MINISTERIO DE INDUSTRIA @[ Al
REGISTAO DE LA PROPIEDAD INDUSTRIAL foe ES &

® 461.899

» [‘“'-_\ RIS
B - . @ FECHA DE PRESENTACION

PN 19

PATENTE DE INVENCION

ESPANA
ri’PRIQRlDADIS:
@NUM‘NO ) @ FECHA . @ PAIS
25447 13 de junio des 1975 INGLATERRA
@ l"mHA DE PUYBLICIDAD @CMSIFICAOION INTERNACIONAL PATENTE DE LA QUE €3 DIVISIONARIA

CotD

@'m:in.o OF LA INVENCION

PROCEDIMIENTO PARA PREPARAR COMPUESTOS 6-(p-HIDROXIFENILGLICILAMI
DO)~FENAM & T-(p-HIDROXIFENILGLICILAMIDO)~CEFEM.

@ SOLICITANTE (3

NOVO INDUSTRI A/S.

DAMICILIO OEL SOLICITANTE

~ Novo Alld, DK-2880 Bagsvaerd, Dinamarca

@mvm‘ron es) ‘. /’ y
ERLING GUDDAL, Ing.

@ TITULAR (X3]

(79 nepnesenTanTE

GOMEZ~ACEEO

UNE A+4  MOD, 308 UTILICESE COMO PRIMERA PAGINA DE LA MEMQRIA



10

15

25

30

-2 -

Esta invencidn se relaciona con un procedimiento
para preparar compuestos 6-(p-hidroxifenilglicilamido)-penam
é T-(p-hidroxifenilglicilamido)-cefem.

Ya se han descrito en la literatura varios dsteres
activos de aminodcidos protonados (Tetrahedron Iqtters 1965,
95, J. Chem. Soc. C 1968, 1219), pero tales compuestos sola-
mente han sido utilizados como componentes amino en la sinte-
gis de péptidos. A .

En general, la utilizacidn de proteccidn protdnica
de grupos amino en sintesis de pdptidos, ha encontrado hasta :
el presente al menos el siguiente obstdeulo principal:

Ia migracidn de protones no es permitible, perjudi—l
cando asi la formacidn del enlace péptido con el componente
emino sgin protonar.

Ia invencidn se relaciona con un procedimiento para
preparar compuestos 6-(p-~hidroxifenilglicilamido)-penam d
T-(p-hidroxifenilglicilamido)-cefem, que comprende hacer reac-

cionar un compuesto de fdérmula general:

q
H 0 ¢
I N
(330)351-0-@—?€-Dc-o-n\ /Y I
L ¢
3@ |
0
en la que Y
q es \\‘CH2
s 1O |
P ‘

con una fosfitoamida de un dster de dcido 6~aminopenicildnico

0 de un €ster de deido T-amino-3-cefem-4-carboxflico, en pre-
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sencia del hidrocloruro de una smina debil.

Los fogfitoamidas de dsteres de deido 6-aminopenicid
ldnico o de dsteres de deldo 7-sminocefalospordnico, se des-
criben en la Patente belga No. 809.110.

Puesto que la acilacidn de dichas fosfitoamidas con
los dsteres activados antes definidos es catalizada por protg
nes, ha de mantenerse una elevada actividad protdnica en el
medio de reaccidn durante toda la acilacidn. Dicha elevada
actividad protdnice se proporciona preferiblemente utilizando
como hidrocloruro el hidrocloruro de piridina.

Los rendimientos obtenidos mediante el proceso de
esta invencidn son elevados y no se observa racemizacidn del
D-(-)—p-hidroxifenilglicilo estdricamente labil. ‘

Los compuestosg que tienen la fdérmula general:

i
E 0 c
(H3C)3S:L-O(I}-lc|}-0-N/\l I

% ®x N
3 a9
0

en la que Y es ‘\\CHZ
¢ IO

o,

pueden ser preparados mediente reaccidn de D-(~)=p-trimetilgi-
liloxifenilglicil=N=carboxianhidrico con una N-hidroxiimida
de fdrmula general:




10

15

20

25

30

0
|
N
HON Y II
\o
il
0

en la que Y se define como anteriormente, en presencia de un
hidrocloruro de una amina debil y en un disolvente inerte.

La reaccidn se efectia preferibiemente en presencia
de hidrocloruro de piridina y en cloruro de métileno.

Los compuestos as{ preparados pueden ser aislados o
pueden utilizarse in situ en el procedimiento para la produc-

cidn de compusstos 6-(p-hidroxifenilglicilamido)-pen=m & T-(p

~hidroxifenilglicilamido)~cefem como dsteres activos.

Ia invencidn se describird a continuacidn con
mayor detalle haciendo referencia a los siguientés 8 jem-
plos.

EJEMPIO 1 )
p-trimetilsililoxi-D~(~)~fenilgliciloxisuccinimida, hidroclo-

rUrO

Se afiaden 0,575 g (5 mmoleg) de N-hidroxisuccinimi-
da a una solucidn de 0,58 g (5 mmoles) de hidrocloruro de pi-
ridina y 1,33 g (5 mmoles) de p-trimetilsililoxi-D-(-)-fenil-
glicina-N~carboxianhidrido en 17 ml de cloruro de metileno se~
co a OOC. Se desprende didxido de carbono ¥ degpués de 1 hora
solamente pusden detectarse trazas de N-carboxianhfdrido median
te cromatografia de capa fina (gel de silice, benceno/acetona
1:1, pulverizado con ninhidrina). El precipitado blanco, crig
talino, formado, se aisla por filtracidn para dar 1,02 g (55%)
de p-trimetilsililoxi-D~-(-)-fenilgliciloxisucecinimida, hidro-

cloruro.
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Anflisis:
Calculado para c15“é1"a°55101‘
Cs: 48,33%; H: 5,68%; N: 7,51%4; Cl: 9,51%

Encontrado: C: 48,25%; H: 5,37%; N: 7,54%; CL: 9,74%.

El espectro IR (KBr) muestra absorciones ca=
racteristicas en
1815 cmf1, 1780 cm | (&ster), 1730 cm-1, 1710 com -1 (imida
ciclica), y 840 ! (trimetilsililo).

El espectro RMN (D-DMF, Ext.) muestra sefiales

caracteristicas en:

8 ppm Correlacidn Integral
0,05 (s) Trimetilsililo 9 H
2,9 (s) 0=C~CH,=CH,~C=0 4 H
5,9 (s) H bencilico 1H
7,05 (d) J=9 H aromitico 2 H
7,6 (d) J=9 H aromitico 2 H
8-10 (amplio) NH 3 H
EJEMPLO 2

p=-Trimetilsililoxi-D=(-)-fenilgliciloxiftalimida,

hidrocloruro.

En 200 ml de tolueno seco se suspenden, a tem—

-peratura ambiente, 2,65 g (10 mmoles) de p-trimetilsililoxi-D-

(~)=fenilglicina-N~carboxianhidrido y 1,16 g (10 mmoles) de
hidrocloruro de piridina, Se affaden 1,67 g (10 mmoles) de
N-hidroxiftalimida en polvo fino y la mezcla se agita durante’
24 horas. El precipitado se aisla por Filtracidn y se lava
totalmente con cloruro de metileno para dar 3,66 g (85 %) de
p~trimetilsililoxi-D=(-)-fenilgliciloxiftalimida, hidrocloru=~
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Anélisi§:
Calculado para c19H21NaossiCl:
C: 54,33 % H: 5,03 %
Encontrado: C: 54,37 % H: 4,92 %.
El espectro IR (XBr) muestra absorciones
caracterfsticas en 1820 cm | y 1790 an (éster), 1750 oy

(imida ciclica), y 840 cm.-1 (trimetilsililo).

EJEMPLO 3

p~hidroxiampicilina

Método A:

Se affaden 4,2 ml (30 mmoles) de trietilamina
a una suspensidén de 3,24 g (15 mmoles) de &cido 6-aminopenici~-
linico y la mezcla se agita a temperatura ambiente hasta que
se forma una solucidn clara. Se affaden gota a gota 1,89 ml
(15 mmoles) de trimetilcloroﬁilano y la mezcla se agita duran-
te 1 hora, se enfria luego a 0y a continuacidn se afladen,
durante media hora, 1,35 ml (15 mmoles) de clorofosfito de
etileno, para producir 6-eti1enfosfitoamidopenicilanato de
trimetilsililo. En este momento, se aflade de una vez y en el
orden mencionado: 2,9 g (25 mmoles) de hidrocloruro de piridi-
na, 2,66 g (10 mmoles) de ﬁ-trimetilsililoxi—D—(-)-fenilglici-
na~N-carboxianhidrido ¥ 1,15 g (10 mmoles) de N~hidroxisucci-
nimida. La mezcla se agita a 02C durante la noche, tras lo
cual la valoracidén enzimitica indica un rendimiento de 96% de
penicilina,

Se aflade una solucidn de 6,7 ¢ de dioctilsul-
fosuccinato de sodio (Manoxol OT, BDH) en 50 ml de acetato
de etilo y el cloruro de metileno se evapora in vacuo., La
mezcla se vierte en hielo~agua, se ajusta el pH a 2 con 4cido
fosfbrico y se separan las fases. La fase acuosa se extracta
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| dos veces con 1,67 g de dioctilsulfosuccinato de sodio en

10 ml de acetato de etilo. Los extractos orginicos combinados
se affaden a 10 ml de agua y el pH se ajusta a 4,9 con dicoco-
metilamina (KEMAMINE T-6501) y se agita durante 1 hora a

02C para completar la precipitacién del trihidrato de p-hidro-
xiampicilina cristalina., Se aislan por Filtracidén 3,4 g del
producto (80%). La valoracidn enzimdtica indica una pureza

del 80 % y una reprecipitacién en agua a pH isoeléctrico pro- |
duce un compuesto puro, que muestra espectros IR y RMN idén-

ticos con aquellos de material auténtico.

Método B:

- A wna suspensidn de 3,24 g (15 mmoles) de -
fcido 6-aminopenicilénico en 23 ml de cloruro de metileno se-
co, se affaden 2,4 ml (30 mmoles) de piridina seguido por 1,9
mi (15 mmoles) de trimetilclorosilano y 1,35 ml (15 mmoles)
deé clorofosfito de etileno. Se inicia una reaccidn exotérmica,

poniendo la mezcla a un suave reflujo. Después de 2 horas de
agitacién a temperatura ambiente, se evapora una pequefia mues—
tra, se disuelve en deuterocloroformo y se registra el espec-
tro RMN: standard externo: T™S. El 6~hidrégenoc es representado
por un multiplete de cuatro seflales, centrado en g = 5 ppm,

a partir del cual y mediante anflisis de primer orden pueden

deducirse las siguientes constantes de combinacidn:

$ 12 Hz H 4'5 Hz.

Jpnen’ Jhcen

La adicidn de exceso de trietilamina al tubo
RMN convierte este espectro al modelo conocido de la base li-

bre.

La mezcla de reaccidn se enfria a 0¢C, se afia-

den 2,66 g (10 mmoles) de p-trimetilsililoxi=D-=(-)=-fenilglicina-

N-carboxianhidrido y 1,15 g (10 mmoles) de N-hidroxisuccinimida
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y la mezcla se agita a 02C durante 1a noche. La‘valorécién
enzimitica indica un rendimiento del 98 %. El producto se
precipita por adicidn de 1,6 ml de piridina y 7 g de carbén
activo (NORIT SU 18, conteniendo 7,5 % de agua). Después de
agitarse durante 1 hora a 02C y durante 1 hora a temperatura
ambiente, el precipitado se aisla por filtracibén y se resus-—
pende en 50 ml de hielo-agua. El carbdn se elimina por filtra~
cidén (la valoracidn enzimitica en este punto indica un rendi-
miento de 75 %), se afladen 4 g de perclorato sbédico, se ajusta
el pH a 1,5 con acido percildrico y el producto se extracta con.
n-butanol como la sal perclorato. A los extractos butandlicos
combinados se affaden 50 ml de agua, se ajusta el pH a 7 con
trietilamina y el producto se extracta de nuevo en agua, Las .
fases acuosas combinadas se ajustan a pH 4,8 y el butanol di-
suelto se separa por destilacidn azeotrdpica in vacuo, con lo
cual la p-hidroxiampicilina cristaliza como el trihidrato.
La primera cosecha de cristales asciende a 1,66 g (39%) mos-
trando espectros IR y RMN idénticos con los del material au-
téntico. A partir del filtrado se puede obtener otra cosecha
de cristales.

EJEMPLO 4

p=hidroxiampicilina

Una suspensién de 1,08 g (5 mmoles) de &cide
6-aminopenicilinico en 12,5 mi de cloruro de metileno SQCO';
1,4 ml (10 mmoles) de trietilamina se agita a temperatura
ambiente hasta que se obtiene una solucién clara: La mezcla
se enfria luego a -4092C y se afladen 0,45 mi (5 mmoles) de
clorofosfito de etileno. La mezcla se lleva a temperatura am-
biente y se agité durante 1 hora. Se afladen 0,3 ml (2,5 mmoles)

de dimetildiclorosilano y la mezcla se agita durante la noche

-
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a 02C, A dicha solucidn se affaden 0,4 ml de piridinay 1,8 g
(5 mmoles) de p~trimetilsililoxieD=(=)=fenilgliciloxisuccini-
mida, preparada como se ha descrito en el ejemplo 1.

La reaccidn se sigue por valoracidén enzimética

del rendimiento en penicilina:

Tiempo Rendimiento
11/2 h 50%
21/2 h 63%
31/2nh 70%
20 h 70%

La penicilina producida se comporta identicamen-
te a la p-hidroxiampicilina auténtica en la electrofbresis de
alta tensidn a pH 7. El producto puede ser aislado como se

describe en el ejemplo 3.

EJEMPLO 5
Acido 7-(D=X-amino—-&{~(p~hidroxifenil)-acetamido)=3~(1,2,3~

triazol=-5—-iltiometil)-3-cefem-4~carboxilico

Se suspenden 1,56 g (5 mmoles) de &cido 7-amino-
3=(1,2,3~triazol~5-il=tiometil) =3~cefem~4~carboxilico en 20 ml
de acetonitrilo seco, se afladen 2,1 ml (15 mmoles) de trietil-
amina y la mezcla se agita durante 2-3 horas aproximadamente
a temperatura ambiente, hasta obtener una solucidn clara. La
solucibn se enfria a 02C y se afiaden 0,45 ml (5 mmoles) de
clorofosfito de etileno (disuelto en 2,5 ml de acetonitrilo.
La mezcla se agita durante 30 minutos, se lleva a temperatura
ambiente y se affaden 1,26 ml de trimetilclorosilano (10 mmo-
les). Después de agitar durante 2 horas, el hidrocloruro de
trietilamina precipitado se separa por filtracidn (1,43 g).

Se afladen 2,32 ¢ (20 mmoles) de hidrocloruro de piridina,

2 g (7,5 mmoles) de p-trimetilsililoxi-D-(-)-fenilglicina-N-
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carboxianhidrido y 0,86 g (7,5 mmoles) de N~hidroxisuccinimida,
a la solucidn de bis=-trimetilsilil-7-etilenfosfitoamido=3-

(1,2,3=triazol-5~il=-tiometil)-3~cefem-4=-carboxilato y la mezcla
se agita a 02C durante la noche. La electrofdresis de papel de

alta tensidn indica wna acilacibdn casi cuantitativae.

Para la recuperacidn del producto de reaccidn,
se affaden 10 mmoles de dioctilsulfosuccinato de sodio, se eve~
pora el disolvente in vacuo y se sustituye por 30 ml de aceta~
to de etilo seguido por 15 ml de hielo-agua., El pH se ajusta a
1 ¥ la mezcla se agita durante 15 minutos y se filtra, seguido
por separacidn de las fases. La fase acuosa se extracta dos
veces con 5 ml de acetato de etilo conteniendo 2,5 mmoles de

dioctilsuwlfosuccinato de sodio.

La transferencia del producto a la fase orgéni-

ca se confirma por electroféresis de papel. Los extractos orgd i

nicos combinados se tratan con 1 g de carbdn activo (Norit SU
18) y se filtra a través de un auxiliar de filtracidn. Se afa-
den 9,5 ml de metanol y 0,5 ml de agua y se ajusta el pH a 4,5
con tricaprilamina. Se forma un precipitado blanco y después
de agitar durante 1,5 horas a 02C, el producto se aisla por -
filtracibdn, se lava con acetato de etilo y metanol y se seca
in vacuo, para dar 1,4 g de un polvo blanco, que muestra una
sola mancha en la electrofbéresis con papel a elevada tensién,
que se mueve como un anidén a pH 8 ¥ como un catién a pH 5. El
espectro RMN muestra seflales correspondientes a la estructura
propuesta.

Descrita suficientemente la naturaleza del in-
vento, as{ como la manera de realizarse en la practica, debe
hacerse constar que las disposiciones anteriormente indicadas
son susceptibles de modificaciones de detalle en cuanto no al-

teren su principio fundamental.
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REIVINDICACIONES
12,~ Procedimiento para preparar compusstos 6~(p-hi-
droxifenilglicilamido)-penam & 7-(p-hidroxifenilglicilamido)-

-cefem, caracterizado porgque comprende hacer reacclonar un com
puesto de fdérmule general:
0
i
H O C

(330)331-0-@_%-g-o-n/ >Y I |

N(:)HB 61(5\\ﬁ
0

en la qus Y e3 N
CH

2
NP ©
7

con una fosfitoamida de un dster de decido 6~-aminopenicildnico
0 de un éster de un decido T-amino-3-cefem-4-carboxilico, en
pregencia del hidrocloruro de una amina debil.

2¢,- Procedimiento segin la reivindicacidn 1, carac-—
terizado porque dicho hidrocloruro es hidrocloruro de piridi-
na.

3.~ Procedimiento segun la reivindicacidn 1, carac—
terizado porque se hace reaccionar el compussto de fdrmula I,
con una fosfitoemida de un silildster de d4cido 6-aminopenici-

ldnico o dcido T-amino-3-cefem—-4-carboxilico.
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48,- Procedimiento para preparar compusstos 6-(p-hi-
droxifenilglicilamido )-penam d 7-(p-hidroxifenilglicilamido)-
~cefem, tal y como queda sustancialmente descrito en la pre-
sente Memoria. |

Esta Memoria consta de 12 hojas, escritas a mdquina

por una sola cara. 54 :Jg 1977
Madrid ’
NOVO INDUSTRI A/S.
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