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69 Verfahren zur Herstellung von N-Acylderivaten und phosphorhaltigen N-Acylderivaten des
Antibiotikums Thienamycin.

@ N-Acylderivate und phosphorhaltige N-Acylderivate
des Antibiotikums Thienamycin der allgemeinen
Formel (II)

OH

1.2 (I
] SCH ,CH,NR
N COoH

o

worin
R! und R? unabhingig voneinander ausgewahlt sind aus
Wasserstoff, Acyl und phosphorhaltigem Acyl, mit
der Einschriinkung, dass R! und R? nicht beide Was-
serstoff sind und dass, wenn R* oder R? Acetyl be-
deutet, R* oder R? anders als Wasserstoff ist,
und deren nicht-toxische, pharmazeutisch annehmbaren
Salze, werden erhalten, indem man Thienamycin mit ei-
nem entsprechenden Acylierungsmittel behandelt und
erhaltene Verbindungen der Formel (II) gegebenenfalls
in deren nicht-toxische, pharmazeutisch annehmbare
Salze iiberfiihrt.
Die erhaltenen Verbindungen und deren pharma-
zeutisch annehmbaren Salze sind als Antibiotika geeig-
net.
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PATENTANSPRUCHE
1. Verfahren zur Herstellung von N-Acylderivaten und
phosphorhaltigen N-Acylderivaten des Antibiotikums Thien-
amycin der Formel (II)

OH

2

Cycloalkyl, Heteroaryl oder Heteroaralkyl; und n null oder 1
bis 4 ist.
5. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet,

dass der Acylrest die folgende Formel aufweist
5

X
/\ C (CH,) ZR5
2 -C
SCH.CH.NR'R (1) 2'n
2772 10
N COOH worin X O oder S bedeutet; Z Schwefel ist, wobei R die Bedeu-
O/ tung hat: Mercapto, Alkylamino, Dialkylamino, Alkyl, Alkyl-

worin R! und R? unabhingig voneinander Wasserstoff, Acyl
oder phosphorhaltiges Acyl bedeuten, unter der Massnahme
dass R! oder R2 nicht beide Wasserstoff sind und dass, wenn R!
oder R? Acetyl bedeutet, R? oder R! verschieden von Wasser-

stoff ist, und deren nicht-toxische, pharmazeutisch annehmbare

Salze, dadurch gekennzeichnet, dass man eine Verbindung der
Formel

OH

A

4

SCH 2CH 2NH 2

N COOH

mit einem entsprechenden Acylierungsmittel behandelt und
erhaltene Verbindungen der Formel (II) gegebenenfalls in
deren nicht-toxische, pharmazeutisch annehmbare Salze iiber-
fithrt.

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet,
dass der N-Acylrest die folgende Formel aufweist

X
"
—C-R 7

worin X O oder S bedeutet und R Wasserstoff, Amino, Alkyl-
amino, Dialkylamino, Alkyl, Alkylthio, Arylthio, Alkoxy, Ary-
loxy, Alkenyl, Alkinyl, Aryl, Aralkyl, Cycloalkyl, Heteroaryl
oder Heteroaralