftig omrgring og under opretholdelse af temperaturen ved 4-8°c.
Blandingen omrgrtes wved 4-8°c i 15 minutter, og opvarmedes derefter un-

der tilbagesvaling i 30 minutter. Blandingen afkgledes til 23-25°¢,

filtreredes, udvaskedes med 50 ml acetonitril, som sattes til filtra-
tet, og acetonitrilet fjernedes ved 60°C (15 mm Hg) til efterladelse
af 51 g produktlé som en mgrk olie. Et IR-spektrum viste et nitril-

b&nd ved 2265 cm—l, og et NMR-spektrum viste et forhold pa ca. 70/30

af produkt ]/furansyre. Det ra produkt 1 anvendtes uden yderligere rens-

ning (49% udbytte af produkt).

Furyl-2-glyoxylsyre (2)

De 51 g r& 2-furoylcyanid 1 blandedes med 500 ml koncentreret
saltsyre ved 25°C. Reaktionsblandingen omrgrtes i 24 timer ved 25°¢
og fortyndedes derefter med 240 ml vand. Blandingen omrgres i 5 minut-
ter og filtreredes. Det sorte filtrat mettedes med natriumchlorid og

ekstraheredes med 6 x 500 ml 1:1 ether-ethylacetatoplgsning.

(Bemark-
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ning: I begyndelsen var ekstraktionerne vanskelige pd grund af, at
man ikke kunne se adskillelsen mellem to sorte faser. Efterh&nden som
yderligere ether-ethylacetat-ekstraktioner udfgrtes, forenkledes opga-
ven). Ekstrakterne kombineredes og inddampedes til tg¢rhed ved 60°¢
(15 mm Hg). Det resulterende faststof oplgstes i 600 ml ether, (Bemsrk-
ning: Anvendelse af alkohol bgr undgds p§ dette punkt, da der kan
dannes estre), behandledes med 10 g trakul ("Darko-KB"), filtreredes
efter omrgring i 0,5 time og inddampedes til tgrhed ved 50°C (15 mm
Hg) til dannelse af 46,6 g produkt 2 som en lys gylden farvet syre.
Dette produkt 2 viste sig at indeholde et forhold pé ca. 56/44 af pro-
dukt 2/furansyre. Dette svarede til et 63% udbytte af produkt 2.
Rensning udfgrtes ved oplgsning af det ovennavnte ra prcdukt,g
i H,0 (50 mg/ml), titrering til pl-vardi 2,8 med HCl og ekstraktion
med 2 x 200 ml ethylacetat. Inddampning af ethylacetatekstrakterne
gav 35% furansyre og 15% produkt 2. Den vandige fase med pH-verdi 2,8
indstilledes til pH-vardi 0,8 (HCl) og ekstraheredes med 2 x 200 ml
ethylacetat.lDe organiske ekstrakter kombineredes og udvaskedes med
50 ml HZO' Den organiske fase inddampedes ved 50°C (15 mm Hg) til dan-
nelse af et faststof med forhold pd ca. 86/14 af produkt g/furansyre;
Dette faststof omkrystalliseredes derefter ved oplgsning af produktet
2 i toluen ved 50 mg/ml ved 80°c, dekantering og henstilling til ud-
krystallisering ved stuetemperatur i 18 timer til dannelse af 13,3 g
ved NMR-spektrum pdvist ren syre 2. Dette svarede til et 51% udbytfe -
i rensnings- og omkrystallisationstrinet og et totaludbytte fra
2-furoylchlorid til den rene furyl-2-glyoxylsyre E,Pé 16%.

Syn-o-methoxyiminofuryleddikesyre (3)

En oplgsning af 4,5 g furyl—z-glyoxylsyre(% i 40 ml 50% ethanol
titreredes til pH-vardi 6 med 1N natriumhydroxid, og derefter tilsattes
3,1 g methoxyamin, HC1 i 6 ml vand ved 20°c, Oplgsningen titreredes
til en konstant pH-verdi pd 4,9 og omrgrtes ved pH-verdi 4,9 1 24
timer ved 20-23°C. Ethanolen fjernedes derefter ved 50°¢ (15 mm Hg)
og den resterende vandige oplgsning titreredes til pH-vardi 8 med 50%
natriumhydroxid og udvaskedes med 3 x 50 nl ether (pH indstilledes til
8 efter hver udvaskning). Det vandige lag titreredes til pH-verdi 1,9
med koncentreret HCl og ekstraheredes med 5 x 50 ml ethylacetat, idet
pH-vardien geninstilledes til 1,9 efter hver ekstraktion. Ethylacetat-
ekstrakterne kombineredes og inddampedes til faststof 3 ved 50°C (15 mm
Hg). Dette faststof opslzmmedes med 75 ml "Skellysolve B". Opslamnin-
gen filtreredes, og faststofferne genoplgstes i 16 ml toluen ved 80°c.
Den varme oplgsning dekanteredes og henstilledes til krystallisering
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ved 20—23°c_i 18 timer til dannelse af 1,17 g produkt‘g,(ZZ% udbytte
af produkt). NMR-spektret var rent og konsistent for strukturen 3,

med. spor af anti-isomer til stede.

Natrium-syn-o-methoxyiminofurylacetat (4)

Til 40 ml methanol sattes 0,16 g natrium. Blandingen omrgrtes,
indtil alt natriumet var oplgst og dekanteredes derefter. Den resul-
terende .natriummethoxid-oplgsning afkgledes til 3% og 1,12 g syn-a~--
methoxyiminofuryleddikesyre 3 i 7,8 ml methanol tilsattes. Oplgsningen
omr¢rtés i 10 minutter ved stuetemperatur. Oplgsningsmidlet afdampedes
ved 40°C (15 mm Hg). Remanensen 4 tgrredes ved azeotropisk destilla-
tion med 3 x 20 ml benzen ved 40°C (15 mm Hg). Produktet 4 t¢rredes
i 18 timer ved 23°C under hgjvakuum (0,7 mm Hg) over P205 til efter-
ladelse af 1,25 g (99% udbytte af produktet). NMR-spektret viste, at
dette produkt 4 var rent og konsistent for strukturen med 0,15 mol

methanol og et spor af anti-isomer.

Til 0,63 g natrium-syn-o-methoxyiminofurylacetat 4 opslammet i 25
ml benzen -sattes fire dréber tgr dimethylformamid og 0,31 ml (1,1 &kvi-
valent) oxalylchlorid. Denne blanding omrgrtes i 40 minutter ved 20- 23%%.
Benzenen fjernedes ved 35°% (15 mm Hg) til tilvejebringelse af syre-

chloridet 5 som en gummiagtig remanens.

6-¢hlor—2,3—dihydro-2-ethoxycarbonylmethyl—s-triazolo[4,3—b]py;idazin—

3-on

Til en oplgsning af 6-chlor-2,3-dihydro-s-triazolo[4,3-blpyridazin-
3-on [P. Francavilla og F. Lauria, J. Het. Chem., 8, 415 (1971) 1
(1,00 g, 5,9 mmol) i tgr DMF (30 ml) sattes natriumhydrid (50% 1
paraffin, 0,3 g, 6,3 mmol) under omrgring med dannelse af gule kry-
sfaller til fglge. Til denne blanding sattes ethylchloracetat (1,4
ml, 13 mmol), og blandingen opvarmedes ved 90°C i 8 timer under omrg-
ring. Efter afkgling hzldtes reaktionsblandingen i vand (50 ml) og
ekstraheredes med toluen (5 x 40 ml). De organiske ekstrakter kombi-
neredes, tgrredes over vandfri natriumsulfat og inddampedes ved for-
mindsket tryk. Remanensen udkrystalliseredes fra benzen-n-hexan til
dannelée af gule nale (1,16 g, 77%), smeltepunkt 114-115 °c (litteratur

110°C).

e - KBr -1
IR: ¥ max 1735, 1710 cm .
ov: A FEOH 937 mm (¢, 26000)

max
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¢0Cly 7,58 (1H, d, J=10 Hz, pyridazin-H), 6,98 (1H, d,

NMR: &
19%
J=10 Hz, Pyridazin—H)' 4,80 (ZH' S, —C§_2CO), 4,27 (2H’ d., Jq7,5 HZ,

CEZCH3), 1,29 (34, t, J=7,5 Hz, CH2CH3).

Analyse beregnet for C9H9N4O3Cl:
C: 42,12; H: 3,53; H: 21,83; Cl: 13,81.

Fundet: c: 41,54, H: 3,22, N: 21,51, Cl: 13,88,
41,465 3,49; 21,535 13,99.

2—carboxymethyl-2,3-dihydro-6-mercapto—s-triazolof4,3-b]—pyridazin—3fon

Til en oplgsning af 6-chlor-2,3-dihydro-2-ethoxycarbonylmethyl-s-
triazolo[4,3-blpyridazin-3-on (30 g, 0,12 mol) i ethanol (900 ml)
sattes NaSH,ZHZO (70% ren, 45,9 g, 0,36 mol), og blandingen opvarmedes
under tilbagesvaling i 0,5 time. Reaktionsblandingen inddampedes ved
formindsket tryk. Remanensen oplgstes i vand (200 ml), og koncéntreret
HC1 sattes til oplgsningen til indstilling af pH-verdi 2. Bundfaldet
af 2-carboxymethyl-2,3~-dihydro-6-mercapto-s-triazolo[4,3-b]lpyridazin~
3-on opsamledes ved filtrering og udvaskedes med vand. Udbytte 18,3 g
(69%).

KB -
IR: 95T 2900, 2450, 1750, 1660 cm .
uv: ,1;z§aﬂcosaq' 260 nm (£, 19500), 313 nm (£, 7000)
NMR: sgﬁio‘ds 7,88 (1H, d, J=10 Hz, pyridazin-H), 7,45 (1H, 4,

J=10 Hz, pyridazin-H), 4,72 (2H, s, c§2co).

Analyse beregnet for C7H6N4OBS:
C: 37,17; H: 2,67; N: 24,77; S: 14,17.

Fundet: ¢: 37,35, H: 2,26, N: 23,58, 8: 14,32.
37,23 2,28; 23,69;

7-amino—-3-(2-carboxymethyl-2,3-dihydro-s-triazolo[4,3-b]-
pyridazin-3-on-6-ylthiomethyl)-3-cephem-4-carboxylsyre

Til en opslamning af 7-aminocephalosporansyre (8,79 g, 32,2 mmol)
i 0,1 M Phosphatpuffer (pH-verdi 7, 149 ml) sattes NaHCO3 (8,14 g,
97,0 mmol) og thiolen 2-carboxymethyl-2,3-dihydro-6-mercapto-s-
triazolo[4,3-blpyridazin-3-on (7,30 g, 32,2 mmol) under omrgring.
Blandingen opvarmedes ved 80°%¢ 1 0,5 time under Nz—strﬁm. Blandingen
behandledes med aktivt carbon og indstilledes til pH-vardi 3 med kon-
centreret HCl. Det resulterende bundfald opsamledes ved filtrering
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og udvaskedes med vand til dannelse af 7,59 g (54%) 7-amino-3-(2-
carboxymethyl-z,3-dihydro—s—triazolo[4,3-b]pyridazin-3—on—6—ylthio—
methyl)-3-cephem-4-carboxylsyre.

rr: © KBT 1800, 1720, 1600, 1540, 1470 cm .
max

ov: a.igifér (PE 7) 352 pm (£, 19500), 298 nm (&, 8400).

NMR: gg%ng2C°3 7,56 (1H, d, J=9 Hz, pyridazin-H), 7,05 (1H, 4,
J=9 Hz, pyridazin-H), 5,45 (1, 4, J=5 Hz, 6H), 5,05 (1lH, 4, 5 Hz,

3,88 (1H, 4, J=18 Hz, 2-H), 3,45 (1H, 4, J=18 Hz, 2-H).

6-chlor—2-(2—cyanoethyl)-2,3-dihydro—s—triazolo[4,3—b]—pyridazin—3—on
~ Til en oplgsning af 6—chlor—2,3-dihydro-s-triazolo[4,3-b]pyridazin—

3-on-[P.- Francabilla og F. Lauria, J. Het. Chem. 8, 415 (1971)1 (17 g,

0,1 mol) i tgr DMF (300 ml) sattes kalium-tert.-butoxid (0,5 g,

4,5 mmol) under omrgring. Acrylonitril (6,6 g, 0,12 mol) i tgr DMF

(10 ml) sattes til blandingen. Blandingen omrgrtes ved 100-110% i

24 timer, hzldtes derefter i vand (700 ml) og ekstraheredes med ethyl-

acetat (5 x 400 ml). De organiske ekstrakter kombineredes, tgrredes

over Na2804 og inddampedes. Remanensen udkrystalliseredes fra ethyl-

acetat til dannelse af lysegule néale af 6-chlor-2-(2-cyanoethyl)-

2,3-dihydro-s-triazolo[4,3-b]-pyridazin-3-on (2,5 g, 11%). Smelte-

punkt 166 - 168°C.

rr: v FBT 2230, 1720, 1550, 1500 cm L.
max

dioxan
Uv: 2 max 373 nm (&, 2000).

NMR: ngio’ds 3,03 (2H, t, J=6,0 Hz, CH,), 4,21 (2H, t, J=6,0 Hz,
ng), 7,23 (14, 4, J=10,0 Hz, pyridazin-H), 7,93 (1, 4, J=10,0 Hz,
pyridazin-H) .

Analyse beregnet for C8H6N50C1: C: 42,97; H: 2,70; N: 31,32; Cl: 15,86.

Fundet: c: 42,73, H: 2,57, N: 31,36, Cl, 15,96,
42,56; 2,50; 31,68; 15,81.

2—(2—carboxyethyl)—6—chlor—2,3—dihydro—s—triazolo[4,3—b]pyridazin-3-on
En oplgsning af 6-chlor-2- (2-cyanoethyl)-2,3~-dihydro-s—triazolo-

[4,3-blpyridazin-3-on (724 mg) i 6N-HC1 (15 ml) opvarmedes under til-

bagesvaling i 6 timer. Reaktionsblandingen ekstraheredes med ethyl-
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acetat (10 x 20 ml). De kombinerede ekstrakter udvaskedes med mettet ;
vandig natriumchlorid (50 ml), te¢rredes over Na,50, og inddampedes til
dannelse af lysegult, fast 2-(2-carboxyethyl)-6-chlor-2,3-dihydro-s-
triazolo[4,3-blpyridazin-3-on (567 mg, 72%). Smeltepunkt 170°C (sub-
limation).

IR: v EBT 1
- max

3400-2400, 1730, 1710, 1540 cm .

. dioxan .
uv: A g 377 nm (€, 1500).

wuR: § P20TN3C03 5 90 (2w, t, 3=7,0 Hz, CH,), 4,24 (2H, t,

J=7’0 HZ' CEZ)' 7,17 (lH’ d] J=10,0 HZ, Pyridazin-H), 7,70 (lH, d,
J=10,0 Hz, pyridazin-H).

Analyse beregnet for CgH,N,0,Cl: C: 39,60; H: 2,91; N: 23,09; Cl: 14,61,

Fundet: C: 39,62, H: 2,97, N: 23,05, Cl: 13,93,
39,48; 2,67; 22,70; 14,12,

2-(2-carboxyethyl)-2,3—dihydro-6—mercgpto—s-triazolo[4,3—b]pyridazinf

3-on

En blanding af 2—(2—carboxyethyl)—6-chlor—2,3-dihydro—s—triazolo?
[4,3-blpyridazin-3-on (567 mg, 2,34 mmol) og 70% natriumhydrogensulfid,
dihydrat (924 mg, 7,02 mmol) i vand (10 ml) omrgrtes ved stuetempera—;
tur i 2 timer. Reaktionsblandingen indstilledes i rzkkefglge til pH-var-
di 1 med koncentreret HCl, til pH-vardi 10 med NaOH og derefter til
pH-verdi 1 med koncentreret HCl. Det resulterende bundfald af 2~ (2~
carboxyethyl)-2,3-dihydro-6-mercapto-s-triazolo[4,3-b]pyridazin-3-on
opsamledes ved filtrering og udvaskedes med vand. Udbytte: 418 mg
(74%) . Smeltepunkt 174-176°C.

IR: VDL 3600-2600, 2440, 1730, 1720 (skulder) cm L.

py: A PH ;aguffer 262 nm (¢, 17000), 318 nm (g, 6600).

NMR: ngig’ds 2,73 (2H, t, J=7,0 Hz, CH,), 4,07 (2H, t, J=7,0 He,

ng), 7,30 (1, 4, J=10,0 Hz, pyridazin-H), 7,74 (1H, 4, J=10,0 Hz,
pyridazin-H).

Analyse beregnet for C8H8N4O3S: C: 40,00; H: 3,36; N: 23,32; S: 13,35.

Fundet: Cc: 39,08, H: 3,12, N: 22,65, 8: 14,23,
39,065 3,20; 22,70 14,29.
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7—amino—3—[2-(2-carboxyethyl)-2,3-dihydro—s-triazolo[4,3—b]pYridazin—
3-on—6—ylthiomethyl]—3—cephemr4—carboxylsyre
En blanding af 7-ACA (405 mg, 1,49 mmol), thiolen 2- (2-carboxy-

ethyl)—2,3—dihydro—6—mercapto—s—triazolo[4,3—b]pyridazin-3—on (357 mg,
1,49 mmol) og NaHCO4 (375 mg, 4,47 mmol) i 0,1 M phosphatpuffer (pH-
vardi 7, 8 ml) omrgrtes ved 80°c i 30 minutter. Reaktionsblandingen
afkgledes og filtreredes til fjernelse af uoplgselige stoffer. Filtra-
tet indstilledes til pH-vardi 1-2 med koncentreret HCl. Det resulte-
rende bundfald 7—amino-3—[2—(2—carboxyethyl)—2,3-dihydro—s-triazolo—
[4,3-b]pyridazin—3-on—6—ylthiomethyl]-3-cephemr4—carboxylsyre opsamle-
des ved filtrering og udvaskedes med vand. Udbytte: 519 mg (77%).

IR: 7V Egi 3600-2200, 1800, 1725, 1620, 1550, 1480 cmfl.

ov: A PHm;XPuffer 253 nm (€ 20000), 298 nm (£ 10000).

NMR: § nggﬁzco3 2,20 (2H, t, J=7,0 Hz, CH,), 3,40 (1H, &, J=17,5
Wz, 2-H), 3,85 (1H, d, J=17,5 Hz, 2-H), 4,00-4,50 (48, m, 3-CH, og
N-CH,~), 5,01 (1H, 4, J=4,0 Hz, 6-H), 5,40 (1, 4, J=4,0 Hz, 7-H) ,
6,94 (1, 4, J=10,0 Hz, pyridazin-H), 7,44 (1, 4, J=10,0 Hz, pyridazin-
H) .

Analyse beregnet for C16H16N606SZ,3/2H20:
C: 40,09; H: 3,99; N: 17,52; S: 13,37.
Fundet: c: 40,06, H: 3,33, N: 16,96, S: 13,87.
40,12; 3,34; 16,98; 13,98.
7-ACA henviser til 7-aminocephalosporansyre Og DMF til dimethyl-

formamid.
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Skema l: Fremstilling af 7-amino-3-(2-carboxymethyl-2,3-dihydrgo-s-
triazolol[4,3-b]pyridazin-3-on~6-ylthiomethyl)—-3-cephem-4-carboxylsyre

NaH/DMF
" y=—=N  CICH,CO0C,H. R 7 N— 1\11
c1 N_ _MNH -
N T Cl \N/N\g/ N -CH,COOC,Hy,
1 2
NaSH —N 7-ACA
—_— —

N-CH 2COOH

-

I :
\S -
N/N YN CHZCOOH
° 0

fab

6-chlor-2, 3-dihydro-2-ethoxycarbonylmethyl-g-triazolo[4,3-blpyridazin-
3-on (2

Til en oplgsning af 6-chlor-2,3-dihydro-s-triazolo[4,3~b]lpyridazin-
3-on [P. Francavilla og F. Lauria, J. Het. Chem., 8, 415 (1971)1 (1,
1,00 g, 5,9 mmol) i tgr DMF (30 ml) sattes natriumhydrid (50% i paraffin,
0,3 g, 6,3 mmol) under omrgring med dannelse af gule krystaller til
fglge. Til denne blanding sattes ethylchloracetat (1,4 ml, 13 mmol),
og blandingen opvarmedes ved 90°C i 8 timer under omrgring. Efter af-
k¢ling heldtes reaktionsblandingen i vand (50 ml) og ekstraheredes
med toluen (5 x 40 ml). De organiske ekstrakter kombineredes, tgrredes
over vandfri natriumsulfat og inddampedes ved formindsket tryk. Rema-
nensen udkrystalliseredes fra benzen-n-hexan til dannelse af gule néle
af produkt 2 (1,16 g, 77%), smeltepunkt 114-115°C (litteratur 110°C).
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20
r: ¥ ¥BT 1735, 1710 com L.
max
EtOH
ov: 2 B 231 nm (6, 26000).

NMR: § DC13 7,58 (1§, d, J=10 Hz, pyridazin-H), 6,98 (1H, 4,
J=10 Hz, pyrlda21n-H), 4,80 (2H, s, -CH CO), 4,27 (2H, gq, J=7,5 Hz,
CH,CH,) , 1,29 (31, £, J=7,5 Hz, CHzcg3).

Analyse beregnet for C9H9N4O3Cl:

Cc: 42,12; H: 3,53; N: 21,83; Cl: 13,81.
Fundet: c: 41,54, H: 3,22, N° 212l Cl: ig'gg'
41,46; 3,49; r==r oo

2—carboxymethyl—2,3—dihydro-G-mercaQto—s—triazolo[4,3—b]pYridazin—
3-on (3)

Til en oplgsning af 6—chlor—2,3-dihydro—2—ethoxycarbonylmethyl—s—
triazolo[4,3-blpyridazin-3-on (2, 30 g, 0, 12 mol) i ethanol (900 ml)
sattes NaSH,2H,0 (70% ren, 45,9 g, 0,36 mol), og blandingen opvarmedes
under tllbagesvallng i 0,5 time. Reaktionsblandingen inddampedes ved

formindsket tryk. Remanensen oplgstes i vand (200 ml), og koncentreret
HC1 sattes til oplgsningen til indstilling til pH-verdi 2. Bundfaldet
(3) opsamledes ved filtrering og udvaskedes med vand. Udbytte 18,3 g

(69%) .

IR: V ﬁii 2900, 2450, 1750, 1660 cm .

ov: 2.;§§aﬁcosaq' 260 nm (£, 19500), 313 nm (£, 7000).

NMR: § DHoO” -ds 7,88 (1§, d, J=10 Hz, pyridazin-H), 7,45 (1H,

ppm
d, J=10 Hz, pyrldaz1n—H), 4,72 (2H, s, CgBCO).

Analyse beregnet for C7H6N4O3S Cc: 37,17; H: 2,67; N: 24,77; S: 14,17.

Fundet: c: 37,35, H: 2,26, N: 23,58, S: 14,32,
37,23; 2,28; 23,69;

7-amino-3- (2—-carboxymethyl-2, 3-dihydro—s-triazolo[4,3-b]pyridazin-3—on—

6-y1thiomethyl)-3-cephem-4-carboxylsyre (4) ”
Til en opslamning af 7-aminocephalsoporansyre (8,79 g, 32,2 mmol)

i 0,1 M phosphatpuffer (pH-vardi 7, 149 ml) sattes NaHCO, (8,14 g,

97,0 mmol), og thiolen 3 (7,30 g, 32,2 mmol) under omrgring. Blandingen

opvarmedes ved 80°C i 0,5 time under Nz—str¢m. Blandingen behandledes
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med aktivt carbon og indstilledes til pH-verdi 3 med koncentrerét
HCl. Det resulterende bundfald opsamledes ved filtrering og udvaskedes
med vand til dannelse af 7,59 g (54%) af 4.

TR: ¥ XBT 1800, 1720, 1600, 1540, 1470 cm L.
max
UvV: 2 ggﬁfer (PE 7) 552 nm (¢, 19500), 298 nm (e, 8400).
NMR: aggg’“KzCOs 7,56 (1€, d, J=9 Hz, pyridazin-H), 7,05 (1H, 4,

J=9 Hz, pyridazin-H), 5,45 (1H, 4, J=5 Hz, 6-H), 5,05 (1H, 4, 5 Hz,
7-H), 4,43 (1H, 4, J=14 Hz, 3—CH2), 4,04 (1H, 4, J=14 Hz, 3~CH2),
3,88 (1w, 4, J=18 Hz, 2-H), 3,45 (1H, 4, J=18 Hz, 2-H). '

Pivaloyloxymethyl-7-amino—3—(2*carboxymethyl—2,3-dihydrors~tgiazolq-

[4,3-b]pyridazin—3—on—6—ylthiomethy1)—3-cephem—4-carboxylat
Fremgangsmade A. - Titelforbindelsen fremstilles ved erstatning
af den ved den umiddelbart ovenfor belyste fremgangsmide anvendte

7-aminocephalosporansyre med en akvimolar vegtmengde pivaloyloxymethyl-
7~aminocephalosporanat,hydrochlorid fremstillet ifglge eksempél 2 i
britisk patentskrift nr.“l.229.453 ud fra 7-aminocephalosporansgyre.
Tysk patentskrift nr. 1.904.585 (Farmdoc 39.445) er zkvivalent med
britisk patentskrift nr. 1.229.453. _

Fremgangsmidde B. - Titelforbindelsen fremstilles ved erstatniﬁg'
af de i eksempel 2 af britisk patentskrift nr. 1.229.453 belysté frem4
gangsmadder anvendte 0,025 mol (6,8 g) 7-aminocephalosporansyre med
en zkvimolar vagtmangde 7-amin0v3—02~carhoxymethyl~2,3-dihYdro—s-
triazolo[4,3-b]pyridazin-3-on-6-ylthiomethyl)~-3~-cephem~4-carboxylsyre
(4).

De respektive acetoxymethyl-, methoxymethyl-, acetonyl- og phenacyl-
estre af 7—amino-3-(2—carboxymethyl-2,3—dihydro-s—triazolo[4,34b]-
pyridazin-3-on-6-ylthiomethyl)-3-cephem-4-carboxylsyre fremstillet ved
erstatning af det i fremgangsmdde B ovenfor anvendte chlormethylpiva-
lat med en zkvimolar vagtmengde af henholdsvis chlormethylaceﬁat,
chlormethyl-methylether, chloracetone og phenacylbromid. '
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Fremstilling af 7- —amino-3-{2-methyl-2, 3—dihydro—s—triazolo[4,3-b]-
pyrlda21n—3—on—6-ylth10methyl—3-cephem—4—carboxylsyre

S :
HZN.__"ff—r/
_ N CH,-
S P
CO,H

6—chlor-2, 3-dihydro-2-methyl-s-triazolo[4,3-blpyridazin=3-on (2)

Til en opl¢sn1ng af 6-chlor-2,3-dihydro-s- -triazolol4,3-b]pyridazin-
3-on [P. Francavilla og F. Lauria, J. Het. Chem. 8, 415 (1971)]1 (1,
8,5 g, 50 mmol) i tgr DMF (12 ml) sattes NaH (50% dispersion i paraffin,
2,64 g, 55 mmol), og blandingen omrgrtes i 1 time ved stuetemperatur.
Efter tllsatnlng af methyliodid (21,3 g, 150 mmol) omrgrtes blandingen
i'40 timer ved stuetemperatur, fortyndedes med vand (200 ml) og ekstra-
_heredes med CHCl, ( 4 x 100 ml). De kombinerede ekstrakter udvaskedes
med vand (3 x 50 ml), behandledes med en lille mengde carbon og tgrredes
over vandfri Na2 4° Afdampning af oplgsningsmidlet under formindsket

tryk tllvejebragte bleggul remanens, SOm udkrystalllserede fra chloro-
form-n-hexan. Udbytte: 7,23 g (79%). Smeltepunkt 180-181°C.
» KBx -1

1720 cm

IR: c=0

w: 2 ﬁ;gH 233 nm ( , 25200), 363 nm ( , 1600).

NMR: & ngl3 3,72 (34, s, N-CHj), 6,88 (1H, d, J=10Hz, pyridazin-
H), 7,48 (1H, 4, J=10 Hz, pyridazin-H).
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Analyse beregnet for CGH5C1N4O: C: 39,04; H: 2,73; N: 30,35; Cl: 19,21.

Fundet: C: 39,24, H: 2,54, N: 30,63, Cl: 19,59,
39,28; 2,61; 30,80; 19,26.

6-mercapto-2,3-dihydro-2-methyl-s-triazolo[4,3-b]pyridazin-3-on (3)

En blanding af produkt 2 (6,50 g, 35,7 mmol) og NaSH,ZHZO (70%
ren, 9,4 g) i vand (100 ml) opvarmedes under tilbagesvaling i 15
minutter. Blandingen afkgledes og gjordes sur til pH-vardi 1 med konwr
centeret HC1 til udfeldning af thiolen 3, som opsamledes ved filtre-
ring og oplgstes i vandig mettet NaHCO3 (100 ml). Oplgsningen behand-
ledes med en lille mengde carbon og gjordes sur med fortyndet HC1l til
udfaldning af forbindelsen 3 som bleggule prismer. Udbytte 5,72 g
(89%). Smeltepunkt )280°C.

IR: 7 KBE 2450 (-sH), 1710 (c=0) cm L.

uv:
max
NMR: 8D23;§°H 3,60 (3H, s, N-CH,), 7,08 (2H, s, pyridazin-H),

Analyse beregnet for CeHN,OS: C: 39,55; H: 3,32; N: 30,75; S: 17,60,

Fundet: c: 39,57, H: 3,14, N: 30,32, S8: 17,80,
39,663 3,22; 30,61; 17,89.

7-amino—3- (2-methyl-2,3-dihydro-s-triazolo[4,3- b]pyridazin-3 Qnwp—.

ylthiomethyl)-3-cephem-4-carboxylsyre (4)

En blanding af 7-aminocephalosporansyre (7-ACA, 5,44 g, 20 mmol),
forbindelse 3 (3,64 g, 20 mmol) og NaHCO; (3,36 g, 40 mmol) 1 0,1 M
phosphatpuffer (pH-verdi 7, 100 ml) opvarmedes under omrgring wved $OOC
i 30 minutter. Den varme blanding behandledes med en lille mangde ‘
carbon og filtratet gjordes surt til pH-vardi 4 med fortyndet HCLl til
udfeldning af produktet 4, som opsamledes ved filtrering, udvaskedes
med vand (50 ml) og tgrredes. Udbytte: 5,73 g (73%). Smeltepunkt 240-
245°C (dekomponering).

IR: v ggi 1800 (B-lactam C=0), 1725 (C=0), 1610 og 1410 (COO")

1%NaHCO

max 3 253 nm (€, 20000), 305 (&, 8400).

Uv: A
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6-H), 5,48 (1", 4, J=4,5 Hz, 7-H), 7, 00 (lH, d, J=10 Hz, pyrlda21n—H),

7,52 (1H, 4, J=10 Hz, pyridazin-H).

Analyse-beregnet for Cy, 14N6O4SZ’H20'
c: 40,76; H: 3,91; N: 20,39; S: 15,55.

c: 40,84, H: 3,44, N: 20,50, S: 15,19,

Fundet:
. 40,63; 3,31; 20,363 15,57.

Fremstilling af BB-S515 (Sammenligningsforbindelse)

Wiy, R

~
' OCH CcO Na

BB-S515

BB-SSlS;'7—[(2Z)—2-methoxyimino(fur—2—yl)acetamido]—3—(2,3-dihydro-
s—triazolo[4,3—b]pyridazin—3—on—6—ylthiomethy1)-3—cephem—4—carboxylsyre-

natriumsalt
- Til en oplgsning af (22)- -2-methoxyimino (fur-2-yl)-eddikesyre
(169 mg, 1 mmol) og triethylamin (0,14 ml, 1 mmol) i dichlormethan
(2 ml) sattes oxalylchlorid (0,09 ml, 1 mmol) ved 0-5 C, og blandingen
omrgrtes i 30 minutter. Oplgsningsmidlet afdampedes under formindsket

tryk til tilvejebringelse af en olieagtig remanens. En oplgsning af den
olleagtlge remanens i t@r acetone (5 ml) sattes efter filtrering til

en blanding af 7-amino-3—(2,3—dihydro—s—tr1azolo[4,3—b]pyr1daz1n—3—
bh46—ylthiomethyl) 3-cephem-4-carboxylsyre (380 mg, 1 mmol) (se USA
patentskrift nr. 3.907. 786) og natriumhydrogencarbonat (336 mg,

4 mmol) i vand (10 ml) ved O- 5°c. Reaktionsblandingen omrgrtes ved 0- 5%
i 2 timer. Det meste af acetonen afdampedes ved formindsket tryk,
hvorefter det vandige koncentrat udvaskedes med ether (2 x 30 ml) og
jndstilledes til pH-verdi 1-2 med koncentreret HCl. Det resulterende
bundfald (338 mg) opsamledes ved filtrering og tgrredes i vakuum.

En opslamning af den frie syre (303 mg) i vand (10 ml) indstilledes

til pH-vardi 6,5 med vandig NaOH (1 N, 0,6 ml) og filtreredes til
dannelse af en klar oplgsning, som lyofiliseredes til dannelse af
7—[(ZZ)—2—methoxyimino(fur—Z—yl)acetamido]—3-(2,3—dihydro—s—triazolo—
[4,3—b]pyridazin—B-on—6—ylthiomethyl)—3-cephem—4—carboxylsyre—natriumr
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salt som et lysebrunt pulver (222 mg, 46%), smeltepunkt ) 230°C (de-
komponering) .

IR: dﬁgi 3410, 1760, 1720, 1600 cm 1.

uv: ) PHmZXP“ffer 256 nm (&, 20600), 274 (£, 18800).

Fremstilling af D-mandelsyre-carboxyanhydrid.

cocl

C6H5—9H~COOH 2 s CGHS—r~———1==O
0 0

OH

i 2 T

D-mandelsyre-carboxyanhydrid (2)

Phosgen bobledes gennem en oplgsning af 2,0 g (0,013 mol)'D(w)~
mandelsyre (1) i tér tetrahydrofuran i 30 minutter. Oplgsningen hen-
stilledes natten over, hvorefter den opvarmedes under tilbhagesvaling
i 10 minutter. Afdampning af oplgsningsmidlet under formindket tryk
tilvejebragte en olieagtig remanens, som stgrknedes ved trifufering
med n-hexan (20 ml). Produktet opsamledes ved filtrering og tgrredes
i vakuum over KOH. Udbytte 2,3 g D—mandelsyre—carboxyanhydrid"

IR: «ongl 1895, 1875, 1780 cm .

De foretrukne og mest aktive af de omhandlede forbindelser er de
forbindelser, som har D-konfiguration ved a-~carbonatomet i 7?sidekmden,
d.v.s. de forbindelser, som er fremstillet ud fra D—mandelerg eller'w
en monosubstitueret D-mandelsyre, som belyst her. Tillige ef'konfigu*"
rationen i de to optisk aktive, asymmetriske positioner i B-lactamr
kernen den konfiguration, som findes i ved fermentering fremstillet
cephalosporin C og i den derfra afledte 7-aminocephalosporangy;e.

Fremgangsmdden ifglge opfindelsen belyses i det fwlgehde nar=
mere ved hjalp af eksempler. ‘
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Eksempel 1 ~
C6H ~CH- c<
J) s J; \g—ca -5 I/N\n/N ~CH,COH
| \ 0
1 | 2
Cgltg~Ci-Con _(\‘:—'Tﬁ
’ oI\ N N-CH,COH
- P O8N N 2005
0 0
CoH
3, BB-5488

BB-S488; 7-(D-mandelamido)—3—(2—carboxymethyl—2,3—dihydro—s—triazolo—
[4,3-b]pyridazin-3—on—6-ylthiomethyl)—3—cenhemr4-carboxylsyre (3)

D- (=) -mandelsyre-O-carboxyanhydrid (se USA patentskrifterne
nr. 3.167.549, 3.840.531 og 3.910.900), (1, 400 mg, 2,3 mmol) sattes
portionsvis til en oplgsning af 7-amino-3- (2-carboxymethyl-2,3-dihydro-
s—triazolo[4,3-blpyridazin-3-on- 6-ylthiomethyl)-3- -cephem~-4-carboxyl-
syre (2, 657 mg, 1,5 mmol) og natrlumhydrogencarbonat (445 mg, 5,3
mmol) i 50% vandig acetone (30 ml) ved ca. 0°C under kraftig omrgring.
Blandigen omrgrtes i 1 time ved stuetemperatur og inddampedes under

formindsket tryk under 40 Oc til fjernelse af acetone. Den resulterende

vandige oplgsning udvaskedes med ether og gjordes sur til pH-verdi 1
med fortyndet HC1l til tilvejebringelse af et gummiagtigt bundfald, som
opsamledes ved filtrering, udvaskedes med vand og oplgstes i tetrahydro-
furan (THF) (100 ml). THF-oplgsningen behandledes med en lille mangde
aktiv carbon, tgrredes over vandfri natriumsulfat og filtreredes. Fil-
tratet inddampedes under formindsket tryk, og remanensen tritureredes
med ether. Det bleggule bundfald opsamledes ved filtrering, 09 kromato-
graferedes pa en silicagel-sgjle ("Wako-gel c-200", 10 g), idet der
elueredes med en oplgsning af chloroform-methanol (20:1). Fraktionerne,
som indeholdt det g¢gnskede produkt, kombineredes og koncentreredes
under formindsket tryk. Koncentratet fortyndedes med ether (100 ml)

£il udfzldning af produktet (3}, som opsamledes ved filtrering, udva-
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skedes med ether (30 ml) og t@rredes. Udbytte: 279 mg (34%), smeltepunkt
173-176°C (dekomponering) .
rl

IR: igi 3600~2400, 1770, 1720, 1520, 1495, 1365, 1245 cm .

UV: A ﬁng 254 nm (€, 18000), 297 nm (&, 9000, skulder).

NMR: § ggio'de 3,68 (2H, m, 2-H), 4,03 (1H, d, J=13 Hz, 3-H),
4,34 (1H, 4, J=13 Hz, 3-H), 4,64 (2H, s, NCH,CO), 5,00 (1H, @, J=4 Hz,
6-H), 5,02 (1H, s, PhCH), 5,63 (1H, d-d, J=4 & 9 Hz, en dublet med
tilsetning af DZO’ J=4 Hz, 7-H), 6,97 (1H, 4, J=10 Hz, pyridazin-H),
7,1-7,4 (58, m, phenyl-H), 7,60 (lH, d, J=10 Hz, pyridazin-H), 8,60

(1H, 4, J=9 Hz, forsvandt ved tilsetning af D2O, CONH) .

Analyse beregnet for C23 20N6OBS 1/2H O:
C: 47, 50, H: 3,64; N: 14 45; S' ll 03.
Fundet: C: 47,343 H: 3,48; N: 13,90 Sz 11, 01.

In vitro-aktivitet (Tabel I)

MIC-vardierne bestemtes ved Steers' agar—fortyndingsmetoﬁa ved -
anvendelse af Mueller-Hinton agar mod 4 gram-positive og 28 gram—nega-
tive bakterier, og resultaterne er vist i tabel I.

In vitro—aktivitet (Tabel II og III])

MIC-bestemmelser udfgrtes ved rakkevis dobbeltagarvfortyndingsme~
tode under anvendelse af Steers' apparat p& Mueller—Hinton agarplade
mod 51 gram-positive og 95 gram—negative bakterier. Resultaterne er
vist i tabel II og III.

Mediers virkning p&d MIC

MIC-vardierne bestemtes under anvendelse af tre slags agarmedler
[neringssubstrat-agar (NA), Mueller-Hinton agar (MHA) og hje;neinfu-
sions-agar (HIA)]. Resultaterne opndet med BB-5488 og cefamanﬂol er
vist i tabel IV, som viser ringe virkning fra medier for disse cephalo-

sporiners vedkommende.

Blodniveauer i mus :

- Til grupper af mus administreredes subkutant gradierede doser
pa 40, 20 og 10 mg/kg. Blodprgver opsamlet fra orbitale sinﬁééer '
testedes ved papirplade-agar-diffusionsmetoden pd Sarcina lpé@§ PCI
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1001-plader. Resultaterne er vist i tabel V.

In vivo—aktivitet
Komparativ in vivo evaluering udfgrtes ved standard undersggelses-

infektionen i mus mod de fglgende pathogene bakterier:
S. aureus Smith
. coli Juhl

. pneumoniae A 9977
Resultaterne er vist i tabel VI. -

I= e
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Tabel I. 1In vitro-antibakteriel aktivitet af BB-S5488 ved
agarfortyndingsmetode (Mueller-Hinton agar)

MIC ( ,ug/ml)

Testorganisme BB-5488 Cefamandol
S. aureus Smith A9537 0,2 0,05
S. aureus A9497 0,1 0,05
S. aureus BX-1633 A9%606 0,4 0,1
St. faecalis A9536 100 50

E. coli NIHJ 0,025 0,025
E. coli ATCC 8739 0,1 0,05
E. coli Juhl Al15119 0,2 0,4
E. coli BX-1373 0,2 0,8
E. coli A15810 0,1 0,4
E. coli 29660 0,05 0,1
E. coli A15147 3,1 0,4
K1. pneumoniae A9678 3,1 3,1
K1l. pneumoniae A9977 0,05 0,2
K1l. pneumoniae A15130 0,2 0,8
K1l. pneumoniae A9867 0,2 0,8
Pr. vulgaris A9%436 0,1 0,4
Pr. vulgaris A9699 0.2 6,3
Pr. mirabilis A9554 0,05 0,4
Pr. mirabilis A9900 0,1 0,8
Pr. morganii A9553 »100 >100
Pr. morganii A20031 0,1 0,8
Pr. rettgeri Al5167 0,05 0,2
Ps. aeruginosa A9930 »100 2100
Ps. aeruginosa A9843 2100 ’100
Shig. dysenteriae 0,025 0,1
Shig. flexneri A9684 12,5 6,3
Shig. sonnei A9516 0,025 0,05
Serr. marcescens A20019 100 100
Enterob. cloacae A9656 3,1 3,1
Sal. enteritidis A9531 0,05 0,1
Sal. typhosa A9498 0,05 0,1

B. anthracis A9504 0,1 0,1
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Tabel II. In vitro-antibakteriel aktivitet i Mueller-Hinton

agar (gram-positive)

MIC ( ,ug/ml)

Kode nr. Testorganisme BB-S488 / Cefamandol
Sa-2 S. aureus Smith A9537 0,4 0,2
Sa-3 S. aureus nr. 193 0,8 0,2
Sa-8 S. aureus 0,4 0,2
Sa-9 S. aureus nr. 193 0,8 0,2
Sa-10 S. aureus A20239 1,6 0,4
Sa-1l1l S. aureus BX-1633 A9606 0,4 0,2
Sa-12 - S. aureus A9497 0,2 0,1
Sa-29 S. aureus nr. 193 1,6 0,8
Sa-33 S. aureus Terajima 0,0125 0,0125
Sa-34 S. aureus Al5092 0,8 0,2
Sa-35 S. aureus Al15094 0,8 0,4
Sa-36 S. aureus Russell 0,8 0,4
Sa-37 S. aureus A9524 1,6 0,8
Sa-38 S. aureus A9534 0,4 0,2
Sa-39 S. aureus A9578 0,8 0,4
Sa-40 S. aureus A9601 0,8 0,4
Sa-41 S. aureus A9602 0,8 0,2
Sa-44 S. aureus Al5097 25 25
Sa-56 S. aureus A9630 3,1 0,8
Sa-57 S. aureus A9748 25 3,1
Sa-58 S. aureus Al5033 12,5 1,6
Sa-59 S. aureus Al5096 100 6,3
Sa-60 S. aureus A20604 50 3,1
Sa-61 S. aureus A20605 100 6,3
Sa-62 S. aureus A20606 3,1 0,8
Sa-63 S. aureus A20607 2100 12,5
Sa-64 S. aureus A20608 100 6,3
Sa-65 S. aureus A20609 100 6,3
Sa-66 S. aureus A20610 100 6,3
Sa-67 S. aureus A20611 100 6,3
Sa-68 S. aureus A20612 1,6 0,4
Sa-69 S. aureus A20613 100 6,3
Sp-1 S. pyogenes S-23 0,4 0,1
Sp-2 S. pyogenes Dick 0,4 0,1
Sp-3 S. pyogenes A9604 0,4 0,1
Sp-4 S. pyogenes A20065 0,2 0,1
Sp-5 S. pyogenes Al5040 0,4 0,1
Sp-6 S. pyogenes A20066 0,4 0,1
Sp-7 S. pyogenes Dig 7 0,4 0,1
Sp-8 S. pyogenes Al15041 0,4 0,1
Sp-9 S. pyogenes A20201 0,4 0,1
Sp-10 S. pyogenes A20202 0,4 0,1
Dp-1 D. pneumoniae Type IT 0,2 0,2
Dp-2 D. pneumoniae Type I Neufeld 0,2 0,2
Dp-3 D. pneumoniae Type III 0,2 0,2
Dp-4 D. pneumoniae A9585 0,2 0,2
Dp-5 D. pneumoniae Al5069 0,2 0,2
Dp-6 D. pneumoniae A20167 0,2 0,2
Dp-7 D. pneumoniae A20759 0,2 0,2
Dp-8 D. pneumoniae A20769 0,2 0,2
Dp-9 D. pneumoniae A20770 0,2 0,2



143344
31

Tabel III.In vitro-antibakteriel aktivitet i Mueller-Hinton

agar (gram-negative)

MIC ( ,ug/ml)

Kode nr. Testorganisme BB-S488 / Cefamandol
Ec-1 E. coli NIHJ 0,2 0,1
Ec-3 E. coli Juhl A15119 0,2 0,8
Ec-4 E. coli Al5169 12,5 6,3
Ec-5 E. coli K-12, ML-1630 A20363 0,2 0,8
Ec-11 E. coli A20366 50 25
Ec-15 E. coli ATCC 8739 0,2 0,1
Ec-34 E. coli A9660 0,1 0,1
Ec-35 E. coli A9435 0,4 0,8
Ec-36 E. coli Al5147 3,1 1,6
Ec-40 E. coli A20361 0,2 0,8
Ec-44 E. coli A9535 0,1 0,1
Ec—-45 E. coli Al15148 3,1 1,6
Ec—-46 E. coli Al5164 25 12,5
Ec-47 E. coli Al15170 100 50
Ec-49 E. coli A20107 0,4 0,2
Ec-50 E. coli A20109 0,2 0,8
Ec-51 E. coli A20343 50 12,5
Ec-56 E. coli A20365 25 12,5
Ec-58 E. coli A9675 0,4 1,6
Ec-59 E. coli A20766 0,2 0,8
Ec—~62 E. coli A20895 0,4 0,8
E1-1 E. cloacae A9656 3,1 3,1
El-2 E. cloacae A20364 3,1 3,1
El1-4 E. cloacae A20650 1,6 1,6
El-6 E. cloacae A9657 0,8 0,8
E1-7 E. cloacae A9659 1,6 0,8
E1-8 E. cloacae A9655 1,6 1,6
E1-9 E. cloacae A20021 2100 100
El1-11 E. cloacae A20344 5100 >100
El-12 E. cloacae A21006 1,6 3,1
E1-14 E. cloacae A20953 0,8 3,1
Pm—-1 P. mirabilis A9554 0,1 0,8
Pm—2 P. mirabilis A9900 0,2 1,6
Pm~3 P. mirabilis A20119 0,4 3,1
Pm—-4 P. mirabilis A20454 0,2 1,6
Pm-5 P. mirabilis A9702 0,1 0,8
Pm—6 P. mirabilis A21222 1,6 1,6
Pg~1 P. morganii A9553 >100 >100
Pg-2 P. morganii A20031 0,2 1,6
Pg-3 P. morganii A9636 0,8 1,6
Pg-5 P. morganii Al5166 0,1 0,2
Pg-6 P. morganii A20455 0,4 1,6
Pg-7 P. morganii A20457 0,2 0,8
Pg-8 P. morganii Al15153 0,1 0,8
Pg-9 P. morganii Al5149 0,8 3,1
Pv-1 P. vulgaris A9436 0,2 0,8
Pv-2 P. vulgaris A9526 6,3 1,6
Pv-3 P. vulgaris A9699 6,3 50
Pv-4 P. vulgaris ATCC 9920 0,1 0,2
Pv-5 P. vulgaris A9539 25 >100
Pv-6 P. vulgaris A9716 0,1 0,8
Pv-7 P. vulgaris A21240 25 >100
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TabelIII (fortsat)
MIC ( ,ug/ml)
Kode nr. Testorganisme BB-S5488 / Cefamandol
Pr-1 P. rettgeri Al5167 0,1 0,2
Pr-2 P. rettgeri A9637 0,1 0,1
Pr-4 P. rettgeri A20645 0,1 0,1
Pr-5 P. rettgeri A20915 0,2 0,8
Pr-6 P. rettgeri A20920 0,1 0,2
Pn-1 P. inconstans A20615 0,1 0,8
Ps-1 P. stuartii A20745 0,4 0,8
Ps—2 P. stuartii A20894 0,2 0,8
Ps-3. P. stuartii A20911 0,8 0,8
Ps-4 P. stuartii A21051 50 25
Ps-5 P. stuartii A21057 0,2 0,8
Kp-1 K. pneumoniae D11 0,1 0,8
Kp-2 K. pneumoniae A9678 3,1 1,6
Kp-3 K. pneumoniae A9977 0,1 0,8
Kp-4 K. pneumoniae A15130 0,2 0,8
Kp-7 K. pneumoniae A9867 0,4 0,8
Kp-8 K. pneumoniae A20680 25 12,5
Kp-9 K. pneumoniae A20636 12,5 12,5
Kp-10 K. pneumoniae A20328 6,3 3,1
Kp~11 K. pneumoniae A20330 1,6 12,5
Kp-12 K. pneumoniae A21228 6,3 6,3
Kx-2 Klebsiella sp. A9662 0,4 1,6
Kx=-3 Klebsiella sp. A20346 0,2 0,8
Sm—1 S. marcescens A20019 25 25
Sm-2 S. marcescens A20335 3,1 12,5
Sm-3 S. marcescens A20336 6,3 12,5
Sm-4 S. marcescens A20442 6,3 12,5
Sm-5 - S. marcescens A20222 3,1 12,5
Sm—-6 S. marcescens A20460 6,3 12,5
Sm~-9 S. marcescens A20333 6,3 50
Sm-10 S. marcescens A20334 6,3 50
Sm-11 S. marcescens A20459 6,3 25
Sm—-12 S. marcescens A20461 6,3 50
Se-1 S. enteritidis A9531 0,1 0,2
St-1 S. typhosa 0,1 0,2
Sh-1 S. paratyphi 0,1 0,2
St-101 S. typhimurium 0,1 0,2
Sd-1 S. dysenteriae 0,1 0,2
Sr-1 S. flexneri 29684 12,5 3,1
Ss-1 S. sonnei Yale 0,1 0,1
Cx-1 Citrobacter sp. A20673 1,6 1,6
Cx-2 Citrobacter sp. A20694 1,6 1,6
Cx-3 Citrobacter sp. A20695 1,6 1,6
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Tabel V. Blodniveauer ( ,ug/ml) i subkutant behandlede mus
4

Dosis Tid BB-5488 Cefamandol
40 mg/kg 15 min. 19 18
30 min. 17 11
60 min. 12 3,9
120 min. 1,6 0,3
20 mg/kg 15 min. 7,4 9,5
' 30 min. 6 4,1
60 min. 4,3 1
120 min. 0,7 0,1
10 mg/kg 15 min. 5 3,
30 min. 3 1,5
60 min. 0,8 0,3

120 min. - 0,1
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Tabel VI. In vivo-aktivitet

Testorganisme Dosis

S. aureus Smith 25 mg/kg
6,3
1,6
0,4
0,1

PDgg

E. coli Juhl 25 mg/kg
6,3
1,6
0,4

0,1

PD

. pneumoniae 25 mg/kg
A9977
6,3
1,6
0,4
0,1

|=

PD

%

BB-S5488
5/5%
5/5
5/5
5/5
2/5

0,12 mg/kg

————— s et

5/5
5/5
5/5
5/5
2/5

0,12 mg/kg

5/5
5/5
5/5
4/5
0/5

0,26 mg/kg

Antal overlevende / Antal testede

Cefamandol

5/5
5/5
5/5
1/5

0,6 mg/kg

5/5
5/5
2/5
0/5

1,8 mg/kg

5/5
1/5
0/5
0/5

6,25 mg/kg

143344
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Yderligere PDso—data (enkelt sc.~behandling)

Forsgg Antal Dosis BB-S Cefam-

Testorganisme nr. LD50 (mg/kqg) 488 andol
K. pneumoniae  C-805 3x10° 25 5/5 5/5
A9977 (Kp-3) 6.3 55 /s
1,6 5/5 0/5
0,4 4/5 0/5
0,1 0/5 ——-
PD50 (mg/kg) 0,26 9,4
P. vulgaris C-808 1x10 50 — 3/5
A9436 (Pv-1 05 5/5 -
12,5 — 1/5
6,3 5/5 _—
3,1 -— 0/5
1,6 3/5 ——
0,8 ——- 0/5
0,4 1/5 —
PD, (mg/kg) 1,1 36
P. mirabilis C-810 1x103 50 - 2/5
A9900 (Pm-2) } 25 5/5 .
12,5 - 1/5
6,3 5/5 —-
3,1 —— 0/5
1,6 4/5 —
0,8 — 0/5
0,4 0/5 —
0,2 — 0/5
0,1 0/5 —

PDg, (mg/kqg) 1,1 50
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Forsg¢gg Antal Dosis BB-S Cefam-
Testorganisme nr. LD, (mg/kg) 488 andol
E. cloacae Cc-811 1 x10 100 5/5 5/5
A20464 (E1-19) 25 5/5 5/5
6,3 5/5 5/5
1,6 4/5 4/5
0,4 2/5 1/5
PDg, (mg/kg) 0,54 0,8

Uriner genudvinding i rotter

% _genudvinding (0-24 timer)
Dosis (sc.) BB-5488 Cefamandol
10 mg/kg 38,8 58,3

Neprotoxicitetstest i kaniner
Intet neprotoxisk tegn observeredes i kaninerne, som var behand-
let med 100 mg/kg (iv) BB-S488, mens cephaloridin viste alvorlig nepro-

toxicitet i den komparative test.

Stabilitet af BB-S488

Stabilitet af BB-5488 bestemtes i bdde en 10% og en 0,2% oplgsning.
Stabiliteten er angivet som den i testoplgsningen tilbageblevne relative
aktivitet ved givne tidspunkter i forhold til den oprindelige oplgs-
ning. Aktiviteten efterprgvedes ved anvendelse af papirplader péa B.
subtilis PCI 219-plade (pH-vardi 6).

(1) Stabilitet i en 10% vandig oplgsning ved stuetemperatur

(1) Tilbageblivende aktivitet (%)
Forbindelse pH-verdi 0 2 3 7 dage

BB-S488 6,1 100 128 90 116

(1) Uindstillet pH-vardi for 10% oplgsningen.

Tilbageblivende aktivitet (%)

Forbindelse pH-vardi(z) 0 1 2 3 7 dage
' 4 100 93 78 102
BB-S488 7 100 87 64 56

9 100 20 14 13 0
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(2) pH-verdi 4: 0,1 M AcOH - NaOAc-puffer.
pH-verdi 7: 0,1 M phosphat-puffer.
pH-verdi 9: 0,1 M NH4OH-NH4C1-puffer.

Eksempel 2
<Z::>>-0Hcoou Cl,CHCOCL cicoon | S0C1p
1 0H OCOCHCL,
D-(-)
cHcocl TACA-S-CMTP(3) CHCO-ACA-S~CMTP
l rd —
> 0COCHCL, 0COCHCL,
Ne,C05
<C::>>—?HCO-ACA—S-CMTP
Ol
4
BB-5488

Dichloracetylmandeloylchlorid (2)

En blanding af D(-)-mandelsyre (1, 1,52 g, 10 mmol) og dichlor-
acetylchlorid (4,41 g, 30 mmol) opvarmedes ved 80-85°C i 1,5 time, og
det overskydende dichloracetylchlorid fjernedes under formindsket
tryk. Til remanensen sattes thionylchlorid (2,5 ml), og blandingen
opvarmedes under tilbagesvaling i 1,5 time. Overskydende thionylchlorid
fjernedes ved destillation, og t@¢r benzen tilsattes. Inddampning gen-
toges. Den resterende olie henstilledes over KOH ved 1 mm Hg natten
over ved stuetemperatur til fjernelse af dichloracetylchlorid. Udbytte:
2,8 g (100%). Dette produkt anvendtes i det naste trin uden yderligere

rensning.
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s ¥ 19 1780, 1160 cm 1.
max

NMR: § CC; 591 (1H, s, PhCH eller COCHCL,), 6,00 (lH, s, PhCH

eller COCHClz), 7,32 (5H, s, phenyl-H).

BB-5488; 7—(D—mandelamido)-3-(2—carboxymethyl—2,3-dihydro—s~t:iazolo-

[4,3- b]pyridazin—3—on—6—ylthiomethyl)—3—cephem—4—carboxylsyre (4)

En oplgsning af dichloracetylmandeloylchlorid opnédet som ovenfor
(2, 2,8 g, 10 mmol) i tgr acetone (30 ml) sattes drabevis til en omrgrt
oplgsning af 7-amino-3- (2-carboxymethyl-2,3-dihydro~s-triazolo[4,3-b]-
pyridazin—3-on—6-ylthiomethyl)—3-cephem—4—carboxylsyre (H—é&é—S—CMTP)
(3, 3,94 g, 9 mmol) og triethylamin (3,54 g, 35 mmol) i 50% vandig
acetone (120 ml) ved 0 - 5°Cc. Blandingen henstilledes til opndelse af
stuetemperatur i lgbet af 1 time under omrgring og indstilledes til
pH-verdi 11 med 5% vandig natriumcarbonat (ca. 12 ml kravedes). Blan-
dingen henstilledes ved stuetemperatur i 30 minutter, gjordes sur
til pH-verdi 1 med fortyndet HCl og inddampedes under formindsket tryk
til fjernelse af acetone under 40°C. Bundfaldet opsamledes ved filtre-
ring, udvaskedes med vand (20 ml) og lufttprredes. Det tgrrede materia-
le oplgstes i THF (150 ml), omrgrtes i 5 minutter ved 40-50°C 0g
filtreredes til fjernelse af uoplgselig uomsat forbindelse 3 (0,54 g,
14% genudvinding). Filtratet kromatograferedes pd en silicagel-sgjle
("Wako-gel, C-200", 30 g), idet der elueredes med chloroform-methanol
(100:5). Eluaterne opsamledes i 50 ml fraktioner under overvagning "
ved TLC (silicagel, oplgsningsmiddel CH3CN—vand = 4:1, pavist med 12)'
Fraktionerne, som indeholdt det gnskede produkt, kombineredes, behand-
ledes med en lille mengde carbon og inddampedes under formindsket ‘
tryk. Remanensen tritureredes med chloroform (50 ml) til opnaelse af
2,36 g (46%) 7- (D-mandelamido) -3~ (2-carboxymethyl-2,3-dihydro-s-
triazolo[4,3—b]pyridazin—3—on—6—y1thiomethyl)-3-cephem—4—carboxylsyre
(4), smeltepunkt 165-170°C (dekomponering). |

IR: Eﬁi 3600-2500, 1780, 1720, 1500, 1410, 1355, 1220, 1195 cm L.
EtOH
Uv: A max 254 nm (¢, 18300), 297 nm (skulder, £, 9300).

NMR: § 0000 d¢ 3,84 (2H, m, 2-H), 4,17 (2H, 4, 13 Hz, 3-H), 4,50
(1, d, 13 Hz, 3-H), 4,82 (2H, s, NCH COO), 5,20 (1#, 4, 4,5 Hz, 6-H),
5,25 (l1H, s, PhcH), 5,87 (1H, d4-d4, 4,5 & 9 Hz, 7-H, en dublet (J=4,5 Hz)
ved tilsetning af D20), 7,25 (1#, d, 11 Hz, pyridazin-H), 7,4-7,7 (5H,
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m, phenyl-H), 7,90 (1H, 4, 11 Hz, pyridazin-H), 9,0 (1H, 4, 9 Hz,
7-CONH, £forsvandt ved tilsatning af DZO)'

Analyse béregnet for C23H20N60882,3/4CHC13:
C: 43,08; H: 3,16; N: 12,69; S: 9,69.

Fundet: C: 43,11, H: 2,97, N: 12,80, S: 9,64,
' - 43,22; 3,06; 12,77;

Eksempel 3
O cHcoom  °°0% HCOOH cucoon  S9CL,
b 7 1 ————'—9‘
oH OCHO
1 5

O cHcocl ~ HTACA-S—CMTP (3) \ ) CHCo-ACa-s-CuTP
Vd

o OCHO OCHO
6 7 BB-5494
O-formyl-D(-)-mandelsyre (5)

- En blanding af D(-)-mandelsyre (1, 5,0 g, 33 mmol) og 99% myre-
syre (80 ml) opvarmedes ved 80-90°C i 12 timer. Blandingen inddampedes,
og toluen (100 ml) sattes til remanensen, hvorpad der inddampedes under

formindsket tryk til fjernelse af myresyre azeotropisk. Remanensen
oplgstes i benzen (200 ml), og oplgsningen udvaskedes med vand (2 x

50 ml). Det organiske lag fraskiltes, tgrredes med vandfri natrium-
sﬁlfat og inddampedes under formindsket tryk. Den resterende olie tritu-
reredes med cyclohexan (50 ml) til udkrystallisering. Udbytte: 3,70 g
(63%) O-formyl-D(-)-mandelsyre (5) som farvelgse prismer, smeltepunkt
56-59°C (litteratur smeltepunkt 55-58°C).

IR: «Jg‘;ﬁ 3400-2800, 1755, 1720, 1160, 990 cm L.
cnel
NMR: éppm 3 5,98 (1H, s, PhCH), 7,31 (5H, m, phenyl-H), 8,05

(1H, s, OCHO)}, 10,05 (1H, s, COOH, forsvandt ved tilsatning af D,0).

0-formyl-D (=) -mandeloylchlorid (6)
En blanding af forbindelse 5 (2,0 g, 11 mmol) og thionylchlorid

(10 ml) opvarmedes under tilbagesvaling i 2 timer. Afdampning af det
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overskydende thionylchlorid og destillation af remanensen under formind-
sket tryk tilvejebragte syrechloridet O- formyl—D( )—mandeloylchlorld
(6) . Udbytte: 1,53 g (70%), kogepunkt 120- -122°c / 15 mm Hg.

IR: ¥ ;ig' 1805, 1740, 1160, 1140 cm *.

BB-5494; 7—(D-O—formylmandelamido)-3—(2—carboxymethyl—2,3—dihydro-s-
triazolo[4,3- b]pyridazin—B—on—6-ylthiomethyl)—3—cephem—4-carboxylsyre‘(l)
En oplgsning af O-formyl-D(-) -mandeloylchlorid (6) (1,0 g, 5,1
mmol) i t@¢r acetone (10 ml) sattes drébevis til en xold (0 - 5°C)
oplgsning af 7—amino-3—(2-carboxymethyl—2,3-dihydro-s—tr1azolo[4,3—b]¥
pyridazin-3-on—6-ylthiomethyl)—3-cephem-4—carboxylsyre (3, 1,75 9,
4 mmol) i 50% vandig acetone (70 ml) indeholdende natriumhydrogen-—
carbonat (1,34 g, 16 mmol). Blandingen omrgrtes i 30 minutter ved
stuetemperatur og udvaskedes med ether. Det vandige lag gjordes surt
til pH-vaerdi 1 med fortyndet HCl. Den fraskilte olieagtige gummi op-
samledes og oplgstes i THF (100 ml). Oplgsningen behandledes med en
lille mengde carbon og tgrredes over vandfri natriumsulfat. Afdampniné
af oplgsningsmidlet under formindsket tryk +il 10 ml og fortynding med
ether tilvejebragte titelforbindelsen (7) som et bleggult amorft pul-
ver, 0,91 g (38%), smeltepunkt 172-176°C (dekomponering) .

r: 7 BT 3600-2400, 1775, 1720, 1550, 1355, 1230, 1160 cm .
max

Vs A izgﬂ 254 nm (£ , 20800), 297 nm (skulder, &, 10500).

NMR:«Sggip_dG 3,4-4,5 (4H, m, 2-H og 3-H), 4,67 (2H, s, NCH,CO0),
4,97 (1H, d, 4 Hz, 6-H), 5,66 (1H, d-d, 4 & 8 Hz, 7-H), 7,2-7,5 (5H,
m, phenyl-H), 7,64 (1H, 4, 10 Hz, pyridazin-H), 8,29 (1H, s, CHO),

9,29 (1H, 4, 8 Hz, 7-CONH, forsvandt ved tilsaztning af DZO)'

Analyse beregnet for C24H20N60982,1H O:
C: 46,60; H: 3,58; N: 13,59; S: 10,37.

Fundet: C: 46,70, H: 3,25, N: 13,37, S: 10,84.
47,20; 3,34; 13,78;

Eksempel 4
BB-5488: 7—(D-mandelamido)—3—(2—carboxymethy1—2,3-dihydro—5ftriazolo—

[4,3—b]pyridazin—3-on—6-ylthiomethyl)-3-cephem-4-carboxylsyre (4)
En blanding af 7—(D—O—formylmandelamido—3-(2—carboxymethyl-2,3—
dihydro-s-triazolo[4,3—b]pyridazin-3—on-6-ylthiomethy1)—3-cephem—4—




2 143344

carboxylsyre (7) ,opndet ifplge eksempel 3, (484 mg, 0,81 mmol) og natriumhydro-
gencarbonat (748 mg, 8,9 mmol) i vand (4 ml) omrgrtes i 4 timer ved stue-
temperatur og gjordes sur til pH-vardi 1 med fortyndet HCL.Bundfaldet (500 mg)

opsamledes ved filtrering, udvaskedes med vand (2ml) og kromatograferedes
pd silicagelsgjle ("Wako-gel, C-200", 5 g). Sgjlen elueredes med chloro-

form indeholdende voksende mengder methanol (3-5%) som elueringsmiddel,
og fraktionerne, som indeholde produktet, kombineredes, blandedes med
en lille mengde carbon og inddampedes under formindsket tryk. Remanen-
sen tritureredes med ether til dannelse af 277 mg 7-(D-mandelamido)-3-
(2-carboxymethyl-2,3-dihydro-s-triazolo[4,3-b]pyridazin-3-on-6-ylthio-
methyl)-3-cephem-4-carboxylsyre (BB-S488; 4). NMR-estimering af dette
produkt viste, at 10% af forbindelse 7 stadig var til stede.

IR: V iﬁ; 3600-2400, 1770, 1720, 1520, 1495, 1365, 1230 cm L.
ov: 2 ;Erlng 254 nm (£ , 20000), 297 nm (skulder, £, 9600).
Ekseggel 5

Natriumsalt af BB-S488
Natrium-2-ethylhexanoat (SEH) (4,0 ml, 1 M oplgsning i ethyl-
acetat) sattes til en oplgsning af 7-(D-mandelamido)-3~(2-carboxy-

methyl-2, 3-dihydro-s-triazolo[4,3~b]pyridazin-3-on-6-ylthiomethyl)-3-
cephem-4-carboxylsyre (4), opndet ifglge eksempel 2, (2,25 g, 3,93
mmol) i THF (200 ml). Bundfaldet opsamledes ved filtrering, udvaskedes
med THF (50 ml) og tgrredes ved 60° C / 1 mm Hg i 3 timer. Udbytte af
natrium-7- (D-mandelamido) -3~ (2-carboxymethyl-2,3-dihydro-s-triazolo =
[4,3-blpyridazin-3-on-6-ylthiomethyl)-3-cephem-4-carboxylat, 1,96 g
(bioudbytte 97%), smeltepunkt 230-240°C (dekomponering) . pH~vardien af
den vandige 10% oplgsning var 3,6.

) KBr

IR:
max

1065 cm T.

3600-3000, 1765, 1710, 1605, 1390, 1360, 1190, 1080,

ov: 2 Y2 nn (m1% ) 252 (357), 310 (skulder, 140).
NMR: § g%g 3,43 (1H, 4, 19 Hz, 2-H), 3,87 (1H, d, 19 Hz, 2-H),

4,15 (14, 4, 14 Hz, 3-H), 4,53 (1H, 4, 14 Hz, 3-H), 5,16 (lH, 4, 4,5 Hz,

6-H), 5,36 (l1H, s, PhCH), 5,73 (1H, 4, 4,5 Hz, 7-H), 7,13 (1H, 4, 10 Hz,

pyridazin-H), 7,57 (5H, s, phenyl-H), 7,69 (1H, 4, 10 Hz, pyridazin-H).
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Analyse beregnet for CZ3H19N60882Na,5/4H20: _
C: 44,77; H: 3,51; N: 13,62; S: 10,39,

Fundet: Cc: 44,93, H: 3,31, N: 13,41, 8: 10,19..
44,79; 3,15; 13,33;

Eksempel 6
Vandig 1N natriumhydroxidoplgsning sattes drébevis til en opslam-

ning af 7- (D-mandelamido)-3-(2-carboxymethyl-2,3- dihydro-s-triazola-

4, 3—b]pyrlda21n—3—On—6-ylthldmethyl) 3—cephem—4—carboxylsyre (4) ;opndet ifplge eks—
empel 2,(3,51 g) i vand(20ml)til indstilling af pH-verdien p& 6,0. Opl¢sn1n—
gen lyofiliseredes til dannelse af 3,4 g (bioudbytte, 97%) dinatriumr
7—(D—mandelamido)-3—(2—carboxymethyl—2,3—dihydro—s—triazolo[4,3-b]—
pyridazin-3-on-6-ylthiomethyl)-3-cephem-4-carboxylat, smeltepunkt
y240°¢ (dekomponering). pH-vardien af den 5% vandige oplgsning var 5,4.

IR:4)§§§ 3600-3000, 1760, 1710, 1605, 1390, 1360, 1190, 1080,

1060 cm 1.

ov: A V2% (£1¥ ) 252 (320), 310 (124).
NMR;‘Sggg 3,43 (18, d, 19 Hz, 2-H), 3,90 (1H, d, 19 Hz, 2-H),

4,15 (1H, d, 14 Hz, 3-H), 4,53 (1§, 4, 14 Hz, 3-H), 4,75 (2H, s,

NCH,CO), 5,22 (1H, d, 4,5 Hz, 6-H), 5,42 (1H, s, PhCH), 5,73 (14,

d, 4,5 Hz, 7-H), 7,22 (1H, 4, 10 Hz, pyridazin-H), 7,65 (5H, s, phenyl-

"), 7,77 (1H, &, 10 Hz, pyridazin-H).

Analyse beregnet for C23H18N60852Na2'3/2 H20:
c: 42,92; Hs 3,29; N: 13,06; S: 9,96.

Fundet: c: 42,90, H: 3,06, N: 13,04, S: 9,97.
43,19; 3,01; 13,03;

Eksempel 7
7- (D-a-hydroxy-a-phenylacetamido) -3- (2-carboxymethyl-2,3-dihydro-

s—triazolo[4,3-b]pyridazin-3—on—6:ylthiomethyl)—3—cephem—4-carboxyl— ‘
syre fremstillet ud fra 7-D-mandelamidocephalosporansyre.

0,27 mol natrium-7-D-mandelamidocephalosporanat opslzmmes i
1000 ml 0,1 M phosphatpuffer med pH-vardi 6,4,0g der tilsattes 0,31
mol 2—carboxymethyl-2,3—dihydro—6—mercapto—s—triazolo[4,3—b]pyridazin—
3-on. Oplgsningen opvarmes ved 55°C under nitrogenatmosfzre i 5 timer.
Efter 1 times forlgb indstilles pH-vardien til 6,4 ved tilsatning af
en lille mzngde 40% H4PO,. Ved slutningen af den 5 timer lange opVarm—
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ningsperiode afkg¢les oplgsningen til 23%, og pH-vardien indstilles
til 2 ved tilsatning af 3 N HC1l under et lag ethylacetat. Produktet
ekstraheres over i ethylacetat, og der omrgres i 15 minutter ved 23°%
med 2 g affarvende trakul ("Darco KB"). Blandingen filtreres derefter
gennem et filterlag af diatom&jord ("Celite"), og ethylacetatet fjer-
nes fra filtratet under vakuum. Remanensen tritureres til et faststof
med diethylether, opsamles ved filtrering og tg¢rres over 9205 under
vakuum til dannelse af fast 7-(D-a-hydroxy-a-phenylacetamido)-3-(2-
ca:boxymethyl-z,3—dihydro—s—triazolo[4,3-b]pyridazin—3-on—6—ylthio-
methyl)-3-cephem-4-carboxylsyre.

Eksempel 8

H.N
2 l l Z N——N
S CH2—~ S N N |

N-CH.,CH_COOCH

G

C

. CO
Nl:'\;\'m s——Q— 1-CH,,CH ,COOH

BB-S527: 7-[D(-)-mandelamido]-3-[2-(2~carboxyethyl)-2,3-dihydro-s-
tr1azolo~[4 3-b]lpyridazin-3-on-6-ylthiomethyl]-3-cephem-4-carboxylsyre
" Til en blanding af 7-amino-3-[2-(2-carboxyethyl)-2,3-dihydro-s-

triazolo[4,3-blpyridazin-3-on-6-ylthiomethyl]~3-cephem-4-carboxylsyre
(679 mg, 1,5 mmol) og NaHCO3 (445 mg, 5,3 mmol) i 50% vandig acetone
sattes D-(-)-mandelsyre-O-carboxyanhydrid (400 mg, 2,3 mmol) ved 0 °c.
Blandingen omrgrtes ved stuetemperatur i 1 time og inddampedes til
fjernelse af det organiske oplgsningsmiddel. Den vandige oplgsning ud-
vaskedes med ether (3 x 10 ml), indstilledes til pH-vardi 1 med fortyn-
det HC1 og filtreredes til opsamling af det r& produkt, som oplgstes
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i THF (10 ml), filtreredes til fjernelse af uoplgselige stoffer og
inddampedes under formindsket tryk. Den olieagiige remanens triturere-
des med ether. Faststoffet (476 mg) kromatograferedes pd en sgjle af
silicagel ("Wako-gel C-200", 10 g) og elueredes med MeOH—CHCl3 (MeOH;
0-3%). Fraktioner, som indeholdt det gnskede produkt, kombineredes

og inddampedes til opndelse af 287 mg (33%) BB-S527, smeltepunkt
>l55°C (dekomponering) .

tr: # X5 3600 - 2400, 1780, 1720, 1550, 1520 cm L.
ov: 5 BB T puffer .53 .m (g, 20000), 298 nm (£, 9000).

Analyse beregnet for C,,H,  N.O 52,3/2H20:

2472276 °8
c: 46,98; H: 4,11; N: 13,70; S: 10,45.
Fundet: c: 47,25, H: 3,80, N: 12,87, S: 10,17.

47,39; 3,763 12,77;

Natriumsaltet af BB-S 527

En opslamning af den frie syre af BB-S 527 (240 mg, 0,4 m.mol)
i vand (5 ml) indstilledes til pH-verdi 6,8 med 1 N-NaOH (0,7 ml) til
dannelse af en klar oplgsning, som frysetgrredes til efterladelse af
234 mg (91% bioudbytte) af natriumsaltet af BB-S 527 som bleggult
pulver. Smeltepunkt >210°C (dekomponering) .

r: vEBE 3600 - 2800, 1770, 1710, 1600 cm I.
max

uv: A§§x7 puffer ;o3 0 (e 21000) 298 nm (e 9300).

Analyse beregnet for C24H20N60852Na2,2H20:
c: 43,24, H: 3,63, N: 12,61, S: 9,62

Fundet: C: 43,39, H: 3,20, N: 12,63, S: 9,42
43,43, 3,36, 12,68, 9,22

In vitro-antibakteriel aktivitet af BB-S 527 sammenlignet med
BB-S 488 og cefamandol (bestemt ved Steers' agar-fortyndingsmetode pa

Mueller-Hinton agar-plade).



Organisme

S. aureus Smith
S. aureus

S. aureus BX-1633
St. faecalis

E. coli NIHJ

E. coli ATCC 8739
E. coli Juhl

E. coli BX-1373
E. coli

E. coli

E. coli

K1. pneumoniae'
Kl. pneumoniae
Kl. pneumoniae
Kl. pneumoniae
Pr. vulgaris

Pr. vulgaris

Pr. mirabilis
Pr. mirabilis
Pr. morganii

Pr. morganii

Pr. rettgeri

Ps. aeruginosa
Ps. aeruginosa
Shig. dysenteriae
Shig. flexneri
Shig. sonnei
Serr. marcescens
Enterob. cloacae
Sal. enteritidis
Sal. typhosa

B. anthracis

143344
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MIC (mcg/ml)

BB-S 527 BB-S 488 cefamandol
1,6 0,8 0,2
0,4 0,4 0,1
3,1 3,1 0,4

>100 >100 >100
0,4 0,2 0,05
12,5 6,3 3,1
0,4 0,2 0,8
6,3 3,1 3,1
0,1 0,1 0,1
0,1 0,05 0,1
6,3 3,1 1,6
6,3 3,1 3,1
0,2 0,1 0,8
0,8 0,4 0,8
0,4 0,2 0,8
0,1 0,1 0,2
12,5 0,8 50
0,2 0,05 0,8
0,1 0,05 0,2
>100 >100 >100
0,4 0,2 0,8
0,2 0,2 0,4
>100 >100 >100
>100 >100 >100
0,025 0,025 0,1
50 25 6,3
0,1 0,05 0,2
>100 >100 >100
6,3 3,1 3,1
0,05 0,025 0,05
0,1 0,05 0,1
0,4 0,2 0,4
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Eksempel 9
U\ [ H
0 CO-N

S
ﬁ
N -
2~ —CH,-8 '\N/'N\n,ﬂ—CHQCOONa

~O0CH
3 0
COENa 0

BB=-S 511: 7-[(2%)-2-methoxyimino (fur-2-yl)acetamido]-3-(2-carboxy-
methyl—2,3—dihydro-s—triazolo[4,3-b]pyridazin-3—on-6—ylthio-methyl)-

-3-cephem-4-carboxylsyre-dinatriumsalt

Til en oplgsning af (2%)=-2-methoxyimino(fur-2-yl)eddikesyre (507
mg, 3 mmol) og triethylamin (0,42 ml, 3 mmol) i dichlormethan (6 ml)
sattes oxalylchlorid (0,26 ml, 3 mmol) ved O-SOC, og blandingen omrgr-
tes i 30 minutter. Blandingen inddampedes ved formindsket tryk til dan-

nelse af en olieagtig remanens af syrechloridet, som oplgstes i ter
acetone (10 ml). Efter filtrering sattes acetone-oplgsningen til en
blanding af 7-amino-3- (2-carboxymethyl-2,3-dihydro-s~triazolo[4,3-b]-
pyridazin-3-on-6-ylthiomethyl)-3-cephem-4-carboxylsyre (1,31 g, 3 mmol)
og NaHCO3 (504 mg, 6 mmol) i vand (20 ml) ved 0-5°¢C. Blandingen omrgr-
tes ved 0-5°C i 2 timer, idet acetonen fjernedes under formindsket
tryk. Den vandige oplgsning udvaskedes ether (2 x 50 ml) og indstille-
des til pH-verdi 1-2 med koncentreret HCl til tilvejebringelse af et
bundfald, som opsamledes ved filtrering, udvaskedes med vand og tgrre-
des i vakuum. Faststoffet oplgstes i THF (tetrahydrofuran) (40 ml) og
filtreredes. Til filtratet sattes 1 M-SEH (natriumethylhexanoat) i
ethylacetat (3 ml), og det resulterede bundfald opsamledes ved fil-
trering og tgrredes i vakuum. Udbytte af 7-[(22)-2-methoxyimino (fur-
—2—yl)acetamido]—3—(2—carboxymethyl—2,3—dihydro—s-triazolo[4,3—b]—
pyridazin—3-on—6—ylthio-methyl)-3-cephem—4-carboxylsyre-dinatriumsalt
var 1,0 g (54%), smeltepunkt >2100C (dekomponering) .

1r: vABY 1770, 1710, 1680, 1610, 1550 em™?

uv: x§§x7 puffer ,co 0 (e 25000), 277 nm (e 24000)

NMR: 5gg2°'d6 7,70 (1H, br, furan-Ha), 7,52 (1H, d, J=9,5 Hz,
pyridazin-H), 6,87 (1H, 4, J=9,5 Hz, pyridazin-H), 6,5-6,6 (2H, m,
furan-Hp), 5,58 (14, m, 7-H), 5,00 (1H, 4, J=4,5 Hz, 6-H), 3,84 (3H,
s, OCH,).

Analyse beregnet for C22H17N70982Na2,H20:

c: 40,55, H: 2,94, N: 15,05, S: 9,84
Fundet: Cc: 40,81, H: 3,08, N: 14,69, 5: 9,70
41,02 3,22 14,86 9,62.
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Eksempel 10

E

1 ,
CO-N S _[if\\r__“ .
N -
N\ CH,y-8 \N,/N\W/H—CHchECOOH
0
CO,!! 0

- 3

BB-S5526: 7—[(ZZ)—2-methoxyimino(fur—2—yl)acetamido]-3—[2-(2-carboxy-
ethyl)-2,3fdihydro-s—triazolo[4,3—b]pyridazin-3-on—6—ylthio—methyl]-

-3-cephem—4~-carboxylsyre-natriumsalt

Syrechloridet, som fremstilledes ud fra (2Z) -2~-methoxyimino (fur-
-2-yl)eddikesyre (169 mg, 1 mmol), oplgstes i tgr acetone (5 ml) og
filtreredes til fjernelse af de uoplgselige stoffer. Filtratet sattes
til en oplgsning af 7-amino-3-[2-(2-carboxyethyl)-2,3-dihydro-s-tri-
azolo[4,3-blpyridazin-3-on-6-ylthio-methyl]-3-cephem-4-carboxylsyre
{452 mg, 1 mmol) og NaHCO3 (336 mg, 4 mmol) i vand (10 ml). Reaktions~—
blandingen omrgrtes i 2 timer i et isvandbad. Acetone fjernedes ved
formindsket tryk. Den vandige oplgsning udvaskedes med ether (2 x 10
ml) og indstilledes til pH-vardi 1-2 med koncentreret HCl. Det resul-
terende bundfald opsamledes ved filtrering, udvaskedes med vand og
tgrredes under formindsket tryk. En oplgsning af bundfaldet i THF
(10- m1) behandledes med aktivt carbon. En SEH-oplgsning i ethylacetat
(L m, 0,8 ml) sattes til THF-oplgsningen til dannelse af 7-[(2Z)-2-
-methoxyimino (fur-2-yl) acetamido]-3-[2-(2-carboxyethyl) -2, 3-dihydro-
~-s-triazolo[4,3-blpyridazin-3-on-6-ylthio-methyl]-3-cephem~4-carboxyl-
syre-natriumsalt, som opsamledes ved filtrering. Udbytte 410 mg (66%
som mono-Na-salt). Smeltepunkt >205°¢ (dekomponering) .

IR: vizi 3600-2800, 1770, 1710, 1600, 1550 cm *

ov: A§§X7 puffer ,57 1m (e 27000), 276 (e 26100)

NMR: 6gg§°'d6+D2° 2,70 (28, t, J=6 Hz, CH,), 3,3-4,5 (9H, m, 2-H,
3-CH,, CH, og 0053), 4,96 (1H, 4, J=5,5 Hz, 6-H), 5,53 (1H, 4, J=5,5
Hz, 7-H), 6,55 (2H, m, furan-H), 6,92 (1H, d, J=10 Hz, pyridazin-H),
7,53 (1H, 4, J=10 Hz, pyridazin-H), 7,68 (1H, Br, furan-H).

Analyse beregnet for C23H20N70952Na,H20:
c: 42,92, H: 3,45, N: 15,23, S: 9,96

Fundet: Cc: 43,08, H: 3,20, N: 14,96, S: 9,96
42,717, 3,03, 14,76
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Tabel VII
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In vitro aktivitet bestemt ved rakkefortyndings-

metoden under anvendelse af Mueller-Hinton agar

Geometrisk middelverdi af MIC»(ug/ml)

Organisme BB-S511 BB-S526 Cefuroxim
(antal stammer) (Eks. 9 ) (Eks. 10)

S. aureus (3) 1,97 1,6 1,24
E. coli (7) 0,58 0,78 1,28
Kl. pneumoniae (4) 0,47 0,93 3,1
Proteus (6) 0,021 0,061 0,88
Shig. (3), Serr. (1)

Enterob. (1), Sal. (2) 1,11 2,41 4,06
B- anthracis (1)

S. pyogenes (5) 0,032 0,032 0,025
S. viridans (5) 0,15 0,4 0,1

D. pneumoniae (5) 0,037 0,056 0,0125
N. meningitidis (5) 2,37 3,60 1,6

N. gonorrhoeae (5) 1,36 1,6 0,4

H. influenzae (7) 0,64 0,71 1,16

Cefuroxim er natrium—6R,7R-3—carbamoyloxymethyl-7-(ZZ)—Z—methoxyimino—

(fur-2-yl) acetamidoceph-3-em~-4-carboxylat.

