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Den foreliggende opfindelse angdr en fremgangsmide
til afprgvning af biologiske pregver for B-laktamaseaktivitet,
isar en bakteriekultur i et flydende medium eller i agar, ved
hvilken fremgangsmade prgven bringes i kontakt med en cephalo~
sporinforbindelse pd en sadan mdde at der fremkommer en farve-
indikation for tilstedevarelse af den ringdbnede laktam.

De cephalosporinforbindelser der omtales i narvarende
beskrivelse har generelt fdet navn ud fra stoffet cepham (se
J. Amer. Chem. Soc., 1962, 84, 3400).

Det er kendt at B-laktamringen i cephalosporinforbin-
delser kan abnes enten biokemisk ved hjzlp af B-laktamaser (der

fx frembringes af visse stammer af cephalosporin-resistente bak-
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terier), eller kemisk, fx ved hjzlp af baser eller syrer.
Der er nu fundet en gruppe cephalosporinforbindelser som ved
sbning af B-laktamringen giver farvede produkter. Disse for-
bindelser kan derfor anvendes som farveindikatorer der viser
tilstedevarelse af P-laktamase.

I overensstemmelse hermed er fremgangsmaden ifglge
opfindelsen ejendommelig ved at man i narvarelse af vand brin-
gér den biologiske prgve i kontakt med en cephalosporinforbin-

delse med den almene formel

X
R————————(
I

4¢_______N y H=CH-Ar

0
COOH
hvor R er en amino- eller formamidogruppe eller en gruppe med
CONH-, R'OCHZCONH—, R'CONH-, R'?HCONH— eller
Xl

formlen R'CH2

R'CCONH- hvor R' er en arvligruppe, X' en amino- eller beskyttet

s
NOR™,

aminogruppe og R2 hydrogen eller en alkylgruppe, og hvor Ar

er en fenyl-, naftyl-, tienyl-, pyridyl- eller furylgruppe som

bzrer mindst &n nitro- eller cyangruppe i konjugation med den

exocykliske -CH=CH-dobbeltbinding, og X betegner -5-, —-50-

(a0 eller B) eller -SOZ—; eller et salt eller en vandoplgselig

ester deraf.

Salte af forbindelser med den almene formel I af sarlig
interesse er ifglge opfindelsen alkalimetalsalte (fx med natrium
eller kalium) og ammoniumsalte, da de har god oplgselighed.

Ifglge opfindelsen kan R i forbindelsen I vare en 2-
hydroxyimino-2-fenylacetamido-, naftamido-, formamido-, fenyl-
acetamido-, 2-amino-2-fenylacetamido-, tienylacetamido- eller
fenoxyacetamidogruppe.

Nir Ar i forbindelsen I er en fenylgruppe som barer en
eller flere nitro- eller cyangrupper, kan ifglge opfindelsen
disse hensigtsmaessigt vere i orto- og/eller parastilling for
at sikre maksimal konjugering med -CH=CH-dobbeltbindingen.

Som det narmere forklares nedenfor kan Ar i forbindel-
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sen I med fordel vere en 4-cyanofenyl-, 2-nitrofenyl- eller
4-nitrofenylgruppe, hvorved der opnds gode farvereaktioner.

Nitro- og cyangruppernes funktion er at vare elektron-
tilbagetrakkende, og ifglge opfindelsen kan gruppen Ar i for-
bindelsen I med fordel bazre mindst to nitro- og/eller cyan-
grupper, sdledes at den samlede elektrontilbagetrazkkende ef-
fekt bliver stor.

Serlig kraftig og karakteristisk r@d farvereaktion far
man hvis ifglge opfindelsen Ar er en 2,4-dinitrofenyl- eller
2,6—dinitrofenylgruppe. En meget stabil forbindelse med god
og kraftig farvereaktion opnds séledes ifglge opfindelsen,
hvis R i forbindelsen I er en fenoxyacetamidogruppe og Ar
en 2,4-dinitrofenylgruppe.

Foretrukne forbindelser er altsd sd&danne hvor Ar er
4-nitrofenyl, 2-nitrofenyl, 2,4-dinitrofenyl eller 2,6-dini-
trofenyl. Alle disse forbindelser giver en orange eller rgd
farve ndr B-laktamringen &bnes. 2,4-Dinitrofenylforbindelser-
ne giver en serlig sterk og karakteristisk r¢d farve. Forbin-~
delser af ganske s@rlig interesse er ifglge opfindelsen
(6R,7TR) -3~ (E-2,4-dinitrostyryl)-7-fenoxyacetamidoceph-3-em-
4-karboxylsyre og (6R,7R)~-3-(E-2,4~dinitrostyryl)-7-(2-tie-
nylacetamido) -ceph-3-em~-4~karboxylsyre, hvoraf sidstnavnte

har formlen

O s NO,,
cH CONH_—‘I/ IT
2
s
I / CH=C

/7

0

COOH

samt salte deraf.

Forbindelser hvor Ar er en 4-cyanofenylgruppe kan an-
vendes hvis man af en eller anden grund foretrzkker en grgn
farvereaktion.

Forbindelser med den almene formel I ligger inden for
granserne af den almindelige klasse forbindelser der er vist
i belgisk patentskrift nr. 761.897, men de eneste forbindel-
ser der er specifikt vist deri og hvor Ar er en aromatisk

gruppe som indeholder mindst én elektron-tilbagetrzkkende
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gruppe, er sddanne hvor gruppen Ar er en 4-nitrofenylgruppe.
De ved fremgangsmiden ifglge opfindelsen anvendte for-
bindelser kan fremstilles ved de almene metoder der er vist

i navnte belgiske patentskrift, fx ved at man

a) omsatter en forbindelse med den almene formel
X
R \\
! 3
! —_—
‘ N - CH=P (R”) 4 III
0 2
OOR

hvor R og X har de foran angivne betydninger, R2 er et hydro-
genatom eller en karboxylblokerende gruppe og R3 er en orga-
nisk substitueret gruppe, med en aldehydforbindelse med den
almene formel ArCHO, hvor Ar har den foran angivne betydning,

eller
b) omsatter en forbindelse med den almene formel

Iv

hvor R, X og R2 har de under (a) angivne betydninger, med et

fosforan-ylid med den almene formel
3 =
(R )3P = CHAr v

hvor R3 og Ar har de under (a) angivne betydninger,
hvorefter man om ¢gnsket eller ngdvendigt (c) foretager en
hvilken som helst af fglgende reaktioner:

(i) omdannelse af en Az—isomer til den ¢nskede A3—isomer,
(ii) reducerer en forbindelse hvor X er en gruppe -SO-
til en forbindelse hvor X betegner -5-,

(iii) oxyderer en forbindelse hvor X er -S- til en forbin-
delse hvor X er =-SO- eller _SOZ_' eller oxyderer en forbin-
delse hvor X er =-SO- til en forbindelse hvor X er —802-,
(iv) omdanner en blokeret aminogruppe R til en fri amino-

gruppe,
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(v) omsatter en forbindelse hvor R er en fri aminogruppe
med et reagens der tjener til at omdanne denne aminogruppe
til en blokeret aminogruppe, fx med et acylerende derivat

af en karboxylsyre, '

(vi) foretager isomerisation (cis e trans) af den exocykli-
ske ~CH=CH=-dobbeltbinding,

(vii) fjerner en karboxvlblokerende gruppe fra 4-karboxyl-
gruppen og/eller fjerner en hvilken som helst gruppe som be-
skytter en hvilken som helst amino- eller karboxylgruppe der
mi3tte vaere til stede i en blokeret aminogruppe R, og/eller
(viii) danner et salt eller en vandoplgselig ester af 4-karb-
oxylforbindelsen.

I afhangighed af mgnsteret og arten af substitution
i gruppen Ar i formel I kan enten cis- eller trans—isomeren
vare fordelagtig i henseende til at give en noget dybere og
mere intens farve end den anden isomer, eller eventuelt pd
grund af forbedret vandoplgselighed. I almindelighed foretrak-
kes imidlertid ifglge opfindelsen trans-isomerer. Isomerise-
ringen kan udfgres ved passende kemisk behandling, fx med tri-
fluoreddikesyre og anisol eller ved bestrdling.

Fremgangsmidden ifglge opfindelsen til afprgvning af en
biologisk prgve er af sarlig interesse for B-laktamase-akti-
vitet i bakteriekulturer. Det er kendt at modstandsevne mod
nogle bakteriestammer mod den antibakterielle virkning af
cephalosporin- og penicillinforbindelser skyldes de B-lakta-
mase-enzymer, som dannes af bakterierne, idet enzymerne vir-
ker til at nedbryde og inaktivere cephalosporinerne og peni-
cillinerne ved normale doseringer. Hidtil har identifikatio-
nen af sd&danne bakteriestammer varet en ret vanskelig sag
som i almindelighed kraver dyrkning af en kultur, inkubering
med en P-laktamforbindelse og til slut tilsztning af et yder-
ligere reagens som giver en farveindikation af tilstedevarel-
se af den ringédbnede laktam.

I modsatning hertil giver den foreliggende fremgangs-—
mide en hurtig og positiv indikation af f-laktamase-aktivi-
teten. Alt hvad der behgves er at bringe en bakteriekultur
i kontakt med en forbindelse med den almene formel I eller

et salt eller en vandoplgselig ester deraf; i tilfalde af
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en kultur indeholdende en h¢j koncentration af en aktiv B-
laktamase vil der nasten ¢jeblikkeligt blive iagttaget en
farve. Hvis der ikke fremkommer nogen farve efter 30 minut-
ters inkubering ved 37°C med testforbindelsen, kan man slut-
te at P-laktamaseaktiviteten er meget lav eller ikke findes.

Den eller de elektrontilbagetrakkende substituenter
i gruppen Ar, dvs. nitro- og/eller cyangrupperne, g¢r B-lak-
tamringen sarlig labil, og man kan derfor slutte at en bakte-.
riestamme, som ikke giver positiv indikation af B-laktamase-
aktivitet med testforbindelsen, efter al sandsynlighed ikke
vil frembringe ringdbning hos nogen kemoterapeutisk betyd-
ningsfuld cephalosporin- eller penicillinforbindelse.

Produktionen af farve er et verdifuldt trzk ved opfin-
delsen, eftersom P-laktamase-aktivitet kan bedgmmes kvalita-
tivt uden at man behgver at gribe til spektrofotometere eller
andre optiske instrumenter.

Tilfgrslen af en forbindelse med den almene formel I
til prgven kan udfgres pad forskellige mader. I tilfzlde af
bakteriekulturer kan man sztte en eller flere draber testop-
lgsning (idet oplgsningsmidlet normalt er vand, om ¢gnsket i
blanding med en mindre mengde af et organisk oplgsningsmiddel
som fx dimetylformamid eller dimetylsulfoxyd) til en prgve
eller til garingsvaesken, eller en eller flere sddanne drdber
kan dryppes pa en agarplade.

Testen kan ggres kvantitativ ved standardisering af
koncentrationerne og rumfangene af prgver og af testreagen-
ser samt af inkuberingsperioden, idet farveintensiteten miles
enten ved hjzlp af et spektrofotometer eller ved en eller
anden slags optisk sammenligningsinstrument.

Den farve der udvikles pd agarplade er ustabil og be-
gynder at svinde eller falme pd ca. 3 timer ved 37%C. Farver
der fremkaldes i geringskulturer er normalt stabile i mindst
24 timer. Det anbefales at forsgget aflases efter 30 minut-
ter og f@¢r 3 timer, regnet fra det tidspunkt hvor reagenset
tilsattes.

Det skal bemarkes at forbindelser med den almene for-

mel I har antibakteriel virkning, og et forsgg pd at dyrke
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en organisme i narvaerelse af testforbindelsen vil derfor
ikke altid resultere i en tilfredsstillende prgve péd B-
laktamse-aktiviteten, navnlig i tilfalde af grampositive
bakterier. I almindelighed vil man derfor dyrke bakterien
og derefter behandle kulturen med testforbindelsen. Denne
behandlingsmdde er szrligt at foretrazkke i tilfazlde af agar-
kulturer.

Meget ofte behgves der kun en kvalitativ indikation
af p-laktamaseaktivitet, og til dette formdl er det hensigts-
messigt at anvende testforbindelsen impragneret i et absor-
berende materiale af en hvilken som helst hensigtsmessig stgr-
relse og form, bestdende af fx absorberende cellulosemateri-
ale s&som papir. Hensigtsmessigt kan absorptionsmaterialet
have form af en skive af tykt papir som kan anbringes pé en
agar-kultur, hvorved man undgdr at héndtere en oplgsning af
testreagenset. Til anvendelse p& bakteriekulturer eller bak-
terienaringsvasker eller andre flydende prgver er det absor-
berende materiale eller absorptionsorganet hensigtsmzssigt i
langstrakt form, sd at man kan dyppe det i vedkommende va-
skeformede prgve. Tilvejebringelsen af testreagenser der er im-
pragneret i skiver, strimler eller stanger, er velkendt i og
for sig. Impragneringen vil i almindelighed blive udfgrt
med en vandig oplgsning af testforbindelsen eller fortrinsvis
et salt deraf. Hvis vandoplgseligheden er utilstrakkelig
kan der bruges et organisk oplgsningsmiddel, fx dimetylforma-
mid, enten alene eller i vandig oplgsning. Koncentrationen
af den impragneringsoplgsning der behgves til at frembringe
en tilfredsstillende farveandring med et hvilket som helst
givet reagens kan let bestemmes ved simple forsgg. Koncen-
trationer af stgrrelsesordenen 1 mg/ml er sadvanligvis til-
fredsstillende. Til slut vil oplgsningsmidlet blive afdampet
ved forsigtig opvarmning, eventuelt under nedsat tryk.

De absorberende materialer bgr vare hvide eller lyse
s& at den farve der frembringes ved testen ikke ggres uklar.
Det er gnskeligt at undgd overdreven eksponering til lys
fgr anvendelsen ved passende indpakning.

Opfindelsen angdr ogséd et testreagens til anvendelse
ved afprgvning for P-laktamase-aktivitet ved den beskrevne

fremgangsmiade, og ifglge opfindelsen bestdr det af et hvidt
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eller lyst absorbentmateriale, hensigtsmessigt papir, im-
pragneret med en forbindelse med den almene formel I eller
et vandoplgseligt salt eller en vandoplgselig ester deraf.
Ifglge opfindelsen er forbindelsen med formel I sarlig
hensigtsmassigt i form af et vandoplgseligt salt.

Ved en anden form af et testreagens ifglge opfindel-
sen til anvendelse ved den foran beskrevne fremgangsmade
bestir det af en oplgsning af en forbindelse med den almene
formel I eller et salt eller en ester deraf i en koncen-
tration p& 10-2000 ug/ml, ifglge opfindelsen fortrinsvis
50-250 ug/ml. Ifglge opfindelsen er forbindelsen eller dens
salt eller ester fortrinsvis oplgst i vand eller vand inde-
holdende en mindre mengde, fx 0,1-10 rumfangs%, af et orga-
nisk oplgsningsmiddel; dette er ifglge opfindelsen sarlig
hensigtsmessigt dimetylformamid eller dimetylsulfoxyd.

Den foreliggende opfindelse er af interesse i relation
til patologi, hvor det ofte er gnskeligt at finde ud af
om en bakteriestamme har evne til at danne B-laktamase. Den-
ne oplysning p&virker valget af det antibiotikum der skal
anvendes til bekzmpelse af den specielle stamme, og desuden
kan en s&dan oplysning vare relevant for den ngjagtige iden-—
tifikation af stammen. Mange forskelige bakterier, bade gram-
positive og gramnegative, som vides at danne P-laktamaser,
har vist sig at reagere positivt pd testmetoden ifglge opfin-
delsen. Eksempler herpd er Enterobacter cloacae P 99,
Escherichia coli TEM, Klebsiella aerogenes K1, Staphylococ-
cus aureus, Pseudomonas aeruginosa og Bacillus licheniformis.
Grampositive organismer har tendens til at vare fglsomme
for den antibakterielle virkning af testforbindelserne og
bgr altid dyrkes fgr de afprgves ved den foreliggende prgve-
metode.

En anden betydningsfuld anvendelse af fremgangsmaden
ifglge opfindelsen er ved mikrobiologiske undersggelser,
navnlig over de transmitterbare R-faktorer som formidler
B-laktamase-produktion. R-faktorer er extrakromosomale gene-
tiske elementer som er ansvarlige for overfgrelse af anti-
biotisk resistens fra resistente bakterier til oprindeligt

fplsomme stammer. Eksistensen af denne overfgringsmekanisme
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volder for tiden store bekymringer i relation til den udstrak-
te anvendelse af antibiotika mod forholdsvis smd eller lidet
betydningsfulde sygdomme samt i foderstoffer til dyr. Hvis
overfgringen af resistens indbefatter evmen til udviklingen
af B-laktamase, tilvejebringer den foreliggende opfindelse

en simpel metode til angivelse af hvorvidt R-faktoren er

til stede eller ej.

En anden mulig anvendelse af fremgangsmdden ifglge op-
findelsen er pdvisning af B-laktamaser i urinen fra patien-
ter med infektioner i urinvejene og bevirket af B-laktamase-
dannende organismer.

Foruden at vaere en fglsom prgve pa P-laktamaser, giver
forbindelserne med den almene formel I eller deres salte
ogsd positiv indikation med visse andre organiske materia-
ler s&som @&ggehvide og serumalbumin. Dette bgr holdes i erin-
dring ndr man afprgver for B-laktamaseaktivitet. Den positive
reaktion menes at skyldes tiolgrupperne i disse materialer.
Der fremkommer ogs& en positiv testreaktion af glutation og
merkaptoatanol. Desuden giver tioglycolsyre en svagt positiv
reaktion. Blandt tyve afprgvede aminosyrer gav kun cystein
en positiv reaktion. Forbindelser indeholdende tiometyl p&
disulfidgrupper gav ikke positiv reaktion.

Som resultat af denne fglsomhed hos testforbindelserne
over for materialer sdsom serumalbumin kan det vaere fordelag-
tigt ved afprgvning for P-laktamase-aktivitet fgrst at af-
prgve en blindprgve, dvs. et medium som ikke indeholder B-
laktamase, for at skaffe sig klarhed over at der ikke er no-
get sddant indgribende materiale til stede,'som har sandsyn~-
lighed for at give falske resultater.

N&r man bruges testreagenset ifglge opfindelsen fore-
trazkkes det at anvende en pH-vardi i narheden af neutralpunk-
tet fx i omr&det 5,5-8,5. Ekstreme pH-verdier nedbryder rea-
genset, og i tilfelde af prgve pa B-laktamaseaktivitet inak-
tiverer de ogséd enzymet.

Opfindelsen skal i det fglgende belyses narmere ved
hjalp af nogle eksempler, dels nummererede péd fremstilling
af forbindelserne, dels litrerede pd fremstilling og anven-

delse af testreagenset.
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De fglgende generelle betingelser galder for alle
eksemplerne med mindre andet er udtrykkeligt angivet.

Petroleumsater var af fraktionen med kogepunkt 40-60°C.
Protonmagnetiske resonansspektre (PMR) maltes ved 100 MHz.
Signaler for koblingskonstanter er ikke tilskrevet. Integra-
lerne stemte med de anfgrte strukturer.

Elektroforese udfgrtes pa "Whatman" ® 3MM papir ved
pPH 1,9 og en spandingsgradient p& ca. 25 volt/cm. Mobiliteter
(M) (mod katoden) er i forhold til dextranblat.

S¢jlekromatografi udfgrtes pad "Merck" = kiselgel
(0,05-0,2 mm).

Tyndlagskromatografi udfgrtes opadstigende pé "Merck“G§

GF254+366 silikaplader, og fglgende oplgsningsmidler anvendtes

til fremkaldelse:
System A @vre fase af n-butanol/atanol/vand = 4:1:5, @&kvilibre-
ret ved stuetemperatur. v

5:1.

System E Benzen/atylacetat 2:1.

System F Kloroform/petroleumsater/acetone = 20:5:1.

Papirkromatoqgrafi udfgrtes i fglgende systemer:

éénr. 1 papir pufret til pH 6, fremkaldt

System D Benzen/atylacetat

System B "Whatman"
nedad ved ca. 25°C med topfase af n-butanol/ztanol/

vand = 4:1:5, i1 ligevagt med bundfasen.

System C "Whatman" nr. 1 papir pufret til pH 5, fremkaldt
nedad ved 37OC med en ¢gvre fase af n-butanol/astyl-
acetat/0,1 M natriumacetat = 1:8:8, i ligevagt med
den nedre fase.

System B Er n-butanol/atanol/vand = 4:1:5, zkvilibreret ved
stuetemperatur, idet den gvre fase bruges som frem-
kalder i nedadgdende bevagelse, i ligevegt med den
nedre fase, pd& "Whatman" nr. 3MM papir pufret til
pH 6 med 0,05M natriumdihydrogenfosfat.

System C er atylacetat/n-butanol/0,1M natriumacetat pH 5 =
8:1:8, akvilibreret ved 380C, idet den ¢gvre fase
bruges som fremkalder pd nedadgdende mide, i lige-
vagt med den nedre fase ved 38°¢, pd nr. 1 "Whatman"

papir pufret til pH 5 med 0,1M natriumacetat.
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Fglgende forkortelser bruges for pletternes udseende:
s = sterk, m = medium, f = svag.

PMR- og IR-spektre (I = infrargdt) stemte med de til-
skrevne strukturer.

De cephalosporinderivater der anvendtes som udgangs-
materialer i eksemplerne 1 (a) og 1 (b) fremstilledes som be-

skrevet i forannzvnte belgiske patentskrift nr. 761.897.

Eksempel 1

(A) Difenylmetyl-(6R,7R)=3-(2,4-dinitrostyryl)-7-(2-tienyl-
acetamido)-ceph-3-em-4-karboxylat, Z~-isomer (med E-isomer)

(a) En oplgsning af 9,8 g (50 mmol) 2,4-dinitrobenzalde-
hyd i 500 ml t¢rt metylenklorid omrgrtes ved ca. 23°% og por-
tionsvis tilsattes der i lgbet af 45 minutter 7,65 g (10 mmol)
difenylmetyl-(6R,7R)-3-(trifenylfosforanylidenmetyl)-7-(2-
tienylacetamido) -ceph-3-em-4-karboxylat. Efter omrgring i yder-
ligere 40 minutter, klaredes oplgsningen ved filtrering
gennem kiselgur, hvorefter den koncentreredes til ca. 50 ml
og rensedes ved kromatografering p& 300 g kiselgel med klo-
roform som elueringsmiddel.

Inddampning af eluatet gav 15,326 g af en olie, som
oplgstes i 15 ml benzen, og denne oplgsning rensedes yderli-
gere ved kromatografering p& 300 g kiselgel med benzen/&tyl-
acetat 10:1 som elueringsmiddel.

Fraktioner med R, ca. 0,5 (System D) forenedes og ind-
dampedes i vakuum og det tilbageverende skum (4,226 g, 61,5%)
tritureredes med 25 ml ater, hvorved der fremkom 3,493 g
(51,2%) af den i overskriften angivne ester som gule flager
med smp. 88-108°C (sgnderdeling) . [a];O = -443° (¢ = 0,9 1
CHC13), Amax (ztanol) 287 nm (e = 11300), og 375 nm (g =
11800), inflektion ved 235 nm (e = 24700); PMR (CDC13) viste
at dette materiale var en blanding (i forholdet ca. 85:15)

af z- og E-isomerer.

(b) En oplgsning af 29,4 g (0,15 mol) 2,4-dinitrobenzal-
dehyd i 250 ml metylenklorid omrgrtes kraftigt med 750 ml mat-
tet natriumbikarbonat/vand 1:1, og der tilsattes drabevis i
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lgbet af 30 minutter en oplgsning af 42,2 g (0,05 mol)

(6R, 7R) - [4-difenylmetoxykarbonyl-7-(2-tienylacetamido)-ceph-
3-eﬁ-3—ylmetyl]—trifenylfosfoniumbromid i 250 ml metylenklo-
rid.

Efter omrgring i yderligere 30 minutter fraskiltes
den organiske fase, koncentreredes til ca. 100 ml og rense-
des ved kromatografering pd 1,4 kg kiselgel med ca. 5 li-
‘ter metylenklorid efterfulgt af ca. 13 liter kloroform som
eluenter. Inddampning af kloroformeluatet gav 40,8 g af et
skum som oplgstes i 40 ml benzen, og denne oplgsning rensedes
yderligere ved kromatografering pd 600 g kiselgel med benzen/
@tylacetat 10:1 som elueringsmiddel.

Fraktioner med Rf ca. 0,5 (system D) forenedes og ind-
dampedes i vakuum, og det tilbagevarende skum (19,7 g, 58%)
tritureredes med 100 ml ater,hvorefter suspensionen filtrere-
des og gav den i overskriften angivne ester som orangefarvede
flager i en mangde pa 15,765 g (46,3%), smp. 104-116°C (sgn-
derdeling), [0.]]230 = -409° (c=1,12 1 CHC13), Amax (2tanol)
287 nm (e 10450) og 375 nm (e = 17000), inflektion ved
235 nm (e 24000) ;PMR (CDC13) viste at denne prgve var en
blanding (mengdeforholdet ca. 4:1) af Z- og E-isomerer.

Filtratet inddampedes i vakuum, remanensen oplgstes i

stylacetat og oplgsningen overfgrtes til petroleumsater til
et naste udbytte af den i overskriften angivne ester som
et amorft orangefarvet fast stof i en mengde pad 1,344 g (4%),
smp. 86-91°Cc (sgnderdeling), [a]go = -416° (¢ =1,11 CHC13),
Amax (@tanol) 280 nm (g = 11300), og 363 nm (e = 10600), in-
flektion ved 235 nm (e = 23900); PMR i CDCl3 viste at dette
materiale i hovedsagen var Z-isomeren.

De infrargde spektre og kromatografiske karakteristik-
ker af begge disse prgver lignede dem der er beskrevet under

(a) foran.

(B) 3-(2,4-Dinitrostyryl)-(6R,7R)-7-(2~-tienylacetamido)~ceph~
3-em-4-karboxylsyre, E-isomer
En oplgsning af 11,0 g (16,1 mmol) difenylmetyl-(6R,7R)-

3-(2,4-dinitrostyryl)-7-(2-tienylacetamido) -ceph-3-em-4-

karboxylat (Z-isomeren med ca. 20% E-isomer) i en blanding
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af en 44 ml eddikesyre og 11 ml anisol holdtes pa 23°C i 7
minutter, hvorefter oplgsningsmidlerne fjernedes ved 40%/
2 mm Hg.

Der tilsattes 10 ml atylacetat, oplgsningen inddampe-
des i vakuum og remanensen tritureredes med 75 ml @ter, hvor-
ved der fremkom 7.359 (88,6%) af den i overskriften angivne
syre som et orangefarvet fast stof med smp. 103-113°C (spn-
derdeling), [a]go = -224° (c = 1,0 i dioxan), Amax (atanol)
231 nm (e = 24300), 289 nm (¢ = 10300), og 386 nm (e = 18000),
Amax (0,1M-pH 6 fosfatpuffer) 233 nm (e = 22200), 290 nm
(e = 12200), og 391 nm (e = 17400), PMR i DMSO-d6 indbefatter
T 2,37 og 2,72 (CH=CH, to dubletter, J 16 Hz), 4,73 (C(6)~H,
dublet, J 5 Hz), og 5,94 og 6,26 (C(s)-H, AB-kvartet, JAB
18 Hz). Rf 0,42 (system B), og 0,82 (system C).

Eksempel 2

(A) Difenylmetyl-(2'R,6R,7R)~3-iodometyl-7-(2'~t-butoxykar-
bonylamino-2'-fenylacetamido)-ceph-3-em-4-karboxylat

En oplgsning af 43,7 g difenylmetyl-(2'R,6R,7R)-3~
klormetyl~7-(2'-t-butoxykarbonylamino-2'~fenylacetamido)-ceph-
3-em~4-karboxylat i 250 ml acetone behandledes med en oplgs-
ning af 45 g natriumjodid i 250 ml acetone. Blandingen omrgr-
tes i mgrket i 2 timer og udhaldtes derefter i 2 liter tynd
saltlage, hvorefter det hele ekstraheredes med 2 x 500 ml
atylacetat. Ekstrakterne vaskedes med vand og vandig 1l%s
natriumtiosulfatoplgsning og derefter med yderligere mangder

vand, hvorpd der tgrredes og inddampedes til ca. 150 ml i
vakuum.

Denne oplgsning overfgrtes til 2,5 liter kraftigt om-
rgrt petroleumsater, hvorved der vandtes jodmetylforbindelsen
som et amorft flgdefarvet fast stof i en mangde pd 44,4 g
(89%), smp. 110-127°C (sg¢nderdeling), [al2> = -53,5° (c =
1,0 i CHC13), Amax (ztanol) 282 nm (e = 7850).

(B) Difenylmetyl-(2'R,6R,7R)-3-(2,4-dinitrostyryl)-7-(2"-t-
butoxykarbonylamino-2'-fenylacetamido) -ceph-3~-em-4-
karboxylat, Z-isomer (med E-isomer).

En oplgsning af 2,958 g (4 mmol) difenylmetyl-
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(2'R, 6R, 7R) -3-iodometyl-7-(2'-t-butoxykarbonylamino-2"'-
fenylacetamido) -ceph-3-em-4-karboxylat i 50 ml tgrt metylen-
klorid omrgrtes i mgrket ved 23°C, og en oplgsning af 1,574 g
(6 mmol) trifenylfosfin i 25 ml metylenklorid tilsattes dré-
bevis i lgbet af 5 minutter. Oplgsningen omrgrtes i yderligere
1 time og sattes derefter drabevis i lgbet af 15 minutter til
en kraftigt omrgrt blanding af 2,353 g (12 mmol) 2,4-dinitro-
benzaldehyd i 50 ml metylenklorid og 50 ml mattet natriumbi-
karbonat/vand 1l:1. Efter omrgring i yderligere 40 minutter
fraskiltes den organiske fase, vaskedes med 50 ml saltlage,
koncentreredes til ca. 25 ml og rensedes ved kromatografering
pa& 100 g kiselgel med ca. 1 liter metylenklorid efterfulgt

af ca. 1 liter kloroform som elueringsmidler.

Inddampning af kloroformeluatet gav 3,43 g af et skum
som oplgstes i 10 ml benzen, og denne oplgsning rensedes
yderligere ved kromatografering pd 80 g kiselgel med benzen/
atylacetat 10:1 som elueringsmiddel. Fraktioner med Rf ca.

0,5 (system D) forenedes og inddampedes i vakuum og det tilba-
geverende skum (1,74 g, 55%) oplgstes i @tylacetat, hvorefter
oplgsningen overfgrtes til petroleumsszter og gav den i over-
skriften angivne ester som et amorft gult fast stof i en
mengde pa 1,489 g (47%), smp. 112-119°C (sgnderdeling( [a]§3 =
-316° (c = 1,08 i CHC13), Amax (atanol) 282 nm (e = 11200),

og 368 nm (e = 12100), PMR i CDCl3 viste at dette materiale
var en blanding (ca. 85:15) af Z- og E~isomerer. Rf 0,51
(system D), og 0,35 (system F).

() (2'R,6R,7R)~-7-(2'-amino-2'-fenylacetamido)-3-(2,4-dini~
trostyryl) -ceph-3-em~4-karboxylsyrens trifluoreddikesyre-
salt, E-isomer

En oplgsning af 1,30 g (1,64 mmol) af Z-isomeren (med
ca. 15% E-isomer) af difenylmetyl-(2'R,6R,7R)-3-(2,4-dinitro-
styryl)-7-(2't-butoxykarbonylamino-2'-fenylacetamido)-ceph-3-
em-4-karboxylat i en blanding af 10 ml trifluoreddikesyre og

2,5 ml anisol holdtes pa 25°%C i 5 minutter, hvorefter oplgs-

ningsmidlerne fjernedes ved 40°C (2 mm Hg).
Der tilsattes 20 ml atylacetat og oplgsningen inddam-—

pedes i vakuum, hvorefter remanensen behandledes med 20 ml
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eter til frembringelse af 988 mg (95%) af trifluoreddikesyre-
saltet som et gult fast stof med smp. 156-163°C (sgnderdeling),
Amax (@tanol) 280 nm (e = 10000), og 387 nm (¢ = 13100); PMR

i DMSO--d6 indbefatter 1 2,33 og 2,82 (CH=CH, to dubletter,
J 16 Hz), 4,80 (C(G)—H, dublet, J 5 Hz), og 6,07 og 6,37 (C
AB-kvartet, JABlB Hz).

(2) "Hr

Eksempel 3

(A) Difenylmetyl-(6R,7R)-3-(4-nitrostyryl)-7-(2-tienylacet-
amido) -ceph-3-em—-4-karboxylat, Z- og E-isomer

(a) En oplgsning af 1,2 g (16 mmol) 4-nitrobenzaldehyd i
100 ml metylenklorid omrgrtes i mgrke ved 23°C med 100 ml met-
tet natriumbikarbonat/vand l:1 og portionsvis tilsattes i 1lg-
bet af 20 minutter 1,786 g (2 mmol) (6R,7R)~[4~difenylmetoxy~-
karbonyl=7-(2~tienylacetamido) ~ceph-3-em—-4-ylmetyl]-trifenyl-
fosfoniumiodid.

Efter omrgring i yderligere 40 minutter fraskiltes det
organiske lag, det vaskedes med 100 ml saltlage og tgrredes
og koncentreredes til ca. 20 ml, hvorefter det rensedes ved
kromatografering p& 120 g kiselgel med 1 liter metylenklorid
efterfulgt af 1 liter kloroform som elueringsmidler. Inddamp-
ning af kloroformeluatet gav 1,46 g af et skum som oplgstes
i 10 ml benzen, og denne oplgsning rensedes yderligere ved
kromatografering pd& 30 g kiselgel med benzen/ztylacetat 10:1
som elueringsmiddel.

Fraktioner med Rf ca. 0,5 (system D) forenedes og ind-
dampedes i vakuum til et olieagtigt fast stof i en mengde
pd 900 mg (70,6%). Dette faste stof behandledes med 50 ml
metanol og gav E-isomeren som 175 mg (13,7%) gule nale med
smp. 239-242°% (spnderdeling), [u]é3 = -177° (c = 0,94, CHClB),
Amax (#tanol) 368 nm (e = 27300), inflektioner ved 295 nm
(e = 8300), og 235 nm (e = 20300), Re 0,52 (system D), 0,70
(system E), og 0,60 (system F).

Moderluden inddampedes i vakuum og remanensen oplg-
stes 1 @tylacetat, hvorefter oplgsningen overfgrtes til pe-
troleumsater og gav Z-isomeren som 480 mg (37,6%) af et lyse-
gult amorft fast stof med smp. 85-91°C (s¢nderdeling), [a]§3 =
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-435° (c = 0,81 i CHC1l;), Amax (=tanol) 344 mm (e = 13500),
og 283 nm (e = 10800), inflektion ved 235 nm (e = 18600) .
Re 0,52 (system D), 0,70 (system E), og 0,60 (system F).

(b) En oplgsning af 3,0 g (20 mmol) af 4-nitrobenzaldehyd
i 100 ml tgrt metylenklorid omrgrtes ved 23% og der tilsat-
tes portionsvis i lgbet af 1 time 3,83 g (5 mmol) difenylme-
tyl—(GR,?R)—3—trifenylfosforanylidenmetyl—7—(2-tienylacet—
amido) -ceph-3-em-4-karboxylat. Efter omrgring i yderligere
1 time koncentreredes oplgsningen til ca. 25 ml og rensedes
ved kromatografering p& 100 g kiselgel med kloroform som
elueringsmiddel.
Eluatet inddampedes i vakuum, remanensen oplgstes i
100 ml =tylacetat, oplgsningen vaskedes med 2 x 100 ml mat-
tet natriumbikarbonat, 2 x 100 ml vand og 100 ml saltlage og
tgrredes, hvorefter det inddampedes til 7,91 g af et olieag-
tigt fast stof. Det faste stof oplgstes i 80 ml benzen og
oplgsningen rensedes yderligere ved kromatografering pa
160 g kiselgel med benzen/atylacetat 10:1 som elueringsmiddel.
Forening af fraktionerne med Re ca. 0,5 (system D)
gav 2,05 g (64%) af et skum som oplgstes i =tylacetat, og
oplgsningen overfgrtes til petroleumsater og gav den i over-
skriften angivne ester som et gult amorft fast stof i en meng-
de p& 1,64 g (51,5%) med smp. 90-95°C (sgnderdeling), [a]2? =
-425° (¢ = 0,69 i CHC13), Amax {@tanol) 361 nm (e = 18700),
inflektioner ved 283 nm (¢ = 18900), og 235 nm (¢ = 18700);
PMR i CDCl3 viste at dette materiale var en blanding (mangde-
forholdet ca. 3:1) af %- og E-isomeren med signaler ved T
3,40 (CH=CH), og 6,68 og 7,01 (C(z)—H) for Z-isomeren, og ved
T 2,48 og 3,35 (CH=CH), og 6,29 og 6,50 (C(z)-H) for E-isomeren.

(B) 3-(4-Nitrostyryl)-(6R,7R)-7~(2-tienylacetamido)-ceph-3-

em~-4-karboxylsyre, E-isomer

303 mg (0,475 mmol) af E-isomeren af difenylmetyl-
(6R,7R)—3—(4-nitrostyryl)—7—(2—tienylacetamido)-ceph-3-em—4—
karboxylat behandledes med 1,2 ml trifluoreddikesyre og 0,3 ml

anisol, og efter 5 minutter inddampedes reagenserne ved
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4OOC/2 mm Hg. Remanensen oplgstes i 100 ml =tylacetat, opldgs-
ningen ekstraheredes med 300 ml og 2 % 50 ml vandig natrium-
karbonatoplgsning, hvorefter ekstrakten dakkedes med 200 ml
etylacetat og syrnedes til pH 2 med 2N saltsyre. Den organi-
ske fase fraskiltes, vaskedes med 50 ml vand og 50 ml salt-
lage, tgrredes og inddampedes til 145 mg (65%) af et fast
stof,

Triturering af dette faste stof med 20 ml =ter gav
syren som gule plader i en mangde pa& 95 mg (42%) og smp.
173-1910C (spnderdeling), [a]g3 = —42O
Amax (0,1M-pH 6 fosfatpuffer) 233 nm (¢ = 16200) og 375 nm
(e = 21600), inflektion ved 300 nm (e = 10100); Amax (atanol)
232 nm (e = 16100) og 372,5 nm{e = 22600), inflektion ved 291 nm
(e = 8200); PMR i DMSO—d6 indbefatter 1t 2,32 og 2,84 (CH=CH),
to dubletter, J 16 Hz), 4,76 (C -H, dublet J 5 Hz), og
5,88 og 6,26 (C(Z) 18 Hz). Rf 0,55 (system
B), og 0,81 (system C).

(c = 0,75 acetone),

(6)

-H, AB-kvartet, JAB

(C) (6R,7R)=3-(4-Nitrostyryl)-7-(2-tienylacetamido)-ceph~3-

em-4-karboxylsyre, Z-isomer (med E—-isomer)

En oplgsning af 1,27 g (1,99 mmol) af Z-isomeren af
difenylmetyl-(6R,7R)-3-(4-nitrostyryl)-7-(2-tienylacetamido)-
ceph-3-em—-4-karboxylat i en blanding af 5 ml trifluoreddike-
syre og 1,3 ml anisol holdtes pé ca. 23°%¢ i 5 minutter, hvor-
efter oplgsningsmidlerne fjernedes ved 40°%/2 mm Hg og rema-
nensen fordeltes mellem 100 ml &tylacetat og 100 ml mattet
natriumbikarbonat/vand 1:1. Den vandige fase fraskiltes, syr-
nedes til pH 2 med 2N saltsyre, ekstraheredes med 150 ml =tyl-
acetat, hvorefter ekstrakten vaskedes med 100 ml vand og
100 ml saltlage, tg¢rredes og inddampedes i1 vakuum. Det til-
bagevarende skum, 875 mg (93%) oplgstes i atylacetat og op-
lgsningen overfgrtes til petroleumsater, hvorved syren vand-
tes som et lysegult amorft fast stof i1 en mzngde pd 715 mg
(76%) med smp. 95-110°C (sgnderdeling), [a]g3 = -307° (¢ =
1,15 i dioxan), Amax (@tanol) 232,5 nm (¢ = 16700), 288 nm
(e = 11100), og 371 nm (e = 17600), Amax (0,1M-pH 6 fosfat-
puffer) 231,5 nm (e = 18300), 284,5 nm (e = 13100), og 355 nm
(e = 12400); PMR i DMSO—d6 viste at dette materiale var en
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blanding (mengdeforhold 1:1) af Z- og E-siomerer, med signaler
ved T 3,26 (CH=CH, singlet), 4,76 (C(6)-H, dublet, J 5 Hz),

og 6,37 og 6,80 (C(Z)—H, AB-kvartet, JAB 18 Hz) for Z-isome-
ren, og ved 2,32 og 2,84 (CH=CH), og 5,88 og 6,26 (C(z)—H) for
E-isomeren. Rf 0,55 (system B), og 0,8l (system Cc).

Eksempel 4

(A) Difenylmetyl-(2'R,6R,7R)-3=-(4-nitrostyryl)-7-(2'-t-butoxy-
karbonylamino—Z'—fenylacetamido)—ceph-3—em—4—karboxylat,
Z-isomeren (med E-isomer)

En oplgsning af 1,479 g (2 mmol) difenylmetyl-(2'R,
6R, 7R) -3-iodmetyl-7-(2'~t-butoxykarbonylamino-2'-fenylacet-

amido) -ceph-3-em-4-karboxylat i 20 ml t¢rt metylenklorid om-
rgrtes i mgrke ved 23° og der tilsattes drabevis i lgbet af
5 minutter en oplgsning af 787 mg (3 mmol) trifenylfosfin
i 10 ml metylenklorid. Oplgsningen omrgrtes i yderligere 90
minutter og sattes drdbevis til en kraftigt omrgrt blanding
af 1,2 g (8 mmol) 4-nitrobenzaldehyd i 50 ml metylenklorid og
50 ml mattet natriumbikarbonat/vand 1l:1. Efter omrgring i
yderligere 40 minutter fraskiltes den organiske fase, den va-
skedes med 50 ml saltlage, tgrredes og inddampedes til 3,33 g
af et olieagtigt fast stof.

En oplgsning af dette faste stof i 10 ml metylenklo-
rid rensedes ved kromatografering pd 100 g kiselgel med
ca. 1 liter metylenklorid efterfulgt af ca. 1,5 liter kloro-
form som elueringsmidler. Inddampning af kloroformeluatet
gav 1,65 g af et skum som oplgstes i 10 ml benzen og denne
oplgsning rensedes yderligere ved kromatografering pa 32 g
kiselgel med benzen/ztylacetat 10:1 som elueringsmiddel.

Forening af fraktioner med Rf ca. 0,5 (system D) gav
669 mg (45%) af et skum som oplgstes i atylacetat, og oplgs-
ningen overfgrtes til petroleumszter, hvorved der vandtes
esteren som 570 mg (38%) af et lysegult amorft fast stof med
smp. 111-118°C (sgnderdeling), [a]123 = -320° (c = 0,92 i
CHCl3), Amax (@tanol) 285 nm (e = 9000), og 359 nm (e = 18600);
PMR i CDCl3 viste at dette produkt var en blanding (ca. 7:3)
af Z- og E-isomererne. Rf 0,52 (system D) og 0,40 (system F).
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(B) 3-(4~Nitrostyryl)-(2'R,6R,7R)=-7-(2'-amino-2"'~fenylacet-
amido)-ceph-3-em-4-karboxylsyre,trifluoreddikesyresalt

(E-isomer)

En oplgsning af 500 mg (0,67 mmol) difenylmetyl-(2'R,
6R,7R)-3=(4-nitrostyryl)-7-(2'-t-butoxykarbonylamino-2'-fe-
nylacetamido) ~ceph—-3-em-4~karboxylat (forhold Z/E 7:3) i en
blanding af 4 ml trifluoreddikesyre og 1 ml anisol holdtes
p& 23°c i 5 minutter, hvorefter oplgsningsmidlerne fjernedes
ved 40°C (2 mm Hg) og remanensen tritureredes med 20 ml &ter;
herved fremkom trifluoreddikesyresaltet som et gult fast stof
i en mengde pa 350 mg (88%), smp. 153-156°C (spnderdeling),
[a]é3 = -212° (c = 0,9 i dioxan), Amax (&tanol) 290 nm (e
9450), og 372,5 nm (e = 18400); PMR i DMSO—d6 indbefatter
2,48 og 2,90 (CH=CH, to dubletter, J 16 Hz), 4,83 (C(G)—H,
dublet, J 5 Hz), og 6,02 og 6,40 (C -H, AB-kvartet, J

—

(2) AB 18 Hz).

Eksempel 5

(A) Difenylmetyl-(6R,7R)-3~(4-cyanostyryl)-7-(2-tienylacet-
amido) -ceph-3-em-4-karboxylat, Z- og E-isomer

En oplgsning af 6,56 g (50 mmol) 4-cyanobenzaldehyd
i 250 ml tgrt metylenklorid omrgrtes ved 23°C, og der tilsat~
tes i lgbet af 2 timer portionsvis 3,825 g (5 mmol) difenyl-
metyl-(6R,7R)-3-(trifenylfosforanylidenmetyl)-7-(2-tienyl-
acetamido) -ceph-3-em—-4~karboxylat. Oplgsningen omrgrtes i
yderligere 16 timer, koncentreredes til ca. 25 ml og rensedes
ved kromatografering pad 120 g kiselgel med ca. 2 liter mety-
lenklorid efterfulgt af ca. 2 liter kloroform som eluerings-
midler.

Inddampning af kloroformeluatet gav 4,15 g af et skum
som oplgstes i 20 ml benzen, og denne oplgsning rensedes yder-
ligere ved kromatografering pd 90 g kiselgel med benzen/atyl-
acetat 10:1 som elueringsmiddel. Fraktioner med Rf ca. 0,45
(system D) forenedes og inddampedes i vakuum til 2,016 g
(65%) af et lysegult fast stof. Dette faste stof behandledes
med 50 ml varm metanol, suspensionen afkgledes til ca. 23%
og de faste stoffer frafiltreredes og tgrredes i vakuum til

frembringelse af E-isomeren som farvelgse ndle i en mengde
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p& 615 mg (20%), smp. 235-237°C (sgnderdeling), (123 =
-194° (c = 0,83 i CHCL)), imax (=tanol) 346,5 nm (¢ = 33100),
inflektioner ved 257 nm (e = 11200) og 235 nm (e = 19200).
Re 0,46 (system D) og 0,58 (system F).

Moderluden inddampedes i vakuum, remanensen oplgstes
i atylacetat og oplgsningen overfgrtes til petroleumsater,
hvorved man vandt Z-isomeren som et amorft farvelgst fast
‘stof i en mangde p& 1,15 g (38%), med smp. 91-97°C (sgnder-
deling), [a]lz)3 = —47,2O (¢ =0,911 CHC13), Amax (=tanol)
326 nm (¢ = 14800), og 258 nm (e = 12900), inflektion ved
235 nm (e = 19100). Rf 0,46 (system D) og 0,58 (system F).

(B) (6R,7R)—3—(4—Cyanostyryl)-7—(2—tienylacetamido)—ceph-3-
em—-4-karboxylsyre, E-isomer
En oplgsning af 534 mg (0,864 mmol) af E-isomeren af
difenylmetyl-(6R,7R)-3—(4-cyanostyryl)-7—(2—tienylacetamido)—
ceph-3-em-4-karboxylat i 2 ml trifluoreddikesyre og 0,5 ml
anisol holdtes pa ca. 23°C i 5 minutter, oplgsningsmidlerne
afdampedes ved 40°C/2 mm Hg, der tilsattes 10 ml atylacetat

og den resulterende suspension inddampedes i wvakuum.

Remanensen tritureredes med 25 ml ®ter hvorved der
fremkom syren som gule ndle i en mangde pd 368 mg (94%),
smp. 118-129°C (sgnderdeling), [al2> = -38° (c = 1,05 i
acetone), Amax (@tanol) 234,5 nm (e = 16800), og 347 nm (e =
29300), inflektion ved 256 nm (e = 10100); PMR i DMSO-d6
indbefatter T 2,38 og 2,86 (CH=CH, to dubletter, J 16 Hz),
og 5,90 og 6,28 (C(z)—H, AB-kvartet, JAB 18 Hz). Rf 0,41
(system B), og 0,86 (system C).

(c) (6R,7R)—3—(4-Cyanostyryl)-7—(2—tienylacetamido)—ceph-3-
em-4-karboxylsyre, Z-isomer
En oplgsning af 1,0 g (1,62 mmol) af Z-isomeren af
difenylmetyl-(6R,7R)—3—(4-cyanostyryl)—7-(2—tienylacetamido)-
ceph-3~-em-4-karboxylat i en blanding af 4 ml trifluoreddike-
syre og 1 ml anisol holdtes pé& ca. 23°C i 2 minutter, og op-
lgsningsmidlerne fjernedes ved 40°C/2 mm Hg. Remanensen for-
deltes mellem 50 ml @tylacetat og 50 ml mettet natriumbikar-
bonat/vand 1:1; den vandige fase fraskiltes, syrnedes (til
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pH 2) med 2N saltsyre og ekstraheredes med 100 ml + 25 ml
etylacetat. Ekstrakten vaskedes med 50 ml vand og 50 ml
saltlage, tgrredes og inddampedes i vakuum.

Det tilbagevarende skum i en mangde pd 763 mg, oplg-
stes i atylacetat og oplgsningen overfgrtes til petroleums-
eter, hvorved der fremkom syren som 594 mg (81%) af et
lysegult amorft fast stof med smp. 80-102°% (sgnderdeling),
(a123 = -354° (¢ = 1,18 i dioxan), Amax (0,1M-pH 6 fosfat~
puffer) 233 nm (e = 18800), og 320 nm (e = 14100), inflek-
tion ved 255 nm (& = 14000), Xmax (ztanol) 234 nm (e =
17900), og 322,5 (e = 14400), inflektionived 260 nm (e =
10400), PMR i DMSO-d6 indbefatter 1 3,32 (CH=CH, singlet),
4,76 (C(G)_H' dublet, J 5 Hz), og 6,40 og 6,82 (C(z)—H, AB~
kvartet, JAB 18 Hz). Rf 0,41 (system B), og 0,86 (system C).

Eksempel 6

(A) Difenylmetyl-(6R,7R)-7-amino-3-(2,4-dinitrostyryl)-ceph-3-
em-4-karboxylat, Z-isomer (med E-isomer)

En oplgsning af 0,58 ml (7,2 mmol) pyridin i 5 ml te¢rt
metylenklorid sattes i lgbet af 5 minutter til en under om-
r¢ring verende oplgsning af 1,5 g (7,2 mmol) fosforpentaklo-
rid i 20 ml t@¢rt metylenklorid. Efter omrgring i yderligere
5 minutter afkgledes den varme suspension og der tilsattes
drdbevis i lgbet af 10 minutter en oplgsning af 2,5 g (3,66
mmol) af Z-isomeren (med ca. 20% E-isomer) af difenylmetyl-
(6R,7R)~3-(2,4-dinitrostyryl)-7-(2~tienylacetamido)-ceph-3-
em~4~karboxylat i 25 ml metylenklorid, idet temperaturen
holdtes pd ca. 0°C.

Omrgringen fortsattes i yderligere 2 timer i lgbet
af hvilken periode man lod temperaturen stige til ca. 23°C,
hvorefter oplgsningen udhaldtes i en afkglet (ca. 10°c) blan-
ding af 15 ml metanol og 20 ml metylenklorid; den resulte-
rende oplgsning omrgrtes i 15 minutter, vaskedes med 50 ml
N saltsyre og omrgrtes i 30 minutter med 100 ml mzttet na-
triumbikarbonat. Den organiske fase fraskiltes, vaskedes med
50 ml mettet natriumbikarbonat og 50 ml saltlage, tgrredes

og inddampedes i wvakuum.
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Den tilbagevarende olie oplgstes i kloroform og op-
lgsningen overfgrtes til petroleumsater, hvorved aminen
fremkom som et orangefarvet fast stof i en m@ngde pad 1,332 g
(65,3%), smp. 117-127°C (s¢nderdeling), [a]go = -356° (c =
1,11 1 CHCl3), Amax (CHCl3) 286,5 (¢ = 10800), og 375 nm
(¢ = 12000); PMR i DMSO--d6 viste at dette materiale var en
blanding (m@zngdeforhold 3:1) af Z- og E-isomerer, Rf 0,43
(system E), M 5,2 cm.

(B) Difenyl-(6R,7R)-3—(2,4—dinitrostyryl)—7—(l—naftoylamino)—
ceph-3-em—-4-karboxylat, Z-isomer (med E-isomer)

En oplgsning af 1,117 g (2 mmol) af Z-isomeren (med
ca. 25% E-isomer) af difenylmetyl-(6R,7R)-7-amino-3-(2,4~
dinitrostyryl)-ceph-3-em-4-karboxylat i 20 ml tg¢rt N,N-
dimetylformamid omrgrtes ved 23°C og behandledes i lgbet af
10 minutter med en oplgsning af 420 mg (2,2 mmol) l-naftoyl-
klorid i 10 ml tgrt acetonitril. Efter omrgring i yderligere
1 time fjernedes oplgsningsmidlerne ved 40°C/2 mm Hg, remanen-
sen oplgstes i 100 ml atylacetat, oplgsningen vaskedes med
2 x 50 ml mettet natriumbikarbonat, 50 ml vand og 50 ml salt-

lage, tgrredes og inddampedes til et skum (1,565 g). Dette
materiale oplgstes i 10 ml benzen og oplgsningen rensendes
ved kromatografering p& 32 g kiselgel med benzen/etylacetat
10:1 som elueringsmiddel. Fraktionerne Rf ca. 0,6 og 0,5
(system D) forenedes og inddampedes i vakuum, det tilbage-
verende faste stof, der androg 900 mg (63%) tritureredes med
25 ml @ter og gav esteren som orangefarvede prismer i en
mengde p& 7,25 mg (51%), smp. 124-148°C (sgnderdeling),

[a]23 = -331° (c = 1,12, CHCl3) Amax (ztanol) 281,5 nm (e =

D
16600), og 373 nm (e = 15000); PMR i CDCl3 viste at dette
materiale var en blanding (ca. 7:3) af Z- og E-isomererne.
Rf 0,58 og 0,51 (henholdsvis Z- og E-isomererne (system D),

og Re 0,51 (system F).

(C) (6R,7R)-3-(2,4—Dinitrostyryl)-7-(l—naftoylamino)-ceph-
3-em-4~karboxylsyre, E-isomer
En oplgsning af 600 mg (0,84 mmol) af Z-isomeren (med
ca. 25% E-isomer) af difenylmetyl-(6R,7R)-3-(2,4~dinitrosty-
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ryl)-7-(l-naftoylamino) -ceph-3-em-4-karboxylat i en blanding
af 2,4 ml trifluoreddikesyre og 0,6 ml anisol holdtes pé&

23°C i 5 minutter og oplgsningsmidlerne fjernedes ved 40°C/

2 mm Hg. Der tilsattes 20 ml atylacetat, den resulterende
oplgsning inddampedes i vakuum og remanensen tritureredes

med 20 ml ater, hvorved der fremkom syren som et mgrk orange-
farvet fast stof i en mezngde p& 325 m§ (70,5%), smp. 136-
145°C (s¢nderdeling), [a12? = -312° ( ¢ = 0,49 i acetone),

A max (etanol) 282 nm (e = 15700), og 390 nm (e = 14200);

PMR i DMSO—d6 indbefatter 2,72 (CH=CH, dublet, J 16 Hz),

4,58 (C(G)_H' dublet, J 5 Hz), og 5,91 og 6,21 (C(z)—H; AB-
kvartet, JAB 18 Hz). Rf 0,55 (system B), og 0,78 (system C).
Eksempel 7

(A) Difenylmetyl-(6R,7R)-3-(2,4-dinitrostyryl)~7-[(Z)~-2~
hydroxyimino-2-fenylacetamido]-ceph-3-em-4-karboxylat,

Z-isomeren (med E-isomer)

En oplgsning af 1,117 g (2 mmol) af Z-isomeren (ca.
25% E-isomer) af difenylmetyl-(6R,7R)-7-amino-3-(2,4-dinitro-
styryl) -ceph-3-em-4-karboxylat, fremstillet som i eksempel
6 (A), og 0,57 ml propylenoxyd i 10 ml tgrt atylacetat omrgr-
tes ved 23°C og behandledes i lgbet af 10 minutter med en
M-oplgsning af (Z)-2-dikloracetoxyiminofenylacetylklorid i
etylacetat (2 x 4 ml , ca. 1,2 zkvivalent). Efter omrgring i
yderligere 45 minutter vaskedes oplgsningen med 20 ml 2N
saltsyre og 20 ml mettet natriumbikarbonat, tgrredes og ind-
dampedes til 1,892 g af et skum. Dette materiale oplgstes i
5 ml benzen og oplgsningen rensedes ved kromatografering p&
60 g kiselgel med benzen/atylacetat 10:1 som elueringsmiddel.
Fraktioner med Rf ca. 0,4 (system D) forenedes og inddampedes
i vakuum, hvorefter det tilbagevarende skum (999 mg, 70,7%)
oplgstes i atylacetat og opl@sningen overfgrtes til petrole-
umsater; herved fremkom esteren som et amorft orangefarvet
fast stof i en mangde pd 886 mg (67%) med smp. 114-122°C
(sgnderdeling), [a]éo = -343° (¢ = 0,96, CHC13), Amax (ata-
nol) 372 nm (e = 13200), inflektion ved 240 nm (¢ = 23600);
PMR i CDCl3 viste at dette materiale var en blanding (mengde-
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forhold ca. 4:1) af Z- og E-isomerer. Rf 0,36 (system D),
og 0,12 (system F).

(B) (6R,7R)~-3-(2,4-Dinitrostyryl)-7-[(2)-2-hydroxyimino-2-
fenylacetamido]—ceph—3—em—4—karboxylsyre, E-isomer
715 mg (1,01 mmol) af den under (A) beskrevne ester
i 2,88 ml trifluoreddikesyre og 0,72 ml anisol holdtes pa
'23°C i 4 minutter og oplgsningsmidlerne fjernedes ved 40°C/
2 mm Hg. Remanensen oplgstes i 20 ml atylacetat, oplgsningen
vaskedes med 15 ml 2N saltsyre, 15 ml vand og 20 ml saltlage,
tgrredes og inddampedes i vakuum. Triturering af remanensen

med 50 ml ater gav syren som et mgrkt orangefarvet fast stof
i en mangde pd 242 mg (44,5%) med smp. 165-173°C (s¢nderde-
ling), [a]%o = -236,5° (¢ = 0,9 i dioxan), Amax (&tanol)

244 nm (e = 24700), og 389 nm (e = 14100); PMR i DMSO—d6
indbefatter t 2,72 (CH=CH, dublet, J 16 Hz), 4,64 (C(G)-H’
dublet, J 5 Hz), og 5,96 6,25 (C(z)-H, AB~-kvartet, JAB 18 Hz) .
Rf 0,54 (system B), og 0,78 (system C). Denne prgve indeholdt
en ringe mengde af en sur urenhed, der lgb som en rg¢d plet,

R.

£ Ca. 0,10 (system C).

Eksempel 8

(a) Difenylmetyl-(1S,6R,7R)-3-(2,4~dinitrostyryl)-7-(2-tie-
nylacetamido) -ceph-3-em-4-karboxylat-1l-~oxyd, Z-isomer
{med E-isomer)
En oplgsning af 610 mg (ca. 3 mmol) meta-klorperbenzoe-

syre i 25 ml tgrt metylenklorid sattes i lgbet af 5 minutter
til en under omrgring verende oplgsning af 1,365 g (2 mmol)

af Z-isomeren (med ca. 15% E-isomer) af difenylmetyl-(6R,7R)-
3-(2,4-dinitrostyryl)-7- (2-tienylacetamido)-ceph-3-em-4-
karboxylat, fremstillet som beskrevet i eksempel 1 (&) (b),

i 25 ml metylendiklorid. Efter omrgring i yderligere 15 minut-
ter vaskedes oplgsningen med 2 x 25 ml mettet natriumbikarbo-
nat, 2 x 25 ml vand og 25 ml saltlage og behandledes med noget
trazkul. Suspensionen filtreredes gennem kiselgur og filtratet
tgrredes og oplgsningsmidlet afdampedes i vakuum. Det tilbage-
varende faste stof, 1,42 g, tritureredes med 25 ml zter og

gav 1,25 g (89,5%) af det i overskriften angivne oxyd som
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gule prismer med smp. 125—1320C (sgnderdeling), [a]go =
-428° (c = 1,23 i CHCl;), Amax (atanol) 276 nm (e = 11700)
og 360 nm (€ = 12700), inflektion ved 235 nm (e = 24000);
PMR i DMSO-d6 viste at dette materiale var en blanding (for-
holdet ca. 85:15) af Z-isomerer og E-isomerer. Rf 0,44 (sy-
stem E).

(B) (1S,6R,7R)=-3-(2,4-Dinitrostyryl)-7-(2~tienylacetamido) -
ceph—-3—-em—-4-karboxylsyre-l-oxyd, E-isomer

En oplgsning af 1,0 g (1,43 mmol) af Z-isomeren (med
ca. 15% E-isomer) af difenylmetyl-(1S,6R,7R)-3-(2,4-dinitro-
styryl)-7-(2-tienylacetamido)-ceph-3-em-4-karboxylat-l-oxyd
i en blanding af 4 ml trifluoreddikesyre og 1 ml aniscl hold-
tes pad 23°% i 5 minutter, og oplgsningsmidlerne fjernedes
ved 4OOC/2 mm Hg. Der tilsattes 20 ml atylacetat, den resul-
terende suspension inddampedes til tgrhed i vakuum og remanen-
sen tritureredes med 25 ml &ter, hvorved syren fremkom som
690 mg (90,5%) af et gult fast stof med smp. 144-150°C (sgnder-
deling), [a]é2 = -300°
230 nm (e = 24200), 285 nm (e = 9700), og 376 nm (e = 19900)3
PMR i DMSO-d6 indbefatter T 2,22 og 2,73 (CH=CH, to dubletter,
J 16 Hz), 4,94 (C(s)—H, dublet, J 5 Hz), og 5,56 og 6,33
(C(Z)_HZ' AB-kvartet, JaB 18 Hz). Re 0,46 (system B) og
0,65 (system C).

{c = 0,94 i acetone), Amax (atanol)

Eksempel 9

(A) Difenylmetyl-(6R,7R)~-3-(2,4-dinitrostyryl)-7-formamidoceph-

3-em-4-karboxyvlat, Z-igomer (med E-isomer)

(a) En oplgsning af 975 mg (2 mmol) difenylmetyl-(6R,7R)-
3-brommetyl-7-formamidoceph-3-em-4-karboxylat og 800 mg (3
mmol) trifenylfosfin i 30 ml metylendiklorid omrgrtes i mgr-
ke ved 23°C i 3 timer og sattes derefter i lgbet af 10 minut-
ter til en kraftigt omrgrt oplgsning af 1,177 g (6 mmol) 2,4-
dinitrobenzaldehyd i en blanding af 50 ml metylendiklorid og
50 ml mettet natriumbikarbonat/vand 1l:1. Efter omrgring i
yderligere 30 minutter fraskiltes den organiske fase, vaskedes
med 50 ml saltlage, koncentreredes til ca. 25 ml og rensedes
ved kromatografering pd 80 g kiselgel med ca. 1 liter metylen-
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diklorid efterfulgt af ca. 1 liter metylendiklorid/acetone
1:1 som elueringsmidler. Inddampning af den sidstnazvnte del
af eluatet gav 1,32 g af et skum som oplgstes i 5 ml benzen
og denne oplgsning rensedes yderligere ved kromatografering
p& 30 g kiselgel med benzen/atylacetat 5:1 som elueringsmid-
del. Fraktioner med Rf ca. 0,4 (system E) forenedes og ind-
dampedes til tgrhed i vakuum, og det tilbagevarende skum,
640 mg (54,5%) tritureredes med 20 ml ater, hvorved man
vandt den i overskriften angivne ester som et orangefarvet,
granulart fast stof i en m@ngde pad 485 mg (41%) med smp.
118-124°C (spnderdeling), [al2? = -350° (c = 0,8 1 CHCL,),
Amax (ztanol) 279 mm (e = 11700), og 365 nm (¢ = 12700)
[e-vaerdierne for 029H22N4088 (586,6), 1/2 EtZO]; PMR i CDCl3
viste at dette materiale var en blanding (forhold ca. 9:1)

af Z- og E-isomerer. R, 0,40 (system E).

(b) En suspension af 503 mg (1 mmol) difenylmetyl-
(lS,6R,7R)—3-brommetyl-7-formamidoceph—3—em—4—karboxylat i

25 ml tgrt metylendiklorid omrgrtes i mgrket ved 230C, og

en oplgsning af 525 mg (2 mmol) trifenyldifosfin i 5 ml mety-
lendiklorid tilsattes. Efter omrgring i 4 timer sattes oplgs-—
ningen i lgbet af 5 minutter til kraftigt omrgrt oplgsning

af 589 mg (3 mmol) 2,4-dinitrobenzaldehyd i en blanding af

50 ml metylendiklorid og 50 ml mettet natriumbikarbonat/vand
(forholdet 1:1). Blandingen omrgrtes i yderligere 30 minut-
ter, og den organiske fase fraskiltes, vaskedes med 50 ml
saltlage, koncentreredes til ca. 50 ml og rensedes ved kroma-
tografering p& 40 g kiselgel, med metylendiklorid (ca. 1:1),
efterfulgt af metylendiklorid/acetone 1:1 (ca. 500 ml) som
elueringsmidler. Inddampning af den sidste del af eluatet

gav 880 mg af et skum som oplgstes i 5 ml metylendiklorid,

og denne oplgsning rensedes yderligere ved kromatografering
pa 35 g kiselgel med metylendiklorid/acetone 8:1 som eluerings-
middel. Fraktioner med Rf ca. 0,4 (tyndlagskromatografi pa
"Merck" kiselgel F254-plader, fremkaldt med metylendiklorid/
acetone 4:1 forenedes og inddampedes til tgrhed i vakuum.

Det tilbagevarende faste stof, der androg 720 mg, triturere-
des med 30 ml ®ter og gav 445 mg (74%) difenylmetyl-(1S,6R,7R)~
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3-(2,4-dinitrostyryl)-7-formamidoceph-3~em-4~karboxylat-1-
oxyd som et gult fast stof med smp. 115-125°¢ (sgnderdeling),
(0122 = -383° (c = 0,82 i CHCl,), Amax (ztanol), 264,5 nm

(¢ = 10400), 271,5 nm (e = 10200), og 363 nm (e = 13100);
PMR i DMSO--d6 viste at dette materiale var en blanding

(ca. 4:1) af Z- og E-isomerer.

En oplgsning af 302 mg (0,5 mmol) af oxydet i 20 ml
tgrt metylenklorid omrgrtes ved -20° og behandledes i lgbet
af 5 minutter med en oplgsning af 0,12 ml (ca. 2,5 &kvivalen-
ter) fosfortribromid i 5 ml metylendiklorid. Oplgsningen
omrprtes i yderligere en time ved -10 til -15°% og sattes
derefter 1 lgbet af 5 minutter til 25 ml afkglet (OOC) mettet
natriumbikarbonat. Blandingen omrgrtes i yderligere 30 minut-
ter, i1 lgbet af hvilken periode man tillod temperaturen at
stige til ca. 230C, og den organiske fase fraskiltes, vaske-
des med mettet natriumbikarbonat, vand og saltlage (25 ml af
hver), hvorefter der behandledes med trakul, filtreredes
gennem kiselgur og tg¢grredes og inddampedes til 240 mg af et
fast stof. En oplgsning af dette faste stof i =tylacetat over-
fgortes til petroleumsater og gav den i overskriften angivne
ester som et gult amorft fast stof i en mengde pd 200 mg
(68%), smp. 90-100°C (sgnderdeling), [«]2% = -278° (c = 0,95
i CHCl1l,), Amax (atanol), 285 nm (e 9800), og 372 nm (g =

3

14500); PMR i CDCl3 viste at dette materiale var en blanding

(ca. 2:1) af Z- og E-isomerer. Det infrargde spektrum og de

Il

kromatografiske karakteristika af denne prgve lignede dem

der er beskrevet under (a) foran.

(B) (6R,7R)=3-(2,4-Dinitrostyryl)-7-formamidoceph-3-em~4-

karboxylsyre, E-isomer

En oplgsning af 1,5 g (2,56 mmol) difenylmetyl-(6R,7R)~-
3-(2,4~dinitrostyryl)-7-formamidoceph-3-em-4-karboxylat,
Z-isomer (med ca. 15% E-isomer) i en blanding af 6 ml trifluor-
eddikesyre og 1 ml anisol holdtes pa 23°c i 5 minutter og op-
lgsningsmidlerne fjernedes ved 4OOC/2 mm Hg. Der tilsattes
10 ml atylacetat, den resulterende suspension inddampedes
til tprhed i vakuum, remanensen oplgstes i 50 ml acetone og

der tilsattes ca. 1 g trakul. Blandingen omrgrtes i 10 minut-
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ter og filtreredes gennem kiselgur, hvorefter filtratet
tgrredes og inddampedes til tgrhed i vakuum. Remanensen
tritureredes med 50 ml ®ter og gav syren som orangefarvede
prismer i en mengde pd 854 mg (79,5%), smp. 163-169°C (sgn-
derdeling) , [a]§4 = -95° (¢ = 1,14 i acetone), Amax (ztanol)
290 nm (e = 10400), og 384 nm (e = 18500), Amax (0,1M-pH 6
fosfatpuffer) 290,5 nm (e = 12300), og 388 nm (e = 18800);
'PMR i DMSO-d. indbefatter T 2,38 og 2,72 (CH=CH, to dubletter,
J 16 Hz), 4,72 (C(G) -H, dublet, J 5 Hz), og 5,92 og 6,26

2, AB-kvartet, JAB 18 Hz). R 0,31 (system B) og 0,36

(€2~
(system C).

Eksempel 10

Difenylmetyl-(6R,7R)-3-(2,4-dinitrostyryl)-7-(2-tienylacet~
amido)-ceph-3-em-4-karboxylat, Z-isomer (med E-isomer)

En suspension af 391 mg (0,66 mol) af Z-isomeren (med
ca. 15% E-isomer) af difenylmetyl-(6R,7R)-3-(2,4-dinitrosty-
ryl)—7-formamidoceph-3—em—4-karboxylat i 10 ml metanol omrgr-
tes ved OOC og der tilsattes i lgbet af 2 minutter 0,13 ml
(ca. 2 ®kvivalenter) fosforoxyklorid. Blandingen omrgrtes

i yderligere 3 timer i lgbet af hvilken periode man tillod

temperaturen at stige til ca. 23°C, hvorefter oplgsningsmid-
let fjernedes ved roterende inddampning. Der tilsattes 10 ml
atylacetat og den resulterende oplgsning inddampedes til
tgrhed i vakuum. Remanensen oplgstes 1 metylendiklorid og
oplgsningen overfgrtes til ater, hvorved der vandtes 351 mg
(88,5%) difenylmetyl-(6R, 7R) -7-amino-3-(2,4-dinitrostyryl) -
ceph—3~em—4-karboxylat—hydroklor1d som et orangefarvet fast
stof med smp. 128-136 Oc (sgnderdeling), [a] = -279° (c =
0,95 i CHCl ), Amax (ztanol) 283,5 nm (& = 11000), og 370 nm
(e = 14700), PMR i DMSO- d6 viste at dette materiale hovedsa-
geligt var Z-isomeren.

En oplgsning af 238 mg (0,4 mmol) af aminhydrokloridet
i 20 ml metylendiklorid omrgrtes i 20 minutter med 20 ml
mzttet natriumbikarbonat. Den organiske fase fraskiltes, va-
skedes med 10 ml saltlage og tgrredes, hvorefter der tilsat-
tes 104 mg (0,5 mmol) dicyklohexylkarbodiimid. Den resulte-
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rende opl@gsning omr¢rtés ved ca. 23% og behandledes i lg-
bet af 5 minutter med en oplgsning af 121 mg (0,5 mmol) 2-
tienyleddikesyre i 15 ml metylendiklorid. Efter omrgring i
yderligere 30 minutter frafiltreredes det faste stof og fil-
tratet omrgrtes i 30 minutter med mettet natriumbikarbonat/
vand 1:1 (50 ml). Den organiske fase fraskiltes, vaskedes
med mettet natriumbikarbonat og saltlage (25 ml af hver)

og tgrredes og inddampedes i vakuum. Remanensen ekstrahere-
des med 20 ml atylacetat og ekstrakten fgrtes gennem en ko-
lonne af 20 g kiselgel med atylacetat som elueringsmiddel.
Eluatet inddampedes til tg¢rhed i vakuum. Det tilbagevarende
faste stof, 290 mg, oplgstes i @tylacetat og oplgsningen
overfgrtes til petroleumsater; herved vandtes den i over-
skriften angivne ester som et lyst orangefarvet amorft fast
stof i en mengde pd 216 mg (82,5%) med smp. 90-96°C (sgnder-
deling), [a]2? = -350° (c = 0,89 1 CHC1,) Amax (ztanol)

282 nm (e = 11400), og 372 nm (e = 14200); PMR-spektret
(CDCl3) viste at dette materiale i hovedsagen var Z-isomeren.

Eksempel 11

a) Difenylmetyl-(6R,7R)-3-(2,4-dinitrostyryl)-7-fenoxyacet-
amido-ceph-3-em-4-karboxylat, Z-isomer (med E-isomer) (I)
En oplgsning af 5,637 g (6R,7R)-(4~difenylmetoxy-
karbonyl-7-fenoxyacetamidoceph-3-em-3-ylmetyl) ~trifosfonium-

bromid, fremstillet som beskrevet i britisk patentskrift nr.
1.342.241, i 100 ml diklormetan sattes drdbevis i lgbet af
10 minutter til en kraftig omrgrt blanding af 300 ml vandigt
natriumbikarbonat og 300 ml diklormetan indeholdende 2,58 g
2,4-dinitrobenzaldehyd. Tofasesystemet omrgrtes i yderligere
30 minutter og organiske fase fraskiltes, vaskedes med

100 ml saltlage, t@grredes og inddampedes til 7,87 g af et
skum. Dette skum oplgstes i 10 ml diklormetan og oplgsnin-
gen rensedes ved s¢jlekromatografi pd 250 g kiselgel
("Merck" ~, 0,05-0,2 mm). Kolonnen elueredes med ca. 1,5 1
diklormetan for at fjerne tilbageverende 2,4-dinitrobenzal-
dehyd og derefter med diklormetan/acetone 50:1; fraktioner
med Re ca. 0,3 (tyndlagskromatografi, "Merck" GE>k.iselge1
F,45 plader fremkaldt med toluen/ztylacetat 5:1) forenedes
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og inddampedes til tgrhed i vakuum. Herved fremkom 3,26 g
af den i overskriften angivne ester som et skum. Dette ma-
teriale tritureredes med 30 ml zter for at give en renere
prgve, 2,677 g, som et lysorange kornet fast stof med smp.
lOB-llZoC (spnderdeling), [a]g2 = —3550 (c = 1,05 i CHC13).

b) (6R,7R)-3-(2,4-Dinitrostyryl)-7-fenoxyacetamidoceph-3-
em-4-karboxylsyre, E-isomer (II)
2,0 g af produktet fra eksempel 11 (a) oplgstes i en
blanding af 8 ml trifluoreddikesyre og 2 ml anisol. Oplgs-
ningen holdtes pd ca. 23°C i 10 minutter og oplgsningsmidler-

ne fjernedes ved 40°C/2 mm Hg; tilbageverende trifluoreddi-

kesyre fjernedes ved tilsatning og afdampning af 2 x 10 ml
toluen og 2 x 10 ml atylacetat. Remanensen oplgstes i 50 ml
acetone, oplgsningen behandledes med 500 mg trazkul og blan-
dingen filtreredes gennem kiselgur. Filtratet inddampedes
til 2,63 g af et skum som omrgrtes i 15 minutter med 25 ml
ater. Det uoplgselige materiale frafiltreredes og vaskedes
med 2 x 5 ml zter, hvorpd det tgrredes ved 40°Cc i vakuum og
gav 1,25 g af den i overskriften angivne syre som et gult

kornformet fast stof med smp. 103-120°C (spnderdeling),

[u]§3 = -56,2° (c = 0,107 i Me,SO).
Eksempel A

Fremstilling af testreagenser

(a) 50 mg (6R,7R)-3-(E-2,4-dinitrostyryl)-7-(2-tienyl-
acetamido) -ceph-3-em-4-karboxylsyre oplgstes i 5 ml dimetyl-
formamid og suppleredes op til 100 ml med en fosfatpuffer

som gav en pH-verdi pa ca. 7,0.

(b) Oplgsningen fra (a) impragneredes i skiver af rent
cellulosepapir af den type der egner sig til papirkromato-
grafi. Skiverne lufttgrredes i en ovn ved 50°C. Pinde af
ren cellulose impragneredes ogsd og tgrredes pa lignende
m&de. Skiverne og pindene oplagredes i desikkatorer under

udelukkelse af lys.
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Eksempel B

En penicillinresistent stamme af Staphylococcus
aureus dyrkedes i en naringsvaske i 18 timer ved 37°C. Der
tilsattes derefter en tilstrakkelig m@ngde af oplgsningen
ifglge eksempel A (a) til at give en koncentration af rea-
genset p& 100 ug/ml.

Der udviklede sig hurtigt en dybrgd farve og spektro-
skopiske undersggelser viste fremkomsten af et bredt absorp-
tionsbdnd ved 485 nm. Samtidig aftog et absorptionsb&nd ved
388 nm i intensitet.

Farven var stabil i mindst 24 timer.

Da forsgget gentoges med en oplgsning af produktet i-
fglge eksempel 5 (B), (fremstillet som i eksempel A (a),

iagttoges der en grgn farve.

Eksempel C

Den gramnegative bakterie Enterobacter cloacae P 99
og dens mutant P 99 (M) dyrkedes pd agar i petriskéile.

Da kolonierne var fuldt udviklede sattes der til
hver plade nogle f3 drdber af oplgsningen ifglge eksempel
A (a). Kolonierne af P 99 gav straks en udtalt rgd farve,
men kolonierne af P 99 (M) gav ingen reaktion. Det vides at
P 99 er en PB-laktamaseproducerende stamme, hvorimod P 99 (M)

ikke er det. Farven var svundet efter 3 timers forlgb.

Eksempel D

Staphylococcus aureus (penicillinresistent) dyrkedes
pé& en agarplade. Da kolonien var fuldt udviklet anbragtes
en af de impragnerede skiver ifglge eksemplet A (b) p& ko-

lonierne. Den blev hurtigt r¢d.
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Patentkrayv

1. Fremgangsmide til afprgvning af biologiske prgver

for B-laktamaseaktivitet, is@r en bakteriekultur i et flyden-
de medium eller i agar, ved hvilken fremgangsmade prgven brin-
ges i kontakt med en cephalosporinforbindelse pd en sadan
made at der fremkommer en farveindikation for tilstedeverel-
se af den ring8bnede laktam, k e nde tegnet ved at
man i narvarelse af vand bringer den biologiske prgve i kon-

takt med en cephalosporinforbindelse med den almene formel

X

T

d%¢ . CH=CH-Axr I
COOH

hvor R er en amino- eller formamidogruppe eller en gruppe

med formlen R'CHZCONH-, R‘OCH2CONH—, R'CONH=-,

R'CHCONH- eller R'CCONH-, hvor R' er en arylgruppe, X' en
X' lor?

amino- eller beskyttet aminogruppe og R2 hydrogen eller en

alkylgruppe, og hvor Ar er en fenyl-, naftyl-, tienyl-, py-

ridyl- eller furylgruppe som barer mindst én nitro- eller

cyangruppe i konjugation med den exocykliske ~CH=CH-dobbelt-

binding, og X betegner -S-, -SO- (a eller B) eller -SOZ—,

eller et salt eller en vandoplgselig ester deraf.

2. Fremgangsmdde ifglge krav l, k endetegnet

ved at saltet er et alkalimetal- eller ammoniumsalt.

3. Fremgangsm&de ifglge krav 1 eller 2, k ende t e g~

net ved at R i forbindelsen I er en 2-hydroxyimino-2-

fenylacetamido-, naftamido-, formamido-, fenylacetamido-,

2-amino-2-fenylacetamido-, tienylacetamido- eller fenoxy-

acetamidogruppe.

4. Fremgangsmdde ifglge et hvilket som helst af de fore-

gdende krav, k ende tegnet ved at Ar i forbindelsen

I er en fenylgruppe der barer en eller flere nitro- eller

cyangrupper i orto- og/eller parastilling.
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5. Fremgangsmide ifglge krav 4, k ende t egne t

ved at Ar i forbindelsen I er en 4-cyanofenyl-, 2-nitro-
fenyl- eller 4-nitrofenylgruppe.

6. Fremgangsmdde ifglge et hvilket som helst af kravene
l-4, k ende tegnet ved at gruppen Ar i forbindelsen

I berer mindst 2 nitro- og/eller cyangrupper.

7. Fremgangsm&de ifglge krav 6, k endet egnet

ved at Ar er en 2,4-dinitrofenyl- eller 2,6-dinitrofenyl-
gruppe.

8. Fremgangsmidde ifglge krav 1, k end et egnet

ved at R i forbindelsen I er en fenoxyacetamidogruppe og Ar
en 2,4-dinitrofenylgruppe.

9. Fremgangsmidde ifglge et hvilket som helst af de fore-
gédende krav, k ende t e gn et ved at der som forbindel-
se med den almene formel I eller et salt eller en ester der-
af anvendes en trans-isomer.

10. Fremgangsméde ifglge krav l, k endet e gnet

ved at der som forbindelse med den almene formel I anvendes
(6R,7R) -3~ (E-2,4~dinitrostyryl) -7-fenoxyacetamidoceph~3-em-
4-karboxylsyre eller (6R,7R)-3-(E-2,4-dinitrostyryl)-7-(2-
tienylacetamido)-ceph-3-em-4-karboxylsyre eller et salt deraf.
11. Testreagens til anvendelse ved afprgvning for B-laktama-
seaktivitet ved den i krav 1 angivne fremgangsmidde, k e n d e-
t egnet ved at det bestadr af et hvidt eller lyst absor-
bentmateriale impragneret med en forbindelse med den almene
formel I som defineret i krav 1, eller med et vandoplgseligt

salt eller en vandoplgselig ester deraf.

12. Testreagens ifglge krav 11, k ende te gnet ved
at absorbentmaterialet er papir.
13. Testreagens ifglge krav 11, k ende tegnet ved

at forbindelsen med den almene formel I er i form af et vand-
oplgseligt salt.

14. Testreagens til anvendelse ved afprgvning for B-lakta-
maseaktivitet ved den i krav 1 angivne fremgangsmdde, k e n-

detegnet ved at det omfatter en oplgsning af en for-

bindelse med den almene formel I som defineret i krav 1

eller salt eller en ester deraf i en koncentration p& 10-2000

ug/ml.
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15. Testreagens ifglge krav 14, k ende tegnet
ved at oplgsningen har en koncentration pa 50-250 ug/ml.

16. Testreagens ifglge krav 14 eller 15, k en de t e g-
n et ved at forbindelsen med den almene formel I eller et
salt eller en ester deraf er oplgst i vand eller vand inde-
holdende en mindre mzngde af et organisk oplgsningsmiddel.
17. Testreagens ifglge krav 16, k ende tegnet
ved at det organiske oplgsningsmiddel er dimetylformamid

eller dimetylsulfoxyd.

Fremdragne publikationer:
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