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Den foreliggende opfindelse angdr et hidtil ukendt cephalo-
sporansyrederivat til anvendelse som mellemprodukt ved fremstilling
af cephalosporansyrederivater med den almene formel I
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hvori X betegner H eller OH, og m betegner 0 eller 1, under den
forudsatning at, ndr X betegner OH, betegner m 0, eller ikke-toxiske
farmaceutisk anvepdelige salte og let hydrolyserbare esterere deraf.

Slutprodukterne med formel I er amfotere forbindelser, der

primert eksisterer pd zwitterion-form.
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Slutprodukterne med formel I samt ikke- toksiske, farmaceu-
tisk anvendelige salte og let hydrolyserbare estere deraf udviser
verdifuld antibakteriel aktivitet og udmerker sig i forhold til de
kommercielle antibiotika, cephaloridin og cephalothin ved at ud-
vise et bredere antibakterielt spektrum, idet de kan anvendes til
bekzmpelse af en rzkke bakterier, som vides at vere resistente over
for cephalothin og cephaloridin. De omhandlede slutprodukter udviser
iser en uventet stgrre effektivitet over for visse gram-negative
bakterier, sdsom E. coli, K. pneumoniae og M. morganii.

De ikke-toksiske farmaceutisk anvendelige salte af slutpro-
dukterne med formel I omfatter ikke-toksiske carboxylsyresalte, herunder ikke-
toksiske metalliske salte, sdsom natrium-, kalium-, calcium- og aluminiumsaltene,

ammoniumsaltet og de substituerede ammoniumsalte, f.eks. salte af s&dan-
ne ikke-toxiske aminer som trialkylaminer, herunder triethylamin, proca-
in, dibenzylamin, N-benzyl-beta-phenethylamin, 1-ephenamin, N,N'-diben-
zylethylendiamin, dehydroabietylamin, N,N'-bis-dehydroabietylethylendi—
amin, N-(lavere)-alkylpiperidin, f.eks. N-ethylpiperidin, samt andre ami-
ner, der har veret anvendt til dannelse af salte med benzylpenicillin,
samt de ikke-toxiske syreadditionssalte (dvs. aminsaltene) omfattende
de mineralsure additionssalte, sdsom hydrochloridet, hydrobromidet,
hydroiodidet, sulfatet, sulfamatet samt phosphatet og de organiske
syreadditionssalte, sdsom maleatet, acetatet, citratet, oxalatet,
succinatet, benzoatet, tartratet, fumaratet, malatet, mandelatet, as-
corbatet og lignende. Szrligt foretrukne salte er natriumsaltene af
dimethansulfonatet af forbindelserne med formlen I. Disse salte er
vandoplgselige samt nyttige til fremstilling af injicerbare preparater.

Cephalosporansyrederivatet ifﬁlge opfindelsen er 7-amino-3-
(6—hydroxypyridazin—3—ylthiomethyl)—3-cephem—4-carboxylsyre med
formlen II

N\
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samt ikke-toksiske, farmaceutisk anvendelige salte og let hydrolyser-
bare estere heraf., Slutprodukterne fremstilles ved, at dette cepha-
losporansyrederivat eller et salt eller en let hydrolyserbar ester
heraf omsazttes med et acylerende derivat af en syre med formlen

CH,NHB
X (S), - CHp - COOH
III

hvori B betegner en amino-beskyttende gruppe, og m samt X har oven-
nevnte betydning, til fremstilling af en forbindelse med formlen

CH,NHB

0 S

I N\

-CH,-C-NH-CH—— CH CH N—TU
x (8)~CigmCN l ! i 7 N\ oH
C——N C-CHy-S <"~
7 —_—

0 \ C//
|

v COOH

hvori B, X og m har samme betydning som ovenfor, eller et salt

eller en let hydrolyserbar ester heraf, samt at man derefter fjerner
den amino-beskyttende gruppe B, og om gnsket omdanner en opniet
forbindelse med formel I til et ikke-toksisk, farmaceutisk anvendeligt
salt eller en let hydrolyserbar ester heraf eller et opndet salt

eller en opndet ester til den frie syre.

De omhandlede amfotere forbindelser fremstilles saledes ved
kobling mellem 7-amino-3-(3-hydroxypyridazin-6-ylthiomethyl)-3-
cephem-4~carboxylsyre, eller et salt eller en let hydrolyserbar
ester heraf (omfattende estere analoge med de produkter, der er om-
handlet i USA patentskrift nr. 3.284.451 og engelsk patentskrift nr. 1.229.453 samt
enhver af de silylestere, der er beskrevet i USA patentskrift nr.
3.249.622, til anvendelse med 7-aminopenicillansyrec, hvilke forbindel-
sers anvendelse cr beskrevet i engelsk patentskrift nr. 1.073.530,
samt i serdeleshed pivaloyloxymethyl, acetoxymethyl, methoxymethyl,
acetonyl, phenacyl, p-nitrobenzyl og p,/ﬁ,/%-trichlorethylestere) og
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en syre med formlen IIT eller dens funktionelle xzkvivalent som et
acylerende middel for en primer amingruppe. Efter kobling fjernes den
amino-blokerende gruppe B til dannelsc af det gnskede produkt. Den
amino-beskyttende gruppc B betegner en blokerende gruppe af den type,
der anvendes enten ved peptidsynteser eller i enhver af de talrige
synteser af ampicillin eller cephaloglycin eller cephalexin ud fra
2-phenylglycin. Serlig nyttige blokerende grupper er en proton, sasom

i forbindelsen med formlen

CHoNHp+ HCL
0
I
X (8)=CHp-C-C1

eller en />-diketon ecller en /%—ketoestcr, sisom det er nevnt i en-

gelsk patentskrift nr. 1.123.333 samt i USA patentskrift nr. 3.325.479
 samt USA patentskrift nr. 3.316.247, f.cks. methylacetoacetat, eller

et fp-ketoamid, sisom i japansk patentskrift nr. 71/24714 (Farmdoc

47,321S), i hvilket tilfelde syren, som indeholder den blokerede ami-

nogruppe, fortrinsvis omdannes til et blandet anhydrid, sdsom med ethyl-

chloroformiat, fdér omsmtning med en forbindelse med formlen II eller

et salt heraf til dannelse af det gnskede produkt I efter fraspaltning

af den blokcrende gruppe.

Efter koblingen [jernes den blokerende gruppe til dannelse af
de omhandledc produkter, idet [.cks. t-butoxycarbonylgruppen kan fjerne
ved behandling med myresyre eller trifluorcddikesyre, medens carbo-
benzyloxygruppen kan [jernes ved katalytisk hydrogenering, 2-hydroxy-
-1-naphthcarbonylgruppen kan fjcrnes ved sur hydrolyse, trichlor-
ethoxycarbonylgruppen kan [jernes ved behandling med zinkstgv i is-
eddike, og l-carbocthoxy-1-propenyl-2-gruppen fortrinsvis kan fjernes
med merSyrc. Naturligvis kan andre funktionelt wkvivalente blokeren-
de grupper for aminogrupper anvendes.

Med hensyn til det acylercnde middel med formlem III omfatter
“funktionelle mkvivalenter de tilsvarende syrehalogenider, syreanhydri-
der, herunder blandede anhydrider, og 1 serdeleshed de blandede anhy-
drider, som fremstilles ud fra sterkere syrer, sisom lavere alifatiske
monoestere af carbonsyre, eller alkyl- samt arylsulfonsyrer og af mere
hindrendé syrer, sdsom diphenyleddikesyre. Endvidere kan et surt azid
cller en aktiv ester eller thioester (f.cks. med p-nitrophenyl, 2,4-
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-dinitrophenol, thiophenol, thioeddikesyre) anvendes, eller selve den
frie syre kan kobles med forbindelsen 11 efter fgrst at vaere omsat med
N,N'-dimethylchloroformiminiumchlorid (konferer engelsk patentskrift
nr. 1.008.170 samt Novak and Weichet, Expericntia XXI, 6, 360 (1965))
eller ved anvendelse afl enzymer eller et N,N'-carbonyldiimidazol eller
en N,N'-carbonylditriazol (konferer sydafrikansk patentbeskrivelse nr.
63/2684) eller et carbodiimidreagens (iszr N,N'-dicyclohexylcarbodi-
imid, N,N'-diisopropylcarbodiimid eller N-cyclohexyl=-N'-(2-morpholino-
ethyl)-carbodiimid; konferer Sheehan og Hess, J. Amer. Chem. Soc., 77,
1067 (1955)), eller ct alkylylaminreagens (konferer R. Buijle og H.G.
Viehe, Angew. Chem. International Edition 3, 582 (1964)) eller et
isoxasoliumsalt (konferer R.B. Woodward, R.A, Olofson og H. Mayer, J.
Amer. Chem. Soc., 83, 1010 (1961)) eller et keteniminreagens (konferer
C.L. Stevens og M.E. Mond i J. Amer. Chem. Soc., 80, (4065)).

En anden med syren wkvivalent forbindelse er det tilsvarende azo-
lid, dvs. ct amid al den tilsvarcende syre, hvis amidnitrogen er en
del af en kvasiaromatisk fem-leddet ring indcholdende mindst to nitro-
genatomer, dvs. imidazol, pyrazol, triazolerne, benzimidazol, benzoe-
triazol og deres substituerede derivater. Som et cksempel pd den almene
fremgangsmdde til fremstilling af azolid kan N,N'-carbonyldiimidazol
omszttes med en carboxylsyre i azkvimolzre mazngder ved stuetemperatur
i tetrahydrofuran, chloroform, dimethylformamid eller et lignende inert
oplgsningsmiddel til dannclsc af carboxylsyrecimidazolidet i praktisk
taget kvantitativt udbytte under friggrelsc af carbondioxid og 1 mol
imidazol. Dicarboxylsyrer giver diimidazolider. Biproduktet, imidazol,
udfelder og kan scparcres, hvorpd imidazolidet kan isoleres, men det-
te er ikke ngdvendigt. Fremgangsmdderne til udfgrelse af disse omset-
ninger til fremstilling af en cephalosporin samt fremgangsmidderne, der
anvendes til isolering af den sdledes fremstillede cephalosporin, er
velkendte for fagfolk.

Ovenfor nwevntes anvendelse al enzymer til at koble den {ric syre
med dennes blokerede aminogruppe med forbindelsen I'l. Indenfor rammernc
al sddanne fremgangsmider falder anvendclsc af cn ester, f.eks. methyl-
esteren af den frie syre i forbindelse med cnzymer, dcr tilvejebringes
af forskellige mikroorganismer, f.eks. de, der cr beskrevet af T.
Takahashi et al., i J. Amer. Chem. Soc., 94(11), 4035-4037 (1972) og
af T. Nara et al., i J. Antibiotics (Japan) 24(5), 321-323 (1971).

Efter afslutning af koblingen og fraspaltningen af den blokerende
gruppe kan forbindelsen med formlen I om gnsket omdannes ved fremgangs-
mader, der som sddannc er kendte, til ikke-toxiske, farmaceutisk an-
vendelige saltc eller let hydrolyserbare estere heraf. Zwitterionpro-

dukter med formlen
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hvori X og m har den ovenfor anfgrte betydning, kan sdledes omdannes
til dimethansulfonatnatriumsalte med formlen
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Omdannelse af cephalosporansyrerne pd zwitterionform til dimethansul-
fonatderivaterne kan udfgres ved fremgangsmider, der som sddanne er
kendte. En foretrukken fremgangsmidde omfatter, at zwitterionen omsat-
tes med natriumformaldehydhydrogensulfit (eller en kilde hertil, sé-
som f.eks. natriumhydrogensulfit samt formalin) og vand under tilste-
devaerelse af en stzrk natriumbase, f.eks. natrium-2-ethylhexanoat.
Ovennazvnte blanding opvarmes til over stuetemperatur, f.eks. over 40°c,
og fortrinsvis til intervallet mellem 40 og 450C, i et kort tidsrum,
indtil der frembringes en oplgsning af det gnskede produkt. Produktet
udvindes som et faststof ved udfzldning, f.eks. ved tilsatning af et
vandoplgseligt i det vasentlige vandfrit oplgsningsmiddel, fortrins-

vis en alkohol, sasom ethanol eller isopropanol.
Cephalosporansyrederivatet ifglge opfindelsen

S

H N-CH“‘ N—NXN

/é———lli /C CH 'SL%OH

COOH
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eller salte eller let hydrolyserbare estere heraf kan'fremstilles ved,
at man omsatter 7-aminocephalosporansyre eller et salt_hefaf med en

thiol med formlen:

ps—/ N\ OH

eller et salt heraf, fortrinsvis et natrium- eller kaliumsalt, og om
gnsket pd i og for sig kendt midde omdanner den sdledes fremstillede
7-amino-3-(6-hydroxypyridazin-3-ylthiomethyl)-3-cephem-4-carboxylsyre
til et salt eller en let hydrolyserbar ester heraf.

Erstatningen af en estergruppe, f.eks. 3-acetoxygruppen i 7-amino-
cephalosporansyre, med en thiolgruppe er en velkendt reaktion, som kan gen-
nemfgres i vandig oplgsning under tilstedevarelse af en mild base, sd-
som natriumhydrogencarbonat. Ombytningen udfgres fortrinsvis ved en
temperatur i intervallet fra ca. 50 til ca. lOOOC.i

Fremstilling af udgangsmaterialer

N02 ' f: NHQ 7
o L COOH Pd/C —! NaNO,,, KCu (CN),,
i (54
5 5 S I_CHBO c:.gccmi’ N
L 2 '
CN ' CH,NH,, *HC1

| . oNHy
PtO..,H
CH.,0 CH.. COOH 2’2 / \
3 @ 2 — CH30 CH,,COOH

2 . 4
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2—cyano—4-mcthoxyphénylcddikeSyrc

En oplgsning af 12,7 g (0,06 mol) 4-mcthoxy-2-nitrophenyleddike-
syre (D:G. Harvey et al., J. Chem. Soc., 1938, 97) samt 2,4 g (0,06
mol) natriumhydroxid i 100 ml vand hydrogenercdes ved stuetemperatur

under et hydrogentryk pd 50 psi med 1 g 100 palladium-pa-trazkul som
katalysator, Den tcoretiske hydrogenmengde absorberedes pd 1 time.
Katalysatoren fjernedes ved filtrering under anvendelse af et filter,
som fgrst var belagt med diatoméjord ("Celite"). Filtratet tilsattes
dribevis en opldsning afl 4,2 g (0,00 mol) natriumnitrit i 30 ml vand
ved 0°C, og derpd tilsattes drdbevis ved samme temperatur under om-
réring 20 ml koncentreret saltsyre (ca. 0,25 mol). Omrgringen fort-
“sattes 1 10 minutter. Der tilsattes cn oplgsning af 4,1 g (0,03 mol)
kaliumcarbonat i 10 ml vand. Rcaktionsblandingen sattes til en oplgs-
ning'af 10 g kaliumcyanid og 7 g cuprocyanid i 33 ml vand under kraf-
tig omrgring ved OOC, hvorpd blandingen omrgrtes i 10 minutter ved
09C, i 1 time ved 10-15°C, og sluttelig i 2 timer ved 50°C, hvorpd
den fqrtyndcdcs med 300 mi vand og filtreredes. Filtratet syrnedes
med kéncéntreret saltsyfe, ekstraheredes med cthylacetat (5 x 100 ml)
og genekstrahecredes med 5% natriumhydrogencarbonatopldgsning (5 x 100
ml). De forenede vandige ekstrakter affarvedes med en ringe mangde ak-
tivt carbon, afkgledes, syrnedes med koncentreret saltsyre og ekstra-
heredes med ethylacetat (3 x 100 ml). Ekstrakterne udvaskedes med
vand (3 x 30 ml), mettet natriumchloridoplgsning (3 x 30 ml) og tgr-
redes med vandfri natriumsulfat. Fjernelse af oplgsningsmidlet til-
vejébragte 8,7 g (76%) 2-cyano-4-methoxyphenyleddikesyre, som omkry-
stalliseredes. fra benzen-ligroin. Smeltepunkt 130-132°C.

KBr 1

CN 2240 cm

IR:

DMSO-d o .
NMR: ¢ ppm % 3,09 (2 11, s, Cll,-C0), 3,77 (3 U, s, OCHg), 6,9~

-7,4 (3 4, m, phenyl-ii).
Analyse beregnet for ClO”QNOS: C: 62,82, H: 4,75, N: 7,33
Fundet: - C: 62,92, I: 4,74, N: 7,20.

2-aminomethyl-d-methoxyphenyleddikesyre,hydrochlorid

En oplgsning af 8,2 g (0,043 mol) 2-cyano-4-methoxyphenyleddike-
syre i 100 ml ethanol og 50 ml 6N saltsyre hydrogeneredes med platin-
oxid i 2 dage ved stuetemperatur under 50 psi hydrogentryk. Katalysa-
toren fjernedes ved filtrering. Filtratet inddampedes til tgrhed. Re-
manensen udvaskedes med acetone (3 x 20 ml) til dannelse af 5,5 g 2-

~aminomethyl-4-methoxyphenyleddikesyre,hydrochlorid.
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NMR: & ggio‘do 5,61 (2 11, s, ClI,-C0), 3,70 (3 1, s, OCH), 3,9

(2 H, q, 6,0 Hz, Cl,~N), 6,5-7,3 (3 H, m, phenyl-H), 8,5 (3H, br,

+

NiZ )

2-aminomethyl-4-hydroxyphenyleddikesyre

En blandiﬁg af 3 g (0,013 mol) 2-aminomethyl-4-methoxyphenyled-
dikesyrc,hydrochlorid samt 40 ml 48% brombrinte tilbagesvaledes i §
timer. Reaktionsblandingen behandledes med aktivt carbon og neutrali-
seredes (pll~verdi 6-7) med 6N natriumhydroxid til dannelse af et bund-
fald af Z—aminomethyl—4-hydroxyphényleddikesyr¢, som ‘opsamledes ved
filtrering, udvaskedes med vand samt acetone og tgrredes i vakuum.
Udbytte 1,9 g (81,5%). Smeltepunkt > 300°C.

Z-t-butoxycarbonylaminomethyl-4-hydroxyphenyleddikesyre

LEn opldgsning af 2,1'g (0,012 mol) 2~aminomethyl-4-hydroxyphenyl-
eddikesyre samt 1,4 g (0,035 moi) natriumhydroxid i 50 ml vand til-
sattes cn oplgsning af 2,0 g (0,014 mol) t-butoxycarbonylazid i 25 ml
THE, og blandingen omrgrtes i 22 timer ved stuetemperatur, hvorpd den
udvaskedes med ether syrnet med fortyndet séltéyre og ekstraheredes
med ether (2 x 150 m]). Da'forcnede ekstrakter udvaskedes med vand
(2 x 50 ml) samt cn mattet natriumchloridoplgsning (3 x 50 ml), hvor-
pd ekstrakterne tgrredes. Oplgsningsmidlet fjernedes, og den olieag-
tige remanens tritureredes med chloroform-carbontetrachlorid (1:1,
50 ml) til dannelse af 1,7 g (52%) 2-t-butoxycarbonylaminomethyl-4-
-hydroxyphenyleddikesyre som et hvidt faststol smeltende ved 145-147°C.

KB | -
IR: § po% 3340, 1700, 1680, 1260 cm ?.
NMR: § ”gﬁo‘de 1,37 (9 1, s, t-Bu-), 3,42 (2 H, s, CH,C0), 3,97

(2 H, d, 6 Hz, Cﬂz’N)’ 6,3-7,1-(3 H, m, phenyl-l}, 9,00 (1 H, br, NH),
12,0 (1 H, br, NH). _

Analyse beregnet for C14H19N05; C: 59,77, ; 6,81, N: 4,98

Fundet: ¢: 58,84, H: 6,89, N: 4,79,

Kalium-o-[l-carbomethoxypropen—2-ylaminomcthyl]~p+hydroxyphenylacetat

I en 2000 ml rundbundet kolbe udstyret med en kgler samt en top-
monteret omrgrer anbringes 0,28 mol n-aminomethyl-p-hydroxyphenyled-
dikesyre, 15,28 g (0,28 mol) kaliumhydroxid, 64,96 g (0,56 mol) methyl-
acctoacetat samt 1500 ml absolut methanol. Derpd tilbagesvales blandin-
gen i 3 timer. Oplgsningen inddampes herpd til ringe
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volumen (100-150 ml), filtreres og fortyndes med 400-700 ml vandfri
cther. Ved skrabning udkrystalliscrer produktet. Faststoffet frafil-
treres og tgrres i en vakuumckssikkator over PZOS. Udbyttet af produk-
tet, som smelter ved 140-148°, er ca. 80 g.

Natrium—o—(l—cthoxycurbonyl—1—prppcn-2—ylaminomcthyl)—p-hydroxyphenyl-

acetat ,
n cthanolisk opldsning af natriumethoxid fremstillet ud fra 0,0

g (0,026 atom) metallisk natrium og 50 ml absolut cthanol tilsaxttes
0,026 mol o—aminomethyl—p—hydroxyphcnylcddikcsyrc samt 3,38 g (0,026
mol) ethylacctoacectat, hvorpd blandingen tilbagesvales 1 6 timer.
Blandingen inddampes til tdrhed, og rcmanensen omkrystalliseres fra
ethanol til dannclse af ca. 6 g natrium-o-(l-ethoxycarbonyl-l-propen-

-2-ylaminomethyl)-p-hydroxyphenylacetat som farveldse nile.

t-butoxycarbonylazid .

En afkglet oplgsning df 100 g (0,76 mol) t- butylcarbazat i 87 g
iseddikesyre og 120 ml vand tilszttes drdbevis en oplgsning af 60 g
(0,85 mol) natriumnitrit i 50 ml vand i lgbet af et tidsrum pd 40 mi-
nutter, idet temperaturen holdes ved 10—15°C. Efter tilsaztningen var
afsluttet, fortsattes omrgringen 1 yderligere 30 minutter ved samme
temperatur. Blandingen tilsattes 100 ml vand, og cn olie, som udfzl-
dede, ckstrahercdes med fem 100 ml portioner methylenchlorid. De for-
enede organiske ekstrakter udvaskedes med 100 ml 10% natriumhydrogen-
carbonatoplgsning og hercfter 100 ml vand, hvorpd ckstrakterne tgrre-
des over vandfri natriumsulfat. Methylenchloridet {jernedes under san-
ket tryk pi et vandbad, som opretholdtes ved 40-45°C. Azidresten de-
stilleredes ved 45°C/20 mm lig dg opsamlcdes. Resten vejede 92,7 g

(84%).

3-chlor-6-hydroxypyridazin

En blanding af 22,47 g (0,15 mol) 3,6-dichlorpyridazin og 50 ml
" eddikesyre tilbagesvaledes i 2 timer. Reaktionsblandingen afkgledes
og fortyndedes med 50 ml vand, hvorpd den inddampedes til tgrhed un-

der reduceret tryk. Remanensen omkrystalliscrcdes (ra vand til dannel-
se af 15,8 g (80%) 3-chlor-6- hydroxypyrlda21n som farve1¢se prismer,
der smeltede ved 133- 137°C. (litteratur 138- 140° ) Se N. Takabayashi,
Yakugaku Zasshi, 75, 778 (1955).
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3-hydroxy-6-mercaptopyridazin

En blanding af 2,6 g (0,02 mol) 3-chlor-6-hydroxypyridazin og
5,0 g (0,07 mol) nyfremstillet kaliumhydrogensulfid i 30 ml ethanol
opvarmedes til 130-140°C i et lukket rgr 1 6 timer. Reaktionsblandin-
gen afkgledes og fortyndedes med 200 ml vand. Nesten alt organisk op-
Igsningmiddel fjernedes ved destillation under reduceret tryk. Den
tilbageblevne vandige opl¢gsning syrnedes med fortyndet saltsyre til
pll-verdien 3 og ckstraheredes med cthylacetat (6 x 50 ml). De forene-
de ckstrakter inddampedes til tgrhed, og rcmancnsen genudfzldedes ud
fra 30 ml ethanol-ligroin (1:1) til dannclsc al 2,2 g (87%) amorft
3-hydroxy-6-mercaptopyridazin. Smeltepunkt 158-159°C ‘(litteratur
157~1580C). Se J. Druey ct al., Helv. Chem. Acta, 37, 121 (1954).

3-hydroxy-6-mercaptopyridazin

En oplgsning af 5,6 g (0,05 mol) 3,6-dihydroxypyridazin i 150 ml
pyridin tilsattes portionsvis 2,70 g (0,012 mol) phosphorpentasulfid
under kraftig omrgring og tilbagesvaling. Tilbagesvalingen fortsat-
tes 1 1 time, hvorpd reaktionsblandingen fortyndedes med 200 ml vand
og ekstraheredes til fjernelse af pyridin. Den fremkomne olieagtige

remanens suspenderedes i vand og ekstraheredes med ethylacetat. De

organiske ekstrakter forenedes og inddampedes igen til dannelse af
et olieagtigt materiale, som tritureredes med en ringe mangde vand
til dannelsc af 3-hydroxy-6-mercaptopyridazin som et gult faststof.
Omkrystallisation fra vand tilvejebragte 0,62 g (12%) af produktet,

der identificerecdes som det ovenfor fremstillede.

3,6-dihydroxypyridazin

En kogende oplgsning af 315 g (3 mol) hydrazin,dihydrochlorid i
2 liter vand tilsattes portionsvis 295 g (3 mol) fint malet malein-
anhydrid under omrgring. Efter at tils@tningen var afsluttet, fort-
sattes opvarmningen i 4 timer, hvorpad man lod recaktionsblandingen
henstd natten over i ct kgleskab til dannelse af 285 g (85%) 3,6~
~dihydroxypyridazin som tykke sgjler. Smeltcpunkt >290°C.

3,6-dichloropyridazin

En blanding af 150 g (1,33 mol) 3,6-dihydroxypyridazin og 250 g
phosphoroxychlorid tilbagesvaledes i 3 timer under udelukkelse af
fugt. Overskudet af phosphoroxychlorid fjernedes under reduceret tryk,
og den mgrke remancns udhzldtes pad 1 kg knust is. Det fremkomne bund-
fald opsamledes ved filtrering. Anden fraktion af produktet fremkom
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fra moderluden ved ckstraktion med fem 300 ml portioner chloroform
efterfulgt af behandling med 1 g trazkul og bortdampning af oplgsnings-
midlet. Fgrste og anden fraktion forenedes, oplgstes i 500 ml chloro-
form og bchandledes igen med 1 g trazkul, hvorpd der inddampedes til
dannelse af 165 g (83%) 3,6-dichlorpyridazin som fine ndle smeltende
ved 60-61%C. (i ct forscglet rgr).
6-chlor-3-hydroxypyridazin

En suspension af 60 g (0,4 mol) 3,6-dichlorpyridazin i 200 ml
10% saltsyre tilbagesvaledes i 2 timer, indtil der fremkom en klar
oplgsning. Den klare opldsning behandledes med ca. 1,5 g aktivt car-
bon, hvorpi den filtreredes. Filtratet inddampedes under reduceret
tryk til dannelse af 6-chlor-3-hydroxypyridazin som farvelgse nédle.
Udbytte 49,5 g (983). Smeltepunkt 137-139°C.

3-hydroxy-6-mercaptopyridazin

En blanding af 50 g (0,38 mol) 6-chlor-3-hydroxypyridazin, 60 g
(0,83 mol) kaliumhydrogensulfid i 250 ml ethanol opvarmedes i en 500
ml autoklav ved 140°C i 14 timer under magnetomrgring. Trykket steg
til 15-20 kg/cmz. Blandingen inddampedes til tgrhed, og remanensen
oplgstes i 300 ml vand. Den vandige oplgsning syrncdes med fortyndet
saltsyre til pll-verdien 3 og ekstraheredes med ti 200 ml portioner
ethylacetat. De forcnede ekstrakter inddampedes til dannelse af 34,3
g (70%) amorft 3-hydroxy-6-mercaptopyridazin. Smeltepunkt 151-152°C.

Kalium-o-/1-carbomethoxypropen-2-ylaminomethyl/-phenylthioacetat

I en 2000 ml rundbundet kolbe udstyret med en kdler og en top-
monteret omrgrer anbringes 0,28 mol o-aminomethylphenylthioeddikesyre,
15,28 g (0,28 mol) kaliumhydroxid, 64,96 g (0,56 mol) methylacetoace-
tat og 1500 ml absolut methanol. Derpd tilbagesvales blandingen i 3
timer. Oplgsningen inddampes derpd til ringe volumen (100-150 ml),
filtreres og fortyndes med 400-700 ml vandfri ether. Ved skrabning
udkrystalliserer produktet. Faststoffet opsamles ved filtrering og

tgrres 1 en vakuumckssikkator over P2 5

Natrium-o-(1-ethoxycarbonyl-1-propen-2-ylaminomethyl)-phenylthioacetat
En ethanolisk oplgsning af natriumethoxid, som fremstilles ud fra
0,6 g (0,026 gramatom) metallisk natrium og 50 ml absolut ethanol til-

-

settes 0,026 mol o-aminomethylphenylthioeddikesyre samt 3,38 g (0,026

mol) ethylacctoacetat, hvorpd blandingen tilbagesvales i 6 timer.
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Blandingen inddampes til tgrhed, og rcmanensen omkrystalliseres fra
cthanol til dannelsc af natrium-o-(l-cthoxycarbonyl-l-propen-2-yl-
aminomethyl)-phenylthioacetat som farvelgse nile.

NBS /~\ 1. MaN,
— CH,CO.,CH
CHECOECH} 745 \\ //' 2723 2. hydrol.
CH,Br 70%
CH 2 ) g
3
H,/Pd~C
CH,COH = > - CH,CO_H BOC-N5 N
65% o 87%
CH,t . CH Ml
o NO
2, 4-DNP I 2.
CHQCOQH _________5> —CHé—-C-O ~\ /' NO2
DCC
CH_NH~B0C CH,H-BOC

Methyl-o-brommethylphenylacetat

En blanding af methyl-o-methylphenylacetat (82,0 g, 0,50 mol), N-
-bromosuccinimid (89,0 g, 0,50 mol), benzoylperoxid (1,0 g) samt car-
bontetrachlorid (800 ml) opvarmedes under tilbagesvaling i 2 timer,

medens der bestridledes med en 750 watt lyskilde. Succinimidet fjerne-
des ved filtrering, oplgsningsmidlet fjernedes fra filtratet, og rema-
nensen destilleredes i vakuum til dannelse af 90,1 g (74%) produkt,
kogepunkt 95-105° (0,4 mm); n.m.r. (CC14): singlets ved T 2,85 (4H),
5,50 (2H), 6,31 (2H) og 6,38 (3I).

o-azidomethylphenyleddikesyre
En blanding af methyl-o-brommethylphenylacetat (90,1 g, 0,371 mol),
natriumazid (26,0 g, 0,40 mol) og 10% vandig acetone (750 ml) omrgrtes

ved stuetemperatur i 3 timer. Oplgsningsmidlet fjernedes under redu-

ceret tryk, og remanensen behandledes med ether (300 ml) samt vand
(100 ml1). Det rd methyl-o-azidomethylphenylacctat (74,8 g), der frem-
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kom efter tgrring og inddampning af etheroplgsningen, oplgstes i 150
ml methanol. Denne opldgsning alkgledes 1 1is og behandledes med 150 ml
3N methanolisk natriumhydroxid. Blandingen henstod ved stuetemperatur
i 1 time, hvorpd den inddampedes til térhed, og rcmanensen oplgstes 1
vand. Den vandige oplgsning syrnedes, produktet opsamledes ved fil-
trering, tdrredes og omkrystalliscredes [ra cthylacetat-n- hexan til
dannelse af 49,5 g (70%) af syren med smeltepunkt 116- -118° ; n.m.T.
(CDCl4 ): skarpe singlets ved T 2,75 (411), 5,03 (211) og 0,28 (2H).

NUJOI 2100 og 1700 cm -1

max
Analyse beregnet for C9H9N 0 C: 56,53, M: 4,75, 'N: 21,98
Fundet: C: 56,37, Ii: 4,65, N: 21,74.

o-aminomethylphenyleddikesyre

En blanding af o-azidomethylphenyleddikesyre (9,6 g, 0,050 mol),
109 palladium-pa-trzzkul (2,5 g), methanol (150 ml) og 1IN saltsyre
(50 mi) hydrogenercdes ved 30 p.s.i. i 3,5 time. Blandingen filtrere-
des, inddampedes under reduceret tryk til et volumen, der nzrmede sig
30 ml, og ckstrahercdes med cther. Fra etherekstrakten udvandtes 1-2

g urent udgangsmateriale. Den vandige oplgsning indstilledes til pH-
-verdien 5,0 med fortyndet ammoniumhydroxid og afkgledes i is. Det
hvide faststof, som udfzldede, opsamledes ved filtrering, udvaskedes
successivt med isvand, methanol samt ether og tdrredes 1 vakuum over
PZOS: Udbytte 5,4 g (05%), smeltepunkt 179-181° (dekomponering).
n.m.r. (CFSCOZH): T 2,54 (s, 4H) 5,48 (q, 2H) og 0,00 (s, 2H).

o—t—butoxycarbonylaminomcthylphenyleddikcsyrc

Triethylamin (14,4 g, 0,143 mol) sattes til en isafkglet oplgs-
ning af o-aminomethylphenyleddikesyre (10,3 g, 0,0624 mol) i 100 ml
vand efterfulgt af tilsztning af en opldsning af t-butoxycarbonylazid
(11,4 g, 0,080 mol) i 75 ml THEF. Reaktionsblandingen omrgrtes ved stue-
temperatur i 16 timer, hvorpa det meste af THF fjernedes under redu-

ceret tryk. Den vandige oplgsning udvaskedes med ether, dakkedes med
125 ml ethylacetat og indstilledes pd pl-verdien 3,5 med fortyndet
saltsyrc under isafkdling. ithylacetatoplgsningen tgrredes, inddampe-
des, og den faste rcmanens omkrystalliseredes fra ethylacetat-n-hexan
(1:1) til dannelse af 14,4 g (87%) hvide nile med smeltepunktet 114-
-116°.

Analyse beregnet for C14H19NO4: C: 63,39, H: 7,22, N: 5,28

Fundet: : C: 63,44, H: 7,21, N: 5,42.
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2,4-dinitrophenyl-o-t-butoxycarbonylaminophenylacetat
N,N'-dicyclohexylcarbodiimid (1,0 g, 0,0050 mol) sattes til en
isafkglet oplgsning af o-t-butoxycarbonylaminomethylphenyleddikesyre
(1,33 g, 0,0050 mol) samt 2,4-dinitrophecnol (0,92 g, 0,0050 mol) i 12
ml vandfri tetrahydrofuran. Reaktionsblandingen holdtes ved stuetem-
peratur i 1 time, hvorpi det udfaldede N,N'-dicyclohexylurinstof fjer-

nedes ved filtrering. Oplgsningsmidlet fjernedes fra filtratet til

dannelsc af den aktiverede ester som en viskos gul olie.
o-Aminomethylphenyleddikesyre.

Materialer Vegt, g Volumen, ml Mol
R4 o-aminomethylphenyleddikesyre-

lactam ud fra 1000 g 2-indanonoxim ~1000 ~6,78
Koncentrecret saltsyre 8000

"Darko KB" aktiverct trakul 7 100

Methylenchlorid 6000
Methylisobutylketon (MIBK) Efter behov

ON ammoniumhydroxid lifter bchov

Fremgangsmide
1. Set 8000 ml koncentreret saltsyre til ca. 1000 g rd lactam frem-

kommet ved oximomlejring.

2. Omrgr blandingen og opvarm forsigtigt til tilbagesvaling i 3 ti-
mer. (Ved opvarmning dannes ved dennc omsatning en stor mangde skum,
efterhdnden som HCl fragar. Dette skum kan fylde hele apparatet. Skum-
met kan mindskes ved tilsmtning af siliconeholdigt antiskummiddel.
Efter at det indledende skummende trin er overstdet, kan reaktions-
blandingen tilbagesvales uden vanskeligheder).

3. Afkdl den mgrke opslamning til ca. 40-50°C og tilszt 100 g akti-
veret trakul ("Darko KB") og fortsazt omrgringen.

4. -Behandl med carbon i 15-20 minutter, filtrer opslamningen gennem
en "Dicalite"” filterkage og udvask filterkagen med ca. 4000 ml varmt
vand.

5. Ekstraher det klare, gule filtrat med 6000 ml methylenchlorid

(3 volumen) og fraskil methylenchloridet. Gem Cll,Cl,-laget til kontrol
for mulig udvinding af uomsat lactam.

6. Inddamp vandfasen ved reduceret tryk til dannelse af fast o-amino-
methylphenyleddikesyre,hydrochlorid.

7. Tilsaxt MIBK til de vide faststoffer og fortsat destillationen un--
der reducerct tryk med MIBK-tilsetning, indtil alt vandet er blevet

fjernet fra faststofferne.
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8. Fortset destillationen under reducerct tryk, indtil al MIBK er
blevet fjernct fra faststolfernc. (MIBK-destillationen fjerner ikke
alene vandet ved dannclse af en azeotrop, men fjerner ogsa overskudet
af HCl).

9. Genoplgs faststofferne i 3900 ml vand og tilszt 650 ml MIBK.

10. Medens der omrgres ved 20-25°C, indstil da pll-verdien af oplgsnin-
gen pid 5,0 med 6N ammoniumhydroxid. o-aminomethylphenyleddikesyrens
zwitterion begynder at udkrystallisere ca. ved pli-verdien 3,5.

11. Omrgr zwitterionopslamningen og afkgl den til 0-5°C i 1 time.

Kalium-o-(l-carbomethoxypropen-2-ylaminomethyl)-phenylacetat

I en 2000 ml rundbundet kolbe udstyret med en kgler samt en top-
monterct omrgrer fyldes 45,92 g (0,28 mol) o-aminomethylphenyleddike-
syre, 15,28 g (0,28 mol) kaliumhydroxid, 04,96 g (0,56 mol) methyl-
acetoacetat samt 1500 ml absolut methanol. Derpd tilbagesvales blan-
dingen i 3 timer. Oplgsningen inddampes derpa til ringe volumen (100-
-150 ml), filtreres og fortyndes med 400-700 ml vandfri ether. Ved
skrabning udkrystalliscrer produktet. Faststofflct frafiltreres og
tdrres i en vakuumeckssikkator over pZOS' (bet faste materiale var
yderst hygroskopisk. Dect bgr filtreres si hurtigt som muligt og bgr
ikke lufttdgrres). Udbyttet af produktet, som smelter‘ved 140-1480,
andrager 84,1 g (99%).
Analyse beregnet for C14H16N04K:

C: 54,20, H: 5,49, N: 4,52, KF: 2,90
Fundet: C: 53,72, H: 5,44, N: 4,56, KF: 2,92,

Natrium-o-(l-ethoxycarbonyl-1-propen-2-ylaminomethyl)-phenylacetat
En cthanolisk oplgsning af natriumethoxid, som fremstilledes ud

fra 0,6 g (0,026 gramatom) metallisk natrium og 50 ml absolut ethanol
tilsattes 4,27 g (0,026 mol) o-aminomethylphenyleddikesyre samt 3,38 g
(0,026 mol) ethylacctoacetat, hvorpd blandingen tilbagesvaledes i 6
timer. Blandingen inddampedes til tgrhed, og remanensen omkrystalli-
seredes fra cthanol til dannelse af 6,36 g (82%) natrium-o-(l-ethoxy-
carbonyl-1l-propen-2-ylaminomethyl)-phenylacetat som farvelgse ndle
smeltende ved 230-232°C.

: 9 5PT 5320, 1045, 1605, 1470, 1395, 1275, 1180 cm’
Analyse bercgnet for 015H18N04Na: C: 60,20, 1: 6,06, N: 4,68
Fundet: ¢: 59,95, : 5,86, N: 4,67.

1
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o-(t—butoxycarbonylaminomcthyl)-phenyleddikesyre

n oplgsning af 70 g (0,35 mol) o-aminomethylphenyleddikesyre,
hydrochlorid samt 116 g (1,15 mol) triethylamin (TEA) i 400 ml vand
tilsattes drébevis cn oplgsning af 64 g (0,45 mol) t-butoxycarbonyl-
azid i 300 ml tetrahydrofuran (THF) under omrgring ved 0°C. Efter at
tilsetningen var afsluttet, lod man tempcraturcn stige til stuetempe-

ratur, og omrgringen fortsattes i 20 timer. Tetrahydrofuranen frade-
stilleredes under 40°C, og den vandige oplgsning udvaskedes med 200
ml ether, dxkkedes med 200 ml ethylacetat og syrnedes med fortyndet
saltsyre til pll-verdien 3 under afkgling til 0°C. Det organiske lag
fraskiltes, og den vandige fase ekstraheredes med fire 200 ml portio-
ner ethylacetat. Den samlede ethylacetatoplgsning udvaskedes med 200
ml vand, tgrredes over vandfri natriumsulfat og inddampedes i vakuum.
Koncentratet behandledes med 500 ml n-hexan til dannelse af 87,9 g
(95%) o—(t—butoxycurbonylaminomethyl)—phenyleddikesyre som farvelgse
ndle smeltende ved 114-116°C.

2,4—dinitrophcnyl—o-t—butoxycarbonylaminomcthylphcnylacetat
Dicyclohexylcarbodiimid (17,72 g, 0,086 mol) (DCC) sattes pd én
gang til en blanding af o—(t-butoxycarbonylaminomethyl)—phenyleddike—
syre (22,73 g, 0,086 mol) samt 2,4-dinitrophenol (15,82 g, 0,086 mol)
(2,4-DNP) i 250 ml THF. Reaktionsblandingen omrgrtes i 2 timer ved
stuetemperatur. Det udfeldede dicyclohexylurinstof frafiltreredes og
udvaskedes med 100 ml THF. Filtratet og vaskevaskerne forenedes og
inddampedes under reduceret tryk under 50° til dannelse af en viskos

gul olie, som triturercdes med n-hexan (150 ml) til dannelse‘af 2,4-
—dinitrophenyl—o-t—butoxycarbonylaminomethylphcnyleddikesyre som
gule nale. Udbytte 34,9 g (94%). Smeltepunkt 76-77°C.

R: BT 3340, 1785, 1685, 1610, 1540, 1530, 1500, 1340 em™ L.
Analyse bercgnet for CZO”ZINSOZ: C: 55,68, H: 4,91, N: 9,74

Fundet: ¢: 55,70, H: 5,05, N: 9,93.

Den foreliggende opfindelse belyses i det fglgende nzrmere
ved eksempler, hvoraf eksempel 1 belyser fremstillingen af cephalo-
sporansyrederivatet ifglge opfindelsen, mens de gvrige eksempler be-
lyser omdannelsen deraf til de vardifulde slutprodukter, herunder
salte og estere deraf. Alle temperaturer er anfgrt i °C. 7-aminocepha-
losporansyre er forkortet som 7-ACA, idet -ACA- betegner gruppen med

strukturen
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S

7N\
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C - CH, -
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: éOOH

I
og 7-ACA siledes kan betegnes som H-ACA-O-C-Clis.

Eksempel 1
7-amino—3~(G—hydroxypyridazin—S-ylthiomethyl)-3-cepheh—4—carboxylsyre

En blanding af 0,60 g (0,0047 mol) 3-hydroxy-6-mercaptopyridazin,
1,27 g (0,0047 mol) 7-aminocephalasporansyre, 0,78 g (0,0094 mol) na-
triumhydrogencarbonat i 25 ml 0,1M phosphatpuffer (pH-vardi 6,4) op-
varmedes ved 60°C i 5 timer. Reaktionsblandingen filtreredes til fjer-
nelse af spor af uoplgseligt materiale, og filtratet indstilledes pé
pH-vardien 5 med eddikesyre til dannelse af brune bundfald, som opsam~
ledes ved filtrering, udvaskedes med vand og herefter med acetone,
hvorpid der tgrredes i vakuum til dannelse af 7-amino-3-(6-hydroxypyri-
dazin-3-ylthiomethyl)-3-cephem-4-carboxylsyre. 1,03 g (71%). Smelte-

punkt 290-300°C (dckomponering).
R: v KBT 1505, 1680, 1050, 1580, 1415 em L.

uv: A ;ngaO” 249 nm (€ 19400).

NMR: & g%g'chos 3,22 (i, d, 19 lz), 3,37 (1H, d, 14 Hz), 3,68
(1i, d, 4liz), 5,30 (11, d, 4 Hz), 6,75 (1, d, 10 liz), 7,30 (1, d,
10 Hz).
Analyse beregnet for C12H12N404SZ.%H20:
¢: 41,25, H: 3,75, N: 16,04, S: 18,36
Fundet: C: 41,45, H: 3,70, N: 15,83, S: 18,03.

Eksempel 2 - A. .
7-(2-t-butoxycarbonylaminomethyl-4-hydroxyphenylacetamido)-3-{6-hydroxy-

pyridazin-3-ylthiomethyl)~-3-cephem-4-carboxylsyre

En oplgsning af 1,7 g (6 mmol) 2-t-butoxycarbonylaminomethyl-4-
-hydroxyphenyleddikesyre samt 1,2 g (6,6 mmol) 2,4-dinitrophenol i
40 ml THF tilsattes pi én gang 1,35 g (6,6 mmol) dicyclohexylcarbodi-
imid, og blandingen omrgrtes i 1} time ved stuetemperatur. Det udfzl-
dede urinstof fjerncdes ved filtrering. Filtratet tilsattes pd &n
gang en oplgsning af 2,0 g (5,9 mmol) 7-amino-3-(6-hydroxypyridazin-
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-3-ylthiomethyl)-3-cephem-4-carboxylsyre samt 1,7 ml (ca. 12 mmol)
triethylamin i 30 ml vand. Blandingen omrgrtes i 20 timer ved stue-
temperatur, udvaskedes med ethylacetat (3 x 150 ml) og syrnedes med

6N saltsyre til dannclse af et bundfald, som opsamledes ved filtrering,
udvaskedes med vand (50 ml) og tgrredes. Bundfaldet oplgstes i 1 liter
methanol ved 50°C og filtreredes til [jernclse al en ringe maengde uop-
lgseligt materiale. Filtratet bechandledes med aktivt carbon og inddam-
pedes til tgrhed. Remanensen triturcredes med cther (50 ml) til dan-
~nelse af 920 mg (25%) 7-(2-t-butoxycarbonylaminomethyl-4-hydroxyphe-
nylacectamido)-3- (0~ hydroxypyrldJZJn ~-3-ylthiomcthyl)-3- Lephem -4-carbox-
ylsyre smeltende ved 190- 200° C (dekomponering).

IR: 3 g?{ 1770, 1700, 1670, 1580, 1250 cm ™+

Analyse beregnet for L26 ZQNSOSSZ H 0: C: 50,23, H: 5,03, N: 11,27

Fundet: C: 50,63, H: 4,69, N: 10,94.

7-(2-aminomethyl-4-hydroxyphenylacetamido)-3-(6-hydroxypyridazin-3-
~-ylthiomethyl)-3-cephem-4-carboxylsyre

Trifluoreddikesyre (2 ml) samt 7-(2-t-butoxycarbonylaminomethyl-
—4—hydroxyphenylacetamido)—3-(6-hydrdxypyridazin—3-y1thi0methyl)—3;
-cephem-4-carboxylsyre (850 mg, 1,4 mmol) sammenblandedes under afkg-
ling til 0-5°C og omrgrtes i 1 time. Blandingen fortyndedes med 150
ml ether til dannelsc af trifluoracetatet df den ¢gnskede cephalospo-
rin, 7-(2-aminomethyl-4-hydroxyphenylacetamido)-3~-(6~hydroxypyridazin-
-3-ylthiomethyl)-3-ccphem-4-carboxylsyre, hvilkect acetat opsamledes
ved filtrering og suspenderedes i 30 ml vand. Suspensionen indstille-
des pa pH-verdien 6 med fortyndet ammoniumhydroxid og fortyndedes med
1 liter acetonitril under omrgring. Faststoffct opsamledes, udvaske-
des med acetonitril (3 x 100 ml) og tgrredes i vakuum til dannelse af
546 mg (77%) af den ¢gnskede 7-(2-aminomethyl-4-hydroxyphenylacetamido)-
-3-(6-hydroxypyridazin-3-ylthiomethyl)-3-ccphem-4-carboxylsyre smel-
tende ved 210°C (dckomponering).

IR: Y ;f; 1770, 1660, 1580, 1390 cm™ !

Analyse beregnet lor 021H21N50(82 3H20: ¢: 43,82, 1: 4,73, N: 12,56

Fundet: C: 43,85, H: 4,28, N: 13,12.
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Eksempel 3
7—(o—aminomethyl—p-hydroxyphenylacetamido)-3-(B—hydroxypyridazin-ﬁ—

-ylthiomethyl)-3-ccphcm-4—carboxylsyrc
En omrgrt suspension af 2,1 mmol natrium-o-(1l-ethoxycarbonyl-1-

-propen—Z—ylaminomcthyl)—p—hydroxyphcnylacctat i 5 ml tgrret aceto-
nitrit indcholdende 1 drabe N,N'-~dimethylbenzylamin tilsattes 0,25 g
(2,3 mmol) ethylchloroformiat under omrgring ved —15°C, og omrgringen
fortsazttes i 20 minutter ved -10 til -15°C. Blandingen tilszttes pd

én gang en oplgsning afl 0,71 g (2,1 mmol) 7-amino-3-(3-hydroxypyrida-
zin-6-ylthiomethyl)-3-cephem-4-carboxylsyrc samt 0,21 g (2,1 mmol)
triethylamin i 3 ml acctonitril og 3 ml vand, og blandingen omrgres

i 1 time ved 0°C. Reaktionsblandingen behandles med en ringe mengde
trakul og filtreres. Filtratet tilsxttes 0,5 ml myresyre under omryst-
ning, og blandingen filtreres til fjernclse af en ringe mengde uomsat
7—amino-3—(S-hydroxypyridazin-6—ylthiomethy1)—3-cephem-4-carboxylsyre.
Filtratet tilszttes 100 ml acetonitril, og man lader blandingen hen-
st4d i 1 time ved stuetemperatur. Bundfaldet opsamles ved filtrering,
udvéskes med 10 ml vand og tgrres i vakuum til dannelse af ca. 0,5 g
7—(o-aminomethyl—p-hydroxyphenylacctamido)v3—(3-hydroxypyridazin-6—
-ylthiomethyl)-3-cephem-4-carboxylsyre.

Eksempel 4
7wo-aminomethyl—p—hydroxyphenylacetamido—3-(S-hydroxypyridazin-ﬁ-

-ylthipmethyl)-3-cephem-4-carboxylsyre
[ en 1 liter trchalset, rundbundet kolbe udstyret med et tgrre-

r¢r, en topmonteret omrgrer og et termomcter anbringes 0,08 mol fint
pulveriseret kalium-o-(1l- -carbomethoxypropen-2-ylaminomethyl)-p-hydroxy-
phenylacetat i 350 ml tgr tetrahydrofuran (THI) samt 4 draber N,N- d1-
methylbenzylamin. Suspensionen omrgres kraftigt og afkgles til -40°

med et bad af acetone og tgris. Suspensionen tilszttes 13,6 g (0,06
mol) isobutylchlorformiat pa én gang, medens temperaturen holdes un-
der -35°. LEfter 2} minut fjernes kuldebadet af acctone og tgris, og

en oplgsning af 0,030 mol 7-amino-3-(3-hydroxypyridazin-6-ylthiome-
thyl)-3-cephem-4-carhoxylsyre samt 5,04 g (0,050 mol) N-methylmorpho-
lin i 250 ml vand tilsmzttes. Reaktionsblandingen omrgres, indtil den
ndr stuetemperatur (1-2 timer). THF fjernes under reduceret tryk. Den
vandige oplgsning daxkkes med 100 ml ethylacetat og syrnes til pH-ver-
dien 1,7-2,0 med koncentreret HCL. Blandingen behandles med 3,5 g tra-
kul ("Darco KB") og filtreres. Lagene adskilles, og den vandige fase
ckstraheres med 2 x 100 ml portioner ethylacctat. Den vandige fase
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filtreres derpi gonnem filterpapir, og pl-vaerdien indstilles pd 4,0.
Efter skrabning lader man oplgsningen henstd natten over ved 5-7° til
udkrystallisation. Produktet opsamles ved filtrering, udvaskes med en
ringe mengde vand og tgrres i cn vakuumekssikkator over pZOS' Udbyt-
tet af 7-(o-aminom0thyl~p-hydroxyphcnylacctﬂmido)-3-(3-hydroxypyrida-

zin-o-ylthiomethy!)-3-cephem-4-carboxylsyre andrager ca. 30%.

Eksempel 5

En suspension afl 7-(o-aminomethyl-p-hydroxyphenylacetamido)-3-
-(3—hydroxypyridazin~6-ylthiomethy1)-3—cephem—4—carquylsyres zwitter-
ionform (0,361 g) i 3 ml methanol afkgles i is og bchandles med fa
draber koncentreret saltsyre, indtil der fés en klar oplgsning. 7-(o-
—aminomethyl—p—hydroxyphenylacetamido]—3—(3—hydroxypyridazin-é—ylthio—
methyl)-3-cephem-4-carboxylsyre,hydrochlorid udfzlder som et lysebrunt
farvet faststof ved tilsztning af ether og opsamles ved filtrering,

hvorpd det tgrres i vakuum over PZOS'

Eksempel 6

in omrgrt suspension af zwitterionformen af 7-(o-aminomethyl-p-
—hydroxyphenylacetamido)—3—(S-hydroxypyridazin—b—ylthiomethyl)-3—ce—
phem-4-carboxylsyre (0,301 g) tilsattes 1IN vandig natriumhydroxid ved
stuetemperatur, indtil der fas en klar oplgsning (pH-verdi 10,8). Den-
ne oplgsning frysetdrres gjeblikkeligt til dannclse af uren, fast
natrium-7-(o-aminomethyl-p-hydroxyphenylacctamido)-3-(3-hydroxypyri-
dazin-6-ylthiomethyl)-3-cephem-4-carboxylat.
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Fremgangsmide:

Anbring 2 mol (ca. 1010 g pd vandfri basis) 7-(o-aminomethyl-p-
—hydroxyphcnylacctumido—3—(3—hydr0xypyridazin-b-ylthiomethyl)-3—cephem—
-4-carboxylsyre, 540 g natriumformaldehydhydrogensulfit (4,03 mol),
3000 ml vand og 2700 ml (4,87 mol) 30% SEU (natrium-2-ethylhexanoat)

i acetonc i cn cginet beholder og omrgr, medens blandingen opvarmes
til 40-45°C. Blandingen danner i lgbet af ca. 10 minutter en gul op-

lgsning.

Oplgsningen tilsxttes efter 15 minutters opvarmning 50 g affar-
vende trzkul ('"Darco KB"), og der omrgres i yderligere 15 minutter
ved 40-45°C.

Filtrer gennem diatoméjord ("Dicalite') cfter opvarmning af re-
aktionsblandingen til 40-45°C i ialt 30 minutter.

Udvask carbonfilterkagen med 2000 ml 50% ethanol-vand.

Foren filtraternec, indstil temperaturen pd 25°C og szt ved ved 25°
C oplgsningen til 112 liter 100% ethylalkohol under hurtig omrgring.
‘Der dannes et fint, hvidt, amorft bundfald af di-(natriummethansulfo-
natet) af natrium-7-(o-aminomethyl-p-hydroxyphenylacetamido-3-(3-
—hydroxypyridazin—bvylthiomcthyl]—3—ccphem—4—carboxylat.

Omrgr suspensionen i ca. 10 minutter og filtrer herpa, hvorefter
filterkagen udvaskes med 15 liter 100% ethylalkohol.

Tgr filterkagen ved 50-55°C i en ovn med luftcirkulation i ca. 2
timer og derpd i vakuum ved 4-6 mm i 24 timer.

Udbyttet andrager ca. 1200-1400 g amorft, hvidt, fast di-(natrium-
methansulfonat) af natrium-7-(o-aminomethyl-p-hydroxyphenylacetamido-
-3-(3-hydroxypyridazin-6-ylthiomethyl)-3-cephem-4-carboxylat. Produk-
tet indeholder normalt adskillige procent vand samt muligvis ethanol-
spor.

Dette produkt betegnes ogsd natrium-7-/o-N,N-bis-(natriumsulfo-
methyl)—aminomethyl—p-hydroxyphenylacetamidQ]-3—(S—hydroxypyridazin-
-6-ylthiomethyl)-3-cephem-4-carboxylat.

Eksempel 8
Der fremstilledes fglgende opslamning:

2,19 g natrium-formaldehydhydrogensulfit (2 xkvivalenter).

3,5 g 7-(o-aminomethyl-p-hydroxyphenylacetamido)-3-(3-hydroxy-
pyridazin-ﬁ—ylthiomothyl)-3—cephem-4—carboxylsyrezwitterion (100-200
mesh).

25 ml vand (voluminet kan varieres).

14 ml 30% SLll-isopropanol.
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I 1gbet af ca. } times hurtig omrdring ved 24°C f&s en nzsten
klar oplgsning. Blandingens temperatur stiger hurtigt til 40-43°C. Tem-
peraturcn holdes her i ca. 2 minutter, hvorpd der hurtigt afkgles til
20-23°C. '

Oplgsningen filtrcres til fjernelse af uoplgse materiale (den
samlede tid pd oplgst form bgr ikke overskride 2 timer).

Oplgsningen med pli-verdien 7,3 sxttes i 1ghet af et tidsrum pd
5 minutter til 600 ml absolut cthanol under meget kraftig omrgring
(andrec alkoholer, sdsom vandfri isopropanol kan anvendes. Der dannes
et amorft bundfald af di-(natriummethansulfonatet) af natrium-7-(o-
-aminomethyl-p-hydroxyphenylacetamido)-3-(3~-hydroxypyridazin-6-yl-
thiomethyl)-3-cephem-4-carboxylat. Blandingen omrgres i 5 minutter.
Bundfaldet opsamles ved filtrering, udvaskes med 60 ml ethanol (eller
isopropanol) og vakuumtgrres ved 50°C i 24 timer. Udbyttet andrager
ca. 4,3 g.

Produktet kan ved en pll-verdi pd ca. 7 opldgses i vand i en mangde
pd mindst 200 mg/ml. En sddan oplgsning er stabil i mindst 2 timer
ved stuetemperatur. Mere fortyndede oplgsninger er stabile i endnu
lzngere tidsrum. Produktet har samme antibakterielle spektrum som
udgangszwitterionen og er fuldt biologisk aktivt, hvadenten det er
hydrolyseret tilbagc til zwitterionformen eller ej.

ksempel 9
Natrium-7-/0o-N,N-bis-(natriumsulfomethyl )-aminomethyl-p-hydroxyphenyl-

acetamido/-3-(3-hydroxypyridazin-6-ylthiomethyl)-3-cephem-4-carboxylat.
Fremstilling under anvendelse af hydroxymethansulfonat.

En blanding af 2,05 mmol 7-(o~aminomethyl-p-hydroxyphenylacet-
amido)-3-(3-hydroxypyridazin-6-ylthiomethyl)-3-cephem-4-carboxylsyres
zwitterion, 1,56 g (10 mmol) natriumhydroxymethansulfonatmonohydrat,

6 ml (mmol) 1M SEH-oplgsning i ethylacetat, 10 ml isopropanol og 10
ml vand omrgres ved stuetemperatur i 3! time. Den fremkomne oplgsning
behandles med 1 g aktivt carbon og haeldes undcr omrgring ud i 300 ml

absolut ethanol, hvorpa blandingen omrgres ved stuetemperatur i 30 mi-
nutter til dannelsc afl det krystallinske produkt, som opsamles ved
filtrering, udvaskes med tre 50 ml portioner absolut ethanol og tgrres
over P,0¢ ved 45-52°/1 mm i 20 timer til dannelse af ca. 1,5 g natrium-
7-/0-N,N-bis- ( natriumsulfomethyl )-aminomethyl-p-hydroxyphenylacetamido/~
3~(3-hydroxypyridazin-6-y1thiomcthyl)—3-cephem-4—carboxylat, der er

let oplgseligt i vand (> 1 g/ml).
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Eksempel 10
Natrium-7-/0-N,N-bis- (natriumsulfomethyl )-aminomethyl-p-hydroxyphenyl-

accetamido/-3-(3-hydroxypyridazin-6-ylthiomethyl)-3-cephem-4-carboxylat.
Fremstilling under anvendelse af formalin og natriumhydrogensulfit.

(a) En oplgsning af 1 ml (10 mmol) 30% formalin og 1 g natrium-
hydrogensul it 1 10 ml vand tilsxzttes successivt 2 mmol af 7-(o-amino-
methyl—p—hydroxyphcnylacetamido)—3—(3—hydroxypyridazin-6-y1thiomethy1)—
-3-cephem-4-carboxylsyres zwitterion, 6 ml IM Stll-oplgsning samt 10 ml
isopropanol. Blandingen omrgres i 2} time ved stuctemperatur og ud-
heldes i 300 ml ethanol. Det fremkomne natrium-7-/o-N,N-bis-(natrium-
sulfomethyl)-aminomethyl—p—hydroxyphenylacetamidq]—3-(S—hydroxypyrida—
zin-6-ylthiomethyl-3-cephem-4-carboxylat opsamles ved filtrering, ud-
vaskes med tre 50 ml portioner ecthanol og tgrres i vakuum. Udbytte ca.
1,5 g.

(b) En blanding af 2 mmol 7-(o-aminomethyl-p-hydroxyphenylacet-
amido)-3~-(3-hydroxypyridazin-6-ylthiomethyl)-3-cephem-4-carboxylsyres
zwitterion, 6 ml IM SEH i ethylacetat, 10 ml isopropanol samt 10 ml
vand tilsmttes 1 ml (10 mmol) 30% formalin. Blandingen omrgres i 2
timer ved stuctemperatur til dannelse af en klar oplgsning med en rin-
ge mengde olicagtigt bundfald. Herefter tilszttes 1 g natriumhydrogen-

sulfit, hvorpi oplgsningen omrgres i yderligere 2 timer, i lgbet af
hvilket tidsrum det olieagtige bundfald gdr i oplgsning. Reaktions-
blandingen udheldes i 300 ml ethanol under kraftig omrgring til dan-
nelse af ca. 1,8 g natrium-7-/0-N,N-bis-( natriumsuifomethyl )-aminomethyl-
—p—hydroxyphenylacctamidq]—S—(3—hydroxypyridazin-ﬁ-ylthiomethyl)—S-
cephem-4-carboxylat, der opsamles ved filtrering, udvaskes med tre

50 ml portioner ethanol og tgrres i vakuum.

Eksempel 11 - A.
7- (o-t-butoxycarbonylaminomethylphenylthioacetamido)-3-(3~-hydroxy-

pyridazin-6-ylthiomethyl)-3-cephem-4-carboxylsyre

En oplgsning af 2,19 g (4,7 mmol) 2,4-dinitrophenylesteren
af den BOC-beskyttede aminosyre o-aminomethylphenylthioeddikesyre
i 50 ml THF tilsattes ved 0°C en oplgsning af 1,02 g (3 mmol) 7-
amino-3-(3-hydroxypyridazin-6-ylthiomethyl)-3-cephem-4-carboxyl-
syre samt 0,85 ml triethylamin i 50 ml THF samt 20 ml vand. Re-

aktionsblandingen omrgrtes ved stuetemperatur i 17 timer, hvorpa

den behandledes med aktivt carbon og filtreredes. Filtratet
inddampedes i vakuum til fjernelse af THF, og koncentratet ud-
vaskedes med fem 100 ml portioner ether. Den vandige oplgsning dzk-
kedes med 100 ml ethylacetat og syrnedes til pH-vaerdien 2 med fortyn-
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det saltsyre under kraftig omrgring ved 0°C. Det vandige lag ekstra-
heredes med tre 100 ml portioner cthylacetat. Det organiske lag for-
enedes med cthylacetatekstrakterne, tdrredes over vandfri natrium-
sulfat og bchandledes med aktivt carbon. Filtratet inddampedes under
reduceret tryk ved 50°C til dannelse af et olieagtigt produkt, som
tritureredes med 100 ml cther til dannelsc af 7-(o-t-butoxycarbonyl-
aminomethylphenylthioacetamido)-3-(3-hydroxy-pyridazin-6-ylthiomethyl)-
-3-cephem-d-carboxylsyre som et lysegult [laststofl. Opsamling af bund-
faldet ved [iltrering efterfulgtes af udvaskning med 100 ml ether, og
der tilvejehragtes 0,71 g (38%) af den gnskede 7-(o-t-butoxycarbonyl-
aminomethylphenylthioacetamido)-3-(S—hydroxypyridaziﬁ—6—ylthiomethyl)—

-3-cephem-4-carboxylsyre.

B.
7-(o-aminomethylphenylthioacetamido)-3-(3-hydroxypyridazin-6-ylthio-
methyl)-3-cephem-4-carboxylsyre
7-(o-t-butoxycarbonylaminomethylphenylthioacetamido)-3-(3-hydroxy-
yrldazln 6-ylthiomethyl)-3-cephem-4-carboxylsyre (0,50 g, 0,8 mmol)
sattes pd én gang til 3 ml trlfluoreddlkesyre under omrgring ved 0 °c.
Omrgringen fortsattes i 1 time ved 0-5 9C. Ved tilsaztning af 100 ml
ether fremkom et hvidt bundfald. Dette opsamledes ved filtrering og
suspenderedés i 4 ml vand ved stuetemperatur. Suspensionen indstille-
des pd pli-verdien 5 med fortyndet ammoniumhydroxid samt omrgring. Op-
samling af bundfaldet ved filtrering tilvejebragte 7-(o-aminomethyl-
phenylthioacetamido)-3-(3-hydroxypyridazin-6-ylthiomethyl)-3-cephem-
-4-carboxylsyre som et brunt pulver, der udvaskedes med vand samt
herefter acetonitril og tgrredes i vakuum over phosphorpentoxid. Pro-
duktet vejede 220 mg (52%) og havde et smeltepunkt pd 200-210°C (de-

komponering).

KBr . -1
IR: \?max 1770, 1670, 1580, 1210 cm .
uv: A]}l;XNa”ws 250 nm (€& 20800), 270 nm (€ 14900).
Analyse bercgnet for LZl“ZlNSOSSS ZiHZO.
C: 44,67, I: 4,64, N: 12,40, S: 17,04

Fundet: C: 44,43, 4: 3,85, N: 10,84, S8: 17,89.
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Eksempel 12 - A.
7~-(o-t-butoxycarbonylaminomethylphenylthioacetamido)-3-(3-hydroxy-

pyridazin-6-ylthiomethyl)-3-cephem-4-carboxylsyre .

En oplgsning af 1,85 g (4 mmol) 2,4-dinitrophenyl-(o-t-butoxy-
carbonylaminomethylphenylthio)-acetat ({rcmstillet som beskrevet i
USA patentskrift nr. 3.657.232) i 50 ml THF tilsattes en oplgsning
af 1,02 g (3 mmol) 7-amino-3-(3-hydroxypyridazin-6-ylthiomethyl)-3-
-cephem-4-carboxylsyre, 0,85 ml (ca. 6 mmol) triethylamin i en blan-
ding af 30 ml tetrahydrofuran (THF), 30 ml acetonitril, samt 50 ml
vand under afkdling ved 09C. Man lod blandingen langsomt indstille
sig pd stuetemperatur, og der omrgrtes i 12 timer. Réaktionsblandin-
gen behandledes med en ringe mengde aktivt carbon og filtreredes.
Filtratet inddampedes til fjernelse af det organiske oplgsningsmid-
del under vakuum ved cn temperatur under 35°C. Den fremkomne vandige
oplgsning udvaskedes godt med ether (30 ml x 4), dakkedes med 50 ml
ethylacetat, syrnedes med fortyndet saltsyre til pH-verdien 3 under
omrgring ved 0-5°C. Bundfaldet, som fremkom mellem de to lag, opsam-
ledes ved filtrering. Produktet vejede 0,6 g. Dette produkt udgjorde
den ¢gnskede 7-(o-t-butoxycarbonylaminomethylphenylthioacetamido)-3-
- (3-hydroxypyridazin-6-ylthiomethyl)-3-cephem-4-carboxylsyre. En
yderligere mangde af produktet opnidedes fra filtratet, der udgjordes
af de to lag. Det vandige lag ekstraheredes tre gange med 100 ml

ethylacetat pr. gang. Den organiske fase forenedes med de organiske
ekstrakter, tgrredes over vandfri natriumsulfat og inddampedes til
tgrhed. Remanenscn udvaskedes godt med 100 ml ether og tgrredes i
vakuum over phosphorpentoxid. Produktet vejede 0,42 g. Det samlede
udbytte af 7-(o-t-butoxycarbonylaminomethylphenylthioacetamido)-3-
-(3-hydroxypyridazin-6-ylthiomethyl)-3-cephem-4-carboxylsyre androg
1,02 g (55%). Smeltepunkt 150-160°C (dekomponering).

1

IR: Y QE; 1770, 1690, 1590, 1535, 1175 cm_

uv: p Le NaHCOs 950 nm (¢ 21700), 270 nm (sh) (& 15500).

Analyse beregnet for C26H29N50783.§H20:
C: 49,67, MH: 4,97, N: 11,13, S: 15,30
Fundet: C: 49,95, H: 4,60, N: 10,70, S: 15,52,
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B.
7—(o-aminomcthylphcnylthioacetamido)-3-(3—hydroxypyridazin-6—ylthio-
methyl-3-cephem-4-carboxylsyre

n blanding af 0,98 g (1,58 mmol) af den BOC-beskyttede cephalo-

sporin 7—(o—t-hutoxycarhonyluminomcthylphcnylthioacctamido)-3—(3—
—hydroxypyridazin—h—ylthiomcthyl)-3—ccphcm—4—carhoxylsyre samt 4 ml
trifluoreddikesyre omrgrtes ved 0°C i 1 time. Tilsztning af 100 ml
cther gav ct hvidt bundfald, som opsamledes ved filtrering og udvaske-
des med 100 ml ether. Ln suspension af bundfaldet i 10 ml vand ind-
stilledes pd pll-verdien 5 med fortyndet ammoniak til dannelse af den
gnskede cephalosporin 7—(o-aminomethylphenylthioacetdmido)—3-(3—hy—
droxypyridazin—6“ylthiomethyl)-3—cephem—4-carboxylsyre, der opsamle-
des ved filtrering, udvaskedes med 50 ml acetonitril og tgrredes i
vakuum. Udbytte 0,46 g (56%). Produktet var identisk (IR) med produk-

tet fra eksempel 11 ovenfor.

Eksempel 13 :
7-(-o-aminomethylphenylthioacetamido)—3—(3-hydroxypyridazin—é-ylthio-

methyl-3-cephem-4-carboxylsyre
En omrgrt suspension af 2,1 mmol natrium-o-(1l-ethoxycarbonyl-1-

-propen-2-ylaminomethyl)-phenylthioacetat i 5 ml tgrret acetonitril
indeholdende 1 dribe N,N-dimethylbenzylamin tilsazttes 0,25 g (2,3
mmol) ethylchloroformiat under omrgring ved -150C, og omrgringen fort-
settes i 20 minutter ved -15°C. Blandingen tilszttes pd én gang en
oplgsning af 0,71 g (2,1 mmol) 7-amino-3-(3-hydroxypyridazin-6-yl-
thiomethyl)-3-cephem-4-carboxylsyre samt 0,21 g (2,1 mmol) triethyl-
amin i 3 ml acetonitril og 3 ml vand, hvorpad blandingen omrgres il
time ved 0°C. Rcaktionsblandingen behandledes med en ringe mengde
trekul og filtreres. Filtratet tilsmttes 0,5 ml myresyre under om-
rystning, og blandingen filtreres til fjernelse af en ringe mengde
uomsat 7—amino—3-(S-hydroxypyridazin-6—ylthiomethy1)-3-cephem-4—carb-
oxylsyre. Filtratet tilszttes 100 ml acetonitril, og blandingen lader
man henstd i 1 time ved stuetcmperatur. Bundfaldet opsamles ved fil-
trering, udvaskes med 10 ml vand og tgrres i vakuum til dannelse af
0,4 g 7—(o—aminomcthylphenylthioacetamido)-3~(3-hydroxypyridazin-6—
ylthiomethyl)-3-cephem-4-carboxylsyre.
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Eksempel 14
7- o—aminomcthylphcuylthioacetamido—3—(3—hydroxypyridazin-6-ylthio—

methyl)-3-cephem-4-carboxylsyre
I en 1 liter trchalset rundbundet kolbe udstyret med et t¢rre—

rgr, en topmonteret omrgrer og et termometer anbringes 0,08 mol godt
pulveriserct kalium-o-(1- -carbomethoxypropen-2-ylaminomethyl)-phenyl-
thioacetat i 350 ml tgr tetrahydrofuran (TIIF) samt 4 draber N,N- d1—
methylbenzylamin. Suspensionen omrgres kraftigt og afkgles til -40°
med et bad af acctone og t@ris. Suspensionen tilswxttes pd én gang
13,6 g (0,06 mol) isobutylchlorformiat, medens temperaturen holdes
under -35°. Lfter 2! minut fjernes kuldebadet af acetone og tgris,

og der tilsattes en oplgsning af 0,036 mol 7-amino-3-(3-hydroxypyri-
dazin-6-ylthiomethyl)-3-cephem-4-carboxylsyre samt 5,04 g (0,050 mol)
N-methylmorpholin i 250 ml vand. Reaktionsblandingen omrgres, indtil
den ndr stuetemperatur (1-2 timer). THF fjernes under reduceret tryk.
Den vandige oplgsning daxkkes med 100 ml ethylacetat og syrnes til pH-
verdien 1,7-2,0 med koncentreret HCI. Blandingen behandles med 3,5 g
trakul ("Darco KB'") og filtreres. Lagene adskilles, og den vandige
fase ekstraheres med to gange 100 ml portioner ethylacetat. Den van-
dige fase filtrcredes derpd gennem filterpapir, og pli-verdien ind-
stilledes pd 4,0. LEfter skrabning henstdr oplgsningen natten over ved
5-7°9 til udkrystallisation. Produktet opsamles ved filtrering, udva-
skes med en ringe mengde vand og tgrres i en vakuumekssikkator over
P,0c. Udbyttet af 7-o- aminomethylphenylthioacctamido-3-(3-hydroxy-
pyridazin-6-ylthiomethyl)-3- cephem-4-carboxylsyre er ca. 30%.

Eksempel 15

En suspension af zwitterionformen af 7-(o-aminomethylphenylthio-
acetamido)—3—(S-hydroxypyridazin—ﬁ-ylthiomethyl)—3-cephem-4—carbox-
ylsyre (0,361 g) i 3 ml methanol afkgles i is og behandles med nogle
£5% draber koncentreret saltsyre, indtil der fds en klar oplgsning.
7—(o—aminomethylpheny1thioacetamido)—3—(3—hydroxypyridazin—6—ylthio—
methyl)-3-cephem—4-carhoxylsyre,hydrochlorid udfelder som et lyse-
brunt farvet [aststof ved tilsmtning af ether og opsamles ved fil-

trering, hvorpd det tgrres i vakuum over P,0¢.

Eksempel 16
En omrgrt suspension af zwitterionformen af 7-(o-aminomethyl-

phenylthioacetamido)—3-(S—hydroxypyridazin—G-ylthiomethyl)-3-cephem—
4-carboxylsyre (0,361 g) tilszttes 1IN vandig natriumhydroxid ved
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stuetemperatur, indtil der fds en klar oplgsning med pH-verdien 10,8.
Denne oplgsning frysetgrres gjeblikkeligt til dannelse af uren, fast
natrium-7-(o-aminomethylphenylthioacetamido)-3-(3-hydroxypyridazin-

-6-ylthiomethyl)-3-cephem-4-carboxylat.

Fremstilling af dimethansul fonat

Eksempel 17

H2NH2
ﬁ s
S-CHQ-C-NH-?H——-?H ?Hz ) ~_T€
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0 ? e
COOH
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-+ HOCH,S05Na -+ CH; (CH, ) 5 CH-COONa
(30% SEH 1 acetone)

1, Opvarm i vand
2. Behandl med carbon og f[iltrer
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Fremgangsmide:
Anbring 2,0 mol (ca. 1020 g pd vandfri basis) 7-(o-aminomethyl-

phenylthioacetamido—S—(3—hydroxypyridazin—6-y1thiomethyl)-3-cephemj
-4-carboxylsyre, 540 g natriumformaldehydhydrogensulfit (4,03 mol),
3000 ml vand samt 2700 ml (4,87 mol) 30% SLI (natrium-2-ethylhexanoat)
i acetonc i en cgnet bcholder og opvarm under omrgring blandingen til
40-45°C. Blandingen danner i lgbet af ca. 10 minutter en gul oplgsning.

Efter 15 minutters opvarmning tilsxt da 50 g affarvende trzkul
("Darco KB") til oplgsningen og omrgr i yderligere 15 minutter ved
40-45°C.

Filtrer gennem diatoméjord ("Dicalite') efter opﬁarmning af re-
aktionsblandingen ved 40-45°C i ialt 30 minutter.

Udvask carbonfilterkagen med 2000 ml 50% cthanol-vand.

Foren filtraterne, indstil péd 25°C og st ved 25°C oplgsningen
til 112 liter 100% ethylalkohol under hurtig omrgring. Der dannes et
fint, hvidt, amorft bundfald af di-(natriummethansulfonatet) af na-
trium—7—(o—aminomethylphenylthioacetamido)—3—(B—hydroxypyridazin-ﬁ-
-ylthiomethyl)-3-cephem-4-carboxylat.

Omrgr suspensionen i ca. 10 minutter og filtrer herpd og udvask
filterkagen med 15 liter 100% ethylalkohol.

Tgr filterkagen ved 50-55°C i en ovn med luftcirkulation i ca.

2 timer og derpd under vakuum ved 4-6 mm i 24 timer.

Udbyttet andrager ca. 1200-1400 g amorft, hvidt, fast di-(natri-
ummethansulfonat) af natrium-7-(o-aminomethylphenylthioacetamido)-3-
—(S-hydroxypyriduzin—6~ylthiomethyl)—3-cephcm-4-carboxylat. Produk-
tet indeholder normalt adskillige procent vand samt muligvis ethanol-
spor,

Dette produkt betegnes ogsi 7-/0-N,N-bis=-(natriumsulfomethyl )-
-aminomethylphenylthioacetamidq]-S—(S—hydroxypyridazin—é-ylthlomethyl)—
-3-cephem-4-carboxylat.

Eksempel 18
Der fremstilles fglgende opslamning:

2,19 g natriumformaldchydhydrogensulfit (2 zkvivalenter).

3,5 ¢ 7—(o—aminomcthylphcnylthioucctumido)—3—(3-hydroxypyridazin—
-6-ylthiomethyl)-3-cephem-4-carboxylsyrezwitterion (100-200 mesh).

25 ml vand (voluminet kan varieres).

14 ml 30% SEll-isopropanol.

Der fis i 1gbet af ca. } times hurtig omrgring ved 24°C nasten

en klar oplgsning. Blandingens temperatur haves hurtigt til 40-43°C.
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Temperaturen holdes her i ca. 2 minutter, hvorpa der hurtigt nedkgles
til 20-23°C.

Oplgsningen filtreres til fjernelse af uoplgseligt materiale
(den samlede tid pd oplgst form bgr ikke overskride 2 timer).

7 Oplgsningen med pll-verdien 7,3 settes i lgbet af et tidsrum pa
5 minutter til 600 ml absolut cthanol under meget hurtig omrgring
(andre alkoholer, sdsom vandfri isopropanol kan anvendes). Der dan-
nes et amor(t bundfald af di-(natriummcthansulfonatet) af natrium-7-
- (o-aminomethylphenylthioacetamido)~3~(3-hydroxypyridazin-6-ylthio-
methyl)-3-cephem-4-carboxylat. Blandingen omrgres i 5 minutter. Bund-
faldet opsamles ved filtrering, udvaskes med 060 ml ethanol (eller
isopropanol) og vakuumtgrres ved 50°C i 24 timer. Udbyttet andrager
ca. 4 g.

Produktet kan ved pli-verdien ca. 7 oplgses i vand i en mengde pé
mindst 200 mg/ml. En sddan oplgsning er stabil i mindst 2 timer ved
stuétemperatur. Mere fortyndede oplgsninger er stabile i endnu lznge-
re tidsrum. Produktet har samme antibakterielle spektrum som udgangs-
zwitterionen og er fuldt biologisk aktivt, hvadenten det er hydroly-

seret tilbage til zwittcrionformen eller ej.

Eksempel 19
Natrium-7-[B-N,N-bis-(Imxrﬂmsulﬁmmthyl)-aminomethylphenylthioacet-

amido/-3-(3-hydroxypyridazin-6-ylthiomethyl)-3-cephem-4-carboxylat.
Fremstilling under anvendelse af hydroxymcthansulfonat.

En blanding af 2,05 mmol 7-(o-aminomethylphenylthioacetamido)-
-3-(3-hydroxypyridazin-6-ylthiomethyl)-3-cephem-4-carboxylsyres zwit-
terion, 1,56 g (10 mmol) natriumhydroxymethansulfonatmonohydrat, 6 ml
(6 mmol) 1M SEH-oplgsning i ethylacetat, 10 ml isopropanol samt 10 ml
vand omrgres ved stuetemperatur i 3} time. Den fremkomne oplgsning
behandles med 1 g aktivt carbon og udheldes under omrgring i 300 ml
absolut ethanol, hvorpd blandingen omrgres ved stuetemperatur i 30
minutter til dannelse af det krystallinske produkt, som opsamles ved
filtrering, udvaskes med tre 50 ml portioner absolut ethanol og tgr-
Tes over PZOS ved 45—520/1 mm i 20 timer til dannelse af natrium-7-

- /[0-N,N-bis-(natriumsulfomethyl )-aminomethylphenylthioacetamido/-3~(3~-
-hydroxypyridazin-6-ylthiomethyl)-3-cephem-4-carboxylat, der er let
oplgseligt i vand (> 1 g/ml).
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Eksempel 20
Natrium-7-/0-N,N-bis=-(.natriumsulfomethyl )-aminomethylphenylthioacet-

amido/-3-(3-hydroxypyridazin-6-ylthiomethyl-3-cephem-4-carboxylat.
Fremstilling under anvendelse af formalin og natriumhydrogensulfit.
(a) En oplgsning af 1 ml (10 mmol) 30% formalin og 1 g natrium-
hydrogensulfit i 10 ml vand tilsattes successivt 2 mmol 7-(o-amino-
methylphenylthioacetamido)-3-(3~hydroxypyridazin-6-ylthiomethyl)-3-
-cephem-4-carboxylsyres zwitterion, 6 ml IM SEili-opldsning samt 10 ml

isopropanol. Blandingen omrgres i 2} time ved stuctemperatur og ud-
heldes i 300 ml ethanol. Det fremkomne natrium-7-/0-N,N-bis-( natrium-
sulfomethyl)—aminomethylphenylthioacetamidq]—S—(S-hydfoxypyridazin—
-6-ylthiomethyl)-3-cephem-4-carboxylat opsamles ved filtrering, ud-
vaskes med tre 50 ml portioner ethanol og tgrres i vakuum.

(b) En blanding af 2 mmol 7-(o-aminomethylphenylthioacetamido)-
-3-(3-hydroxypyridazin-6-ylthiomethyl)-3-cephem-4-carboxylsyres zwit-
terion, 6 ml 1M SEH i ethylacetat, 10 ml isopropanol samt 10 ml vand
tilsettes 1 ml (10 mmol) 30% formalin. Blandingen omrgres i 2 timer
ved stuetemperatur til dannelse af en klar oplgsning med en ringe
mengde olieagtigt bundfald. Herefter tilsattes 1 g natriumhydrogen-
sulfit, hvorpd oplgsningen omrgres i yderligere 2 timer, i lgbet af
hvilket tidsrum det olieagtige bundfald oplgses. Reaktionsblandingen
udheldes i 300 ml ethanol under kraftig omrgring til dannelse af fast
natrium-7-/o-N,N-bis-Mmatriumsulfomethyl .)-aminomethylphenylthioacet-
amido/-3-(3-hydroxypyridazin-6-ylthiomethyl)-3-cephem-4-carboxylat,
der opsamles ved filtrering, udvaskes med tre 50 ml portioner ethanol

og tdrres i vakuum.

Eksempel 21 - A.
7- (o-t-butoxycarbonylaminomethylphenylacetamido)-3-(3-hydroxypyrida-

zin-6-ylthiomethyl)-3-cephem-4-carboxylsyre

En omrgrt oplgsning af 1,9 g (3,75 mmol) 2,4-dinitrophenyl-o-t-
-butoxycarbonylaminomethylphenylacetat i 15 ml TUF tilsattes pd &n
gang cn afkdglet oplgsning af 1,14 g (3,3 mmol) 7-amino-3-(3-hydroxy-
pyridazin-6-ylthiomethy!l)-3-cephem-4-carboxylsyre samt 0,62 g (6,6
mmol) tricthylamin i 15 ml acetonitril og 5 ml vand under afkgling
ved 0°C. Man lader langsomt reaktionsblandingen ni stuetemperatur, og
der rgres natten over. Blandingen inddampes til fjernelse af organisk
oplgsningsmiddel under reduceret tryk ved en temperatur under 30°C, og
den tilbageblevne vandige oplgsning udvaskes med ether (10 ml x 3).
Den vandige fase daxkkes med 20 ml ethylacetat og syrnes til pH-vardien
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2,5 med fortyndet saltsyre under omrgring, hvorpd det organiske lag
fraskilles. Den vandige fase ekstraheres med ethylacetat (100 ml x 3).
Uoplgseligt matceriale, som fremkom under ekstraktionen, opsamledes ved
filtrering og udvaskedes med en ringe mangde vand til dannelse af 7-

- (o-t-butoxycarbonylaminomethylphenylacetamido)-3-(3-hydroxypyridazin-
-6-ylthiomethyl)-3-ccphem-4-carboxylsyre som ct lysegult pulver (0,30
g) (A). De forenede organiske ekstrakter behandledes med en ringe
mengde aktivt carbon og [iltrercdes. Filtratet tgrredes over vandig
natriumsulfat, og oplgsningsmidlet bortdampedes til dannelse af et
olieagtigt materiale, der udvaskedes godt med 50 ml ether til dannel-
se af 0,59 g 7-(o-t-butoxycarbonylaminomethylphenylacetamido)-3-(3-
-hydroxprridazin—b~ylthiomethy1)—3—cephem—4-carboxylsyre som et lyse-
gult pulver (B). Begge fraktioner (A) og (B) havde samme IR-spektre.
Samlet udbytte 0,89 g (86%). Smeltepunkt 160-170°C (dekomponering).
e V) X% 1780, 1710, 1690, 1680, 1530 et '

.y 1% NaHCO
uv: )_max 3 250 nm (£ 18400).

NMR: & DMiO 1,35 (9 1, s), 3,55 (2H, s), 4,02 (2 1, s), 3,3-4,7
(5 H, ikke godt adskilt), 4,95 (1M, d, 4 Hz), 5,50° (1 H, d-d, 9, 4
Hz), 6,64 (lH, d, 10 Hz), 7,04 (4 H, s), 7,18 (1 1, d, 10 Hz), 8,90°%
(1 H, d, 9 Hz), 12,60°F (1 H, br-s).
(x dublet (J=4 Hz) ved tilsetning af D,0.
af DZO)'
Analyse beregnet for C26H29N507SZ.§H20:

XX Forsvandt ved tilsatning

C: 52,34, H: 5,07, N: 11,74, S: 10,75
Fundet: C: 52,03, H: 4,98, N: 11,37, S: 10,09.

B.
7-(o-aminomethylphenylacetamido)-3-(3-hydroxypyridazin-6-ylthiomethyl)-
-3-cephem-4~-carboxylsyre

7 -(o-t-butoxycarbonylaminomethylphenylacetamido)-3-(3-hydroxy-
pyridazin—b-ylthidmcthyl)-3—ccphem~4-carboxylsyre (500 mg, 0,87 mmol)
sattes til 3 ml trifluoreddikesyre under omrgring ved OOC, hvorpa
blandingen omrgrtes i yderligere 1 time under 0°C. Der tilsattes 100

ml ether til reaktionsblandingen, og det fremkomne bundfald opsamle-

des ved filtrering. Bundfaldet suspenderedes i 10 ml vand, og pH-ver-
dien af denne suspension indstilledes pd 5 ved tilsaztning af fortyndet
ammoniumhydroxid under omrgring. Det gnskede produkt 7-(o-aminomethyl-

phenylécetamido)-3-(S-hydroxypyridazin—b-ylthiomethyl)-3—cephem-4-
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-carboxylsyre opsamledes ved filtrering, udvaskedes med fgrst 5 ml
vand og derpd 5 ml acetonitril og tgrredes i vakuum over phosphor—
pentoxid. Produktet vejede 286 mg (67%). Smeltcpunkt 222-230 °c (de-

komponering) -

) ﬁfr 1770, 1665, 1640, 1580, 1395, 1005 em !

uv: ) i;de““os 250 nm (£ 18400), 270 nm (sh) (& 14600).

NMR: & 2%3 K,C03 5 70 (2 11, s), 4,15 (21, s), 3,0-4,3 (41, ikke
godt adskilt), 4,90 (1H, d, 4 Hz), 5,45 (111, d, 4 Hz), 6,63 (1 H, d,
9 Hz), 7,15 (4 H, s), 7,20 (1 H, d, Hz). :

Analyse beregnet for C,.H,.N 0582.15H20:

212105
C: 49,02, H: 4,71, N: 13,61, S: 12,46.
Fundet: C: 48,66, H: 4,52, N: 13,04, S: 12,43.

Eksempel 22 - A.
7-(0—t—butoxycarbonylaminomethylphenylacetamido)—3—(3—hydroxypyrida-
zin-6-ylthiomethyl)-3-cephem-4-carboxylsyre

LEn oplgsning af 1,0 g (3,7 mmol) £ Eytoxycdrbonylamlnomethyl—

phenyleddikesyre samt 0,69 g (3,7 mmol) ml t¢r ethylacetat til-
sattes pd én gang 0,78 g N,N'- dlcyclohexylcarbodiimid, og blandingen

omrgrtes ved stuetemperatur i 1 time. Dicyclohexylurinstof, som ud-
skiltes, frafiltreredes, og filtratet inddampedes under reduceret
tryk til dannelse af den aktiverede ester som en gul olie. Den aktive
ester oplgstes i 30 ml THF og afkgledes til 0°c. Oplgsningen tilsat-
tes pd én gang en blanding af 7-amino-3-(3-hydroxypyridazin-6-ylthio-
methyl)-3-cephem-4-carboxylsyre (1,02 g, 3 mmol), 0,85 ml triethyl-
amin, 30 ml THF og 10 ml vand. Reaktionsblandingen omrgrtes ved stue-
temperatur i 16 timer og behandledes med aktivt carbon. Filtratet
fortyndedes med 50 ml vand og udvaskedes to gange med 100 ml ether.
Den vandige oplgsning dzkkedes med 100 ml ethylacetat og syrnedes

til pH-vardien 2 med fortyndet saltsyre under kraftig omrgring ved
5-10°C. Det vandige lag ckstraheredes to gange med 100 ml ethylacetat.
Det organiske lag forenedes med ethylacetatekstrakterne, tgrredes

over vandfri natriumsulfat, bchandledes med aktivt carbon og filtre-
redes. Bortdampning af oplgsningsmidlet tilvejebragte 7-(o-t-butoxy-
carbonylaminomethylphenylacetamido)—3—(3—hydroxypyridazin-6-y1thio-
methyl)-3-cephem-4-carboxylsyre som et lysegult olieagtigt faststof,
der tritureredes med 100 ml ether. Det BOC-beskyttede produkt opsam-
ledes ved filtrering, udvaskedes med 30 ml cther og tgrredes i vakuum.
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Produktet vejede 0,95 g (54%).

B.
7-(o-aminomethylphenylacetamido)-3-(3-hydroxypyridazin-6-ylthiomethyl)-

-3-cephem-4-carboxylsyre

En kold blanding af 0,95 g (1,6 mmol) af den BOC-beskyttede ce-
phalosporin, 7-(o-t-butoxycarbonylaminomethylphenylacetamido)-3-(3-
-hydroxypyridazin-0-ylthiomethyl)=-3-cephem-4-carboxylsyre, samt 6 ml
trifluoreddikcsyrc omrgrtes i 1 time ved 0-5°C. Der tilsattes til re-
aktionsblandingen 100 ml ether, og det fremkomne hvide bundfald op-
samledes ved filtrering og udvaskedes med 100 ml ether. Suspensionen
af bundfaldet i 10 ml vand indstilledes pd pll-verdien 5 med fortyndet
ammoniumhydroxid. Det gnskede produkt, 7-(o-aminomethylphenylacet-
amido)-3-(3-hydroxypyridazin-6-ylthiomethyl)-3-cephem-4-carboxylsyre,
frafiltreredes, udvaskedes med 50 ml acetonitril og tgrredes i va-
kuum over phosphorpentoxid. Udbytte 0,50 g (61%).

Eksempel 23 - A.
7—(d-t—butoxycarbonylaminomethylphenylacetamido)-3-(3—hydroxypyridazin-

-6-ylthiomethyl)-3-cephem-4-carboxylsyre

"En afkglet (-3 til OOC) og omrgrt oplgsning af 93 g 2,4-dinitro-
phenyl-o-t-butoxycarbonylaminomethylphenylacetat i 600 ml tetrahydro-
furan tilsattes pd én gang en afkglet oplgsning af 62 g (0,18 mol)
7-amino-3-(3-hydroxypyridazin-6-ylthiomethyl)~-3-cephem-4-carboxylsyre
samt 46 g (0,46 mol) triethylamin i 250 ml vand. Reaktionsblandingen
omrgrtes natten over, og man lod temperature stige til stuetemperatur.
Blandingen behandledes med 10 g trazkul og filtreredes. Filtratet ind-
dampedes til ca. 300 ml under reduceret tryk ved en temperatur under
40°C. Koncentratet udvaskedes med fem 200 ml portioner ether og behand-
ledes igen med ca. 20 g trzkul. Filtratet dazkkedes med 1 liter ether
og syrnedes med fortyndet saltsyre til pli-vaerdien 3,5 under kraftig
omrgring til dannelse af r& 7-(o-t-butoxycarbonylaminomethylphenyl-
acetamido)-3-(3-hydroxypyridazin-6-ylthiomethyl)-3-cephem-4-carboxyl-
syre, der opsamledes ved filtrering, udvaskedes med 2 liter ether,

2 liter vand og 0,5 liter ether efter tur. Produktet vejede 90 g.
Riproduktet opdeltes i to dele. Fgrste del (50 g) anvendtes til
neste trin uden yderligere rensning.
Anden del (40 g) oplgstes i 1 liter methanol til fjernelse af
mgrkfarvet uoplgseligt materiale (3,9 g), og filtratet inddampedes
til ca. 50 ml. Koncentratet tilsattes 300 ml acetonitril til dannelse
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af 17,4 g lysegult bundfald, der opsamledes ved filtrering og udva-
skedes med 100 ml acetonitril. Inddampning af moderluden tilvejebrag-

te yderligere 12,5 g produkt.

B.
7-(o-aminomethylphcnylacetamido)—3-(3~hydroxypyridazin—6-y1thiomethy1)-
-3-cephem-4-carboxylsyre

(a) 50 g al den rd 7-(o-t-butoxycarbonylaminomethylphenylacet-

amido)-S-(3—hydroxypyridazin-6-ylthiomethyl)—3—ccphem—4-carboxylsyre
oplgstes i 100 ml trifluoreddikesyre under afkgling. Oplgsningen om-
rgrtes 1 11 time ved 0-5°C. Tilsetning af 1 liter ether til oplgsnin-
gen tilvejebragte trifluoracetatet af den gnskede cephalosporin, hvil-
ket produkt opsamledes ved filtrering og udvaskedes med 300 ml ether.
Trifluoracetatet oplgstes i 100 ml vand, og oplgsningen indstilledes
pd pH-verdien 4 med 10% ammoniumhydroxid til dannelse af det farvede
produkt (26,6 g), hvilket udvaskedes med 300 ml vand og herefter 300
ml acetonitril, hvorpd produktet tgrredes i vakuum. Réproduktet op-
lgstes i 50 ml formamid ved stuetemperatur, og opl@sningen tilsattes
drabevis 150 ml vand til dannelse af en ringe mzngde farvet bundfald,
som frafiltreredes. Filtratet tilsattes 1,5 liter acetanitril til dan-
nelse af 7-(o-aminomethylphenylacetamido)-3-(3-hydroxypyridazin-6-
-ylthiomethyl)-3-cephem-4-carboxylsyre som et lysegult pﬁlver. Pro-
duktet vejede 9,8 g.

(b) Samme fremgangsmdde som ovenfor beskrevet anvendtes med to
fraktioner (17,4 g og 12,5 g) af genudfzldet 7-(o-t-butoxycarbonyl-
aminomethylphenylacetamido)—3—(3-hydroxypyridazin-6—ylthiomethyl)—3-
-cephem-4-carboxylsyre og tilvejebragte 12,3 g af det gnskede produkt,
7—(o-aminomethylphenylacetamido)—3-(3-hydroxypyridazin—6-ylthiomethyl)~
-3-cephem-4-carboxylsyre.

De to produkter fra (a) og (b), der ovenfor er beskrevet, havde
nesten samme IR-spektre og MIC-verdier. Produkterne forenedes og ana-
lyseredes. Smeltepunkt 208°C (dekomponering).

Analyse beregnet for CZIHZINSOSSZ.ZEHZO:
C: 47,36, H: 4,92, N: 13,15, S: 12,04
Fundet: C: 47,30, 1: 4,37, N: 13,67, S: 12,38
47,56 4,50 13,71.
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Eksempel 24
7-(o-aminomethylphenylacetamido)-3-(3-hydroxypyrimidin-6-ylthiomethyl)-

-3-cephem-4-carboxylsyre

En omrgrt suspension af 0,63 g (2,1 mmol) natrium-o-(l-ethoxy-
carbonyl-1-propen-2-ylaminomethvl)-phenylacetat 1 5 ml tgrret aceto-
nitril indeholdende 1 drdbe N,N'-dimethylbenzylamin tilsattes 0,25 g
(2,3 mmol) ethylchlorformiat under omrgring ved —lSoC, og omrgringen
fortsattes i 20 minutter ved -10 til -15%. Blandingen tilsattes pa
én gang en oplgsning af 0,71 g (2,1 mmol) 7-amino-3-(3-hydroxypyri-
dazin-6-ylthiomethyl)-3-cephem-4-carboxylsyre samt 0,21 g (2,1 mmol)
triethylamin i 3 ml acetonitril samt 3 ml vand, hvorpd blandingen om-
rgrtes 1 1 time ved 0°c. Reaktionsblandingen behandledes med en ringe
mengde trazkul og filtreredes. Filtratet tilsattes 0,5 ml myresyre
under omrystning, og blandingen filtreredes til fjernelse af en ringe
mengde uomsat 7-amino-3-(3-hydroxypyridazin-6-ylthiomethyl)-3-cephem-
-4-carboxylsyre. Filtratet tilsattes 100 ml acetonitril, og man lod
blandingen henstd i 1 time ved stuetemperatur. Bundfaldet opsamledes
ved filtrering, udvaskedes med 10 ml vand og tgrredes i vakuum til
dannelse af 0,49 g (48%) 7-(o-aminomethylphenylacctamido)-3-(3-hydroxy-
pyridazin—ﬁ-Ylthiomethyl)—3—cephem—4—carboxylsyre. Smeltepunkt 200-

-210°%C (dekomponering).

Eksempel 25 7
7-o-aminomethylphenylacetamido-3-(3-hydroxypyridazin-6-ylthiomethyl)-

-3-cephem-4-carboxylsyre

I en 1 liter trehalset rundbundet kolbe udstyret med et tgrre-
rgr, en topmonteret omrgrer og et termometer anbringes 24,0 g (0,08
mol) godt pulveriseret kalium-o-(l-carbomethoxypropen-2-ylaminomethyl)-
-phenylacetat i 350 ml tgr tetrahydrofuran (THF) samt 4 draber N,N-
dimethylbenzylamin. Suspensionen omrgres kraftigt, og der afkdles
til -35 til -40° med et kuldebad af acetone og tgris. Suspensionen
tilszttes 13,6 g (0,06 mol) isobutylchloroformiat pa én gang, medens
temperaturen holdes under -35%. Lfter 2} minut fjernes kuldebadet af

acctone og tgris, og der tilszttes en oplgsning af 0,036 mol 7-amino-
-3-(3-hydroxypyridazin-6-ylthiomethyl)-3-cephem-4-carboxylsyre samt
5;04 g (0,050 mol) N-methylmorpholin i 250 ml vand. Reaktionsblandin-
gen omrgres, indtil den nar stuetemperatur (1-2 timer). THF fjernes
under reduceret tryk. Den vandige opldsning dakkes med 100 ml ethyl-
acetat og syrnes til pli-verdien 1,7-2,0 med koncentreret HCl. Blandin-
gen behandles med 3,5 g trazkul ("Darco KB") og filtreres. Lagene ad-



39 144527

skilles, og den vandige fase ekstraheres med 2 x 100 ml portioner af
ethylacetat. Den vandige fase filtreres derpd gennem filterpapir, og
pH-verdien indstilles pd& 4,0. Efter skrabning henstir oplgsningen nat-
ten over ved 5-7° til udkrystallisation. Produktet opsamles ved fil-
trering, udvaskes med cn ringe mengde vand og tgrres i en vakuumekssik-
kator over PZOS. Udbyttet af 7-o-aminomethylphenylacetamido-3-(3~hy-
droxypyridazin-6-ylthiomethyl)-3-cephem-4-carboxylsyre er ca. 30%.

Lksempel 26

En suspension af zwitterionformen af 7-(o-aminomethylphenylacet-
amido)-3-(3-hydroxypyridazin-6-ylthiomethyl)-3-cephem-4-carboxylsyre
(0,361 g) i 3 ml methanol afkdles i is og behandles med f& dréber
koncentreret saltsyre, indtil der fds en klar oplgsning. 7-(o-amino-
methylphenylacetamido)-3~(3-hydroxypyridazin-6-ylthiomethyl)-3-cephem-
4-carboxylsyre,hydrochlorid udfelder som lysebrunt farvet faststof
ved tilsztning af ether og samles ved filtrering, hvorpd det tgrres

i vakuum over PZOS‘

Eksempel 27

En omrgrt suspension af zwitterionformen af 7-(o-aminomethylphe-
nylacetamido)—3-(3—hydroxypyridazin—6—y1thiomethy])-3-cephem-4-carb—
oxylsyre (0,361 g) tilsazttes 1IN vandig natriumhydroxid ved stuetempe-
ratur, indtil der fds en klar oplgsning med pH-verdien 10,8. Denne
oplgsning frysetgrres gjeblikkeligt til dannelse af uren fast natrium-
7- (o-aminomethylphenylacetamido)-3-(3-hydroxypyridazin-6-ylthiomethyl}-
~3-cephem-4-carboxylat.
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Fremstilling af dimethansulfonat
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Fremgangsmdde:

Anbring 2,0 mol (ca. 980 g pd vandfri basis) 7-(o-aminomethyl-
phenylacetamido—B—[3-hydroxypyridazin-6—y1thiomethyl)—3—cephem—4-carb-
oxylsyre, 540 g natriumformaldehydhydrogensulfit (4,03 mol), 3000 ml
vand og 2700 ml (4,87 mol) 30% SEIl (natrium-2-ethylhexanoat) 1 acetone
i en egnet beholder og opvarm under omrgring hlandingen til 40- -45°C.
Blandingen danner i lgbet af ca. 10 minutter en gul oplgsning.

Set efter 15 minutters opvarmning 50 g affarvende trzkul ("Darco

KB") til oplgsningen og omrgr i yderligere 15 minutter ved 40-45°C.

Filtrer gennem diatoméjord ("Dicalite) efter opvarmning af reak-
tionsblandingen til 40-45°C i ialt 30 minutter.

Udvask filterkagen med 2000 ml 50% ethanol-vand.

Foren filtraterne, indstil temperaturen pd 25 °c og szt ved 25 °c
oplgsningen til 112 liter 100% ethylalkohol under hurtig omrgring.

Der dannes et fint, hvidt, amorft bundfald af di(natriummethansulfona-
tet) af natrium-7—(o-aminomethylphenylacctamido—3—(S—hydroxypyridazin-
-6-ylthiomethyl)-3-cephem-4-carboxylat.

Omrgr suspensionen i ca. 10 minutter og filtrer herpa og udvask
filterkagen med 15 liter 100% ethylalkohol.

Tgr filterkagen ved 50-55°C i en ovn med luftcirkulation i ca. 2
timer og derpi under et vakuum ved 4-6 mm i 24 timer.

Udbyttet andrager ca. 1200-1400 g amorft, hvidt fast di-(natrium-
methansulfonatet) af natrium-7-(o-aminomethylphenylacetamido-3-(3-hy-
droxypyridazin-6-ylthiomethyl)-3-cephem-4~carboxylat. Produktet inde-
holder normalt adskillige procent vand og muligvis spor af ethanol.

Dette produkt betegnes ogsd natrium-7-/o-N,N-bis-(natriumsulfome-
thyl)—aminomethylphenylacetamidq]—S-(S-hydroxypyridazin-6-y1thiomethy1)
-3-cephem-4-carboxylat.

Eksempel 29

Der fremstilles fglgende opslamning:

2,19 g natriumformaldehydhydrogensulfit (2 xkvivalenter).

3,5¢ 7—(o—aminomethylphenylacetamido)-3-(3—hydroxypyridazin-6—
~y1thiomethy1)—3-cephem-4—carboxylsyrezwitterion (100-200 mesh).

25 ml vand (voluminet kan varicres).

14 ml 30% SEH-isopropanol.

Der fis i lgbet af ca. } times hurtig omrgring ved 24°C nasten en
klar oplgsning. Temperaturen af blandingen haves hurtigt til 40-43°cC.
Temperaturen holdes her i ca. 2 minutter, hvorpé der hurtigt afkdles

til 20-23°C
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Oplgsningen filtreres til fjernelse af uoplgseligt materiale (den
samlede tid pd oplgst form bgr ikke overskride to timer).

Oplgsningen med pl-verdi 7,3 sxttes i 1gbet af et tidsrum pd 5
minutter til 600 ml absolut ethanol under meget hurtig omrgring (an-
dre alkoholer, sdsom vandfri isopropanol, kan anvendes). Der dannes et
amorft bundfald af di{natriummethansulfonat) al 7-(o-aminomethylphenyl-
acetamido)-3-(3-hydroxypyridazin-6-ylthiomethyl)-3-cephem-4-carboxylat.
Blandingen omrgres i 5 minutter. Bundfaldet opsamles ved filtrering,
udvaskes med 60 ml ethanol (eller isopropanol) og vakuumtgrres ved
50°C i 24 timer. Udbyttet andrager ca. 4,3 g.

Produktet kan ved pH-vardien ca. 7 oplgses 1 vand i en mezngde pa
ca. 200 mg/ml. En sddan oplgsning er stabil i mindst 2 timer ved stue-
temperatur. Mere fortyndede oplgsninger er stabile i endnu langere
tidsrum. Produktet har samme antibakterielle spektrum som udgangszwit-
terionen og er fuldt biologisk aktivt, hvadenten det er hydrolyseret
tilbage zwitterionen eller ej.

Eksempel 30 )
Natrium-7-/o-N,N-bis-( natrhmsul&mwthyl)-aminomethylphenylacetamidq]-

-3-(3-hydroxypyridazin-6-ylthiomethyl)-3-cephem-4-carboxylat.
Fremstilling under anvendelse af hydroxymethansulfonat.

 En blanding 1 g (2,05 mmol) 7-(o-aminomethylphenylacetamido)- 3-
-(3-hydroxypyridazin-6-ylthiomethyl)-3-cephem-4-carboxylsyres zwitter-
ion, 1,56 g (10 mmol) natriumhfdromeethansulfonatmonohydrat, 6 ml
(6 mmol) 1M SEH-oplgsning i ethylacetat, 10 ml isopropanol og 10 ml
vand omrgrtes ved stuetemperatur i 3} time. Den fremkomne oplgsning
behandledes med 1 g aktivt carbon og udhazldtes under omrgring i 300
ml absolut ethanol, hvorpd blandingen omrgrtes ved stuetemperatur i
30 minutter til dannelse af det krystallinske produkt, som opsamledes
ved filtrering, udvaskedes med tre 50 ml portioner absolut ethanol
og tgrredes over PZOS ved 45-520/17mm i 20 timer til dannelse af 1,64
g natrium-7-/0-N,N-bis-(natriumsulfomethyl )-aminomethylphenylacetamido/-
-3~(3~-hydroxypyridazin-6-ylthiomethtyl)-3-cephem-4~carboxylat, der var
let oplgseligt i vand (> 1 g/ml). Smeltepunkt > 270°

1R: V XBT 1760, 1680-1620, 1580, 1400, 1200, 1040 cm™'.

uv: Al “ 0 249 nm (€ 14.900), 272 nm (€ 10.900, sh), 320 nm (€
2.100, sh).
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NMR: 6'3%3 3,30-4,0 (6H, m, S-CH,, @—CEZ—CO og ¢-C§2-N eller
3—CHZ—S), 4,04 (21, s, N—CQZ-Q eller 3-CH,-S), 4,30 (4H, s, N-CH, -
-SOSNa), 4,89 (1H, d, 4 Hz, 6-H), 5,40 (11, d, 4 Hz, 7-H), 6,78 (1H,
d, 9,5 Hz, pyridazin-H), 7,1-7,4 (4H, phenyl-H), 7,32 (1H, d, 9,5 Hz,
pyridazin-ii).

Eksempel 31
Natrium-7—[b-N,N-bis—(Imtrhmgulﬁmwthyl)—aminomcthylphenylacetamidQ]-

-3-(3-hydroxypyridazin-6-ylthiomethyl)~-3-cephem-4-carboxylat.
Fremstilling under anvendelse af formalin og natriumhydrogensulfit.

(a) En oplgsning af 1 ml (10 mmol) 30% formalin og 1 g natrium-
hydrogensulfit i 10 ml vand tilsattes successivt 0,975 g (2 mmol) 7-

- (o-aminomethylphenylacetamido)-3-(3-hydroxypyridazin-6-ylthiomethyl)-
-3-cephem-4-carboxylsyres zwitterion, 6 ml 1M SEH-opldgsning og 10 ml
isopropanol. Blandingen omrgrtes i 2} time ved stuetemperatur og ud-
heldtes i 300 ml ethanpl. Det fremkomne natrium-7-/o-N,N-bis-(natrium-
sulfomethyl)-aminomethylphenylacetamido/-3-(3-hydroxypyridazin-6-yl-
thiomethyl)-3-cephem-4-carboxylat opsamledes ved filtrering, udvaske-
des med tre 50 ml portioner ethanol og tgrredes i vakuum. Udbytte

1,60 g.

(b) En blanding af 0,975 g (2 mmol) 7-(o-aminomethylphenylacet-
amido)—3~(S-hydroxypyridazin-6—y1thiomethy1)-3-cephem-4-carboxylsyres
zwitterion, 6 ml 1M SEH i ethylacetat, 10 ml isopropanol og 10 ml
vand tilszttes 1 ml (10 mmol) 30% formalin. Blandingen omrgres i 2
timer ved stuetemperatur til dannelse af en klar oplgsning med en rin-
ge mengde olieagtigt bundfald. Efter tilsatning af 1 g natriumhydro-
gensulfit omrgres oplgsningen i yderligere 2 timer, hvorunder det
olieagtige bundfald oplgses. Reaktionsblandingen udhzldes i 300 ml
ethanol under kraftig omrgring til dannelse af 1,84 g natrium-7-/o-
-N,N-bis-(natriumsulfomethyl.)-aminomethylphenylacetamido/-3-(3-hydroxy-
pyridazin-6-ylthiomethyl)-3-cephem-4-carboxylat, der opsamledes ved
filtrering, udvaskedes med tre 50 ml portioner ethanol og tgrredes i

vakuum.
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PATENTKRAV

1. Cephalosporansyrederivat til anvendelse som mellemprodukt

ved fremstilling af cephalosporansyrederivater med den almene formel

CH,NNH,
. . . )
| : e \H N—N
§) -CH,-C-NH-CH —— CH  CHp —
* St : ! v enes—  Noom
0¢C'—_—_N\\()¢ " e —
COOH

I

hvori X betegner H eller OH, og m betegner 0 eller 1, under den
forudsztning at, nir X betegner OH, betegner m 0, eller ikke-toxiske
farmaceutisk anvendelige salte og let hydrolyserbare estere heraf,
KENDETEGNET ved, at det er 7-amino-3-(6-hydroxypyridazin-3-ylthio-
methyl)-3-cephem-4-carboxylsyre med formlen

/N
H,N-CH— CH CH N— N
Sl P isd Ne—w T

]
COOH

samt ikke-toxiske, farmaceutisk anvendelige salte og let hydrolyser-

bare estere deraf.
2, Cephalosporansyrederivat ifglge krav 1, KENDETEGNET ved,

at det er natrium- eller kaliumsaltet af forbindelse II.

Fremdragne publikationer:

DK patentansggning nr. 1174/71 (patent nr. 130742)
DE offentliggerelsesskrift nr., 2202274.

Langkjeer Kebenhavn
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