Tabel VIII
Geometriske middelvardier af MIC-vardier mod 3

stammer af S. aureus og 27 gtammer af gram-nega-

tive bakterier (ug/ml), Mueller-Hinton agar)

Antal

stammer BB-S511
S. aureus 1 1,6
S. aureus, Penicillin-R 2 0,6
E. coli 6 0,2
E. coli, Cephalosporin-R 1 6,3
K. pneumoniae 4 0,7
Indole (=) Proteus 2 0,1
Indole (+) Proteus 3 0,05
Indole (+) Proteus, Cephalo-
sporin-R 2 6,3
S. marcescens 1 25
E. cloacae 1 3,1
Shigella, Salmonella 5 0,3
P. aeruginosa 2 >100

EL~S786

1,6
1,6
0,2
12,5
0,3
0,2
0,3

50,1
>100

1,6

0,5
>100
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BL-5786 er 7-[a~-(2-aminomethylphenyl)acetamido]-3-[(l~carboxymethyl-
tetrazol-5-ylthio)methyl] -3-cephem~-4~carboxylsyre.

Tabel IX
Geqmetriske middelvaerdier af MIC-vardier mod 18

stammer af S. marcescens

BB-S511 BL-S786
5,4 85,9
Eksempel 11
H |
Co-N S f\'__~¥
| N J—CH,S \N N W-CHy
N__ 0
OCHy CO,Na °

BB-S510: 7-[(2%)-2-methoxyimino (fur-2~yl)acetamido]-3-(2-methyl=-2,3-
-dihydro-s—triazolo[4,3~blpyridazin-3-on-6-ylthiomethyl) -3~-cephem-

-4-carboxylsyre—-natriumsalt

Til en oplgsning af (2Z)-2-methoxyimino (fur-2-yl)eddikesyre
(253 mg, 1,5 mmol) og triéthylamin (0,2 ml, 1,5 mmol) i dichlormethan
(3 ml) sattes oxalylchlorid (0,13 ml, 1,5 mmol) ved O-SOC, og blandin-
gen omrgrtes i 30 minutter og inddampedes ved formindsket tryk til
dannelse af syrechloridet som en olie, der oplgstes i tgr acetone
(5 ml) og filtreredes til fjernelse af uoplgselige stoffer. Acetone-

-oplgsningen sattes til en blanding af 7-amino-3-(2-methyl-2,3-di-
hydro-s-triazolo[4,3-b]pyridazin-3-on~6-ylthiomethyl)-3-cephem-4-
carboxylsyre (591 mg, 1,5 mmol) og NaHCO, (504 mg, 6 mmol) i vand
(10 ml) ved 0-5°C. Reaktionsblandingen omrgrtes ved 0-5°C i 3 timer.
Acetone fjernedes ved formindsket tryk, og den resterende vandige
oplgsning udvaskedes med ether (2 x 30 ml) og indstilledes til pH-
vardi 1-2 med koncentreret HCl. Bundfaldet, som opsamledes ved filtre-
ring, udvaskedes med vand og tgrredes i vakuum, oplgstes i THF (30
ml) og filtreredes til fjernelse af uoplgselige stoffer. Til THF-op-
lgsningen sattes en oplgsning af natrium-2-ethylhexanoat (SEH, 1 M,
1,5 ml) i ethylacetat, og det resulterende bundfald opsamledes ved
filtrering og tg¢rredes i vakuum. Udbytte 492 mg 7-[(2%Z)-2-methoxy-
imino (fur-2-yl) acetamido] -3-(2-methyl-2,3~-dihydro-s-triazolo[4,3~b] -
pyridazin-3-on-6-ylthiomethyl)-3-cephem-4-carboxylsyre-natriumsalt
(58%) . Smeltepunkt >180°C (dekomponering) .
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IR: vigi 1770, 1720, 1670, 1600, 1550 —

uv: A§§X7 puffer ,co o (e 22600), 277 mm (e 22300)

NMR: ngg 7,53 (18, d, J=1,5 Hz, furan-Ha), 7,35 (1H, d, J=9,5
Hz, pyridazin-H), 6,90 (1lH, 4, J=9,5 Hz, pyridazin-H), 6,72 (1lH, d,
J=3,0 Hz, furan-HB), 6,48 (lH, g, J=1,5 og 3,0 Hz, furan-HB), 5,72
(14, 4, J=4,5 Hz, 7-H), 5,14 (1H, 4, J=4,5 Hz, 6-H), 2,94 (3H, s,
0-CH,), 3,61 (3H, s, N-CHj).
Analyse beregnet for C21H18N752Na,l/2THF,H20:
C: 44,44, H: 3,89, S: 10,32

Fundet: c: 44,89, H: 3,92, S: 9,67.

Tabel X
In vitro aktivitet bestemt ved rakkefortyndings-

metoden under anvendelse af Mueller-Hinton agar
Geometrisk middelverdi af MIC (pg/ml)

Organisme BB-5510 BB-S515 Cefuroxim
(antal stammer) (Eks. 11)

S. aureus (3) 0,62 2,48 1,24
E. coli (7) 2,11 2,33 1,28
Kl. pneumoniae (4) 6,3 3,1 3,1
Proteus (6) 1,39 1,11 0,88
Shig. (3), Serr. (1)

Enterob. (1), Sal. (2) 6,26 5,26 4,06
B. anthracis (1)

S. pyogenes (5) 0,0125 0,032 0,025
S. viridans (5) 0,13 0,59 0,1

D. pneumoniae (5) 0,021 0,1 0,0125
N. meningitidis (5) 1,03 5,45 1,6

N. gonorrhoeae (5) 0,26 2,07 0,4

H. influenzae (7) 0,35 2,11 1,16

Cefuroxim er natrium-6R,7R-3-carbamoyloxymethyl-7-(22)-2-methoxy-

imino (fur-2-yl) acetamidoceph-3-em-4-carboxylat.

Tabel XTI
Geometriske middelvardier af MIC-vardier mod 3

stammer af S. aureus og 27 stammer af gram-nega-

tive bakterier (ug/ml), Mueller-Hinton agar)
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Antal

stammer BB-S510 BL-S5786
S. aureus 1 0,1 1,6
S. aureus, Penicillin-R 2 0,1 1,6
E. coli 6 0,1 0,2
E. coli, Cephalosporin-R 1 3,1 12,5
K. pneumoniae 4 2,6 0,3
Indole (=) Proteus 2 1,1 0,2
Indole (+) Proteus 3 0,2 0,3
Indole (+) Proteus, Cephalo-
sporin-R 2 6,3 50,1
S. marcescens 1 6,3 >100
E. cloacae 1 3,1 1,6
Shigella, Salmonella 5 0,5 0,5

P. aeruginosa 2 >100 >100
BL-S786 er 7-[a~-(2-aminomethylphenyl)acetamido]-3-[(l~-carboxymethyl-
tetrazol-5-ylthio)methyl]~3-cephem~4-carboxylsyre.

Tabel XIT
Geometriske middelvardier af MIC-vaerdier mod 18

stammer af S. marcescens
BB-S510 BL-S786
7,9 85,9
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PATENTKRAV

1. Analogifremgangsnade til fremstilling af cephalosporansyre-

derivater med den almene formel:

///S\\\
ANH—(IZH'-—-(lZII ci, a
|
1 I
Cc+——N C~-CH, -5 X N N-A
2
. N
o/ \c/ \ﬂ/
1 .
COOH 0
hvori A er
© 0
Ceg = CH = C - eller @c -c -
ort | N,
“\OR

"
hvori R™ er hydrogen eller formyl,

R2 er alkyl med 1-4 cérbonatomer, og
hvori Al er methyl eller j(CHz)nCOOH, ogner leller 2,
eller en let hydrolyserbar ester eller et ikke-toxisk, farmaceutisk
acceptabelt salt deraf, k e n detegnet ved, at man omsatter

en forbindelse, som har den almene formel:

2 S
ALNH-C——]/ 0
[l
L__N A CIIQ OCCH3

({ >O0H

hvori A2 er H eller har den for A ovenfor definerede betydning,
eller et salt eller let hydrolyserbar ester deraf med en forbindel=-
se, som har den almene formel:

hvori Al

har den ovenfor anfgrte betydning,
og, nar A2 er H, behandler den resulterende forbindelse med et

acyleringsmiddel, som har den almene formel:
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hvori X er halogenid eller et funktionelt akvivalent deraf, og

A har den ovenfor anfgrte betydning, idet dog, ndr A-gruppen indeholder
en fri hydroxylgruppe, denne gruppe pé forhand blokeres ved hjzlp af
en konventionel beskyttende gruppe, som bagefter fjernes til tilveje-
bringelse af en forbindelse med formel I, og om gnsket omdanner den
resulterende forbindelse med formel I i form af fri syre, salt eller
let hydrolyserbar ester til den tilsvarende ester eller ikke-toxiske,
farmaceutisk acceptable salt deraf, og om gnsket omdanner en forbind-
else med formel I i form af et resulterende salt eller let hydroly-
serbar ester til den tilsvarende frie syre med formlen I.

2. Fremgangsmade ifglge krav 1, kendetegnet ved, at
man ud fra de passende udgangsforbindelser fremstiller en forbindelse
med formlen 1, hvori A har D-konfiguration.

3. Fremgangsmdde ifglge krav 1 til fremstilling af 7-(D-mandel-
amido) -3- (2-carboxymethyl~2,3~dihydro-s-triazolo-[4,3-b]pyridazin~3-on-
6-yl-thiomethyl)-3-cephem-4-carboxylsyre, k e nd e t egne t ved,
at man omsatter de tilsvarende udgangsmaterialer, hvori A2 betegner
hydrogen eller CGHS-CHOH-CO- og Al betegner —CHZCOOH.

4. Fremgangsmade if¢glge krav 1 til fremstilling af 7-(D-O-formyl-
mandelamido)-3- (2-carboxymethyl~2,3-dihydro-s—-triazolo[4,3-blpyrida-
zin-3-on-6-ylthiomethyl)-3-cephem-4-carboxylsyre, k end e tegnet
ved, at man omsatter de tilsvarende udgangsmaterialer, hvori A2 be~-
tegner hydrogen eller C6H5—CH(0CHO)—CO— og al betegner -CH,COOH.

5. Fremgangsmade ifglge krav 1 til fremstilling af 7-[D(~)-man=-
delamido]-3-[2- (2-carboxyethyl)~-2,3-dihydro-s—-triazolo-[4,3-b]
pyridazin—3—on—6-ylthiomethyl]-3-cephem-4—carboxylsyre, kende-
tegnet ved, at man omsatter de tilsvarende udgangsmaterialer,
hvori A2 betegner hydrogen eller CGHS—CHOH—CO- og Al betegner
-CHZCHZCOOH.

6. Fremgangsmade ifdlge krav 1 til fremstilling af 7-[(2Z)-
2-methoxyimino (fur~2-yl) acetamido]-3- (2-carboxymethyl-2,3-dihydro-
s-triazolo[4,3-b]lpyridazin-3-on-6-ylthio-methyl)-3-cephem-4-carboxyl~
syre-dinatriumsalt, k end e t e gn et ved, at man omsatter de

tilsvarende udgangsmaterialer, hvori A2 betegner hydrogen eller

I JLc-co- og at betegner -CH,COOH.

"
N-OCH,
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7. Fremgangsmdde ifglge krav 1 til fremstilling af 7-[(2Z)-2-
methoxyimino(fur—z—yl)acetamido]—3—[2—(2—carboxyethyl)—2,3—dihydro-
s—triazolo[4,3—b]pyridazin—3—on—6—y1thio—methyl]-3-cephem -4~carboxyl-
syrenatriumsalt, k e n detegnet ved, at man omsatter de til-
svarende udgangsmaterialer, hvori A2 betegner hydrogen eller

1
il lL-C—CO- og A~ betegner -CHZCHZCOOH.

S
N7 foocn,

8. Fremgangsmade ifglge krav 1 til fremstilling af. 7-[(2Z2)-2-
methoxyimino(fur—2—yl)acetamido]—3—(2—methyl—2,3—dihydro-s-triazolo
[4,3—b]-pyridazin-B-on—6—ylthiomethyl)—3—cephem—4—carboxylsyre-
natriumsalt, k endetegnet ved, at man omsatter de tilsva-

rende udgangsmaterialer, hvori A2 betegner hydrogen eller
1
] L_C_CO_ og A~ er methyl.
N-OCH3
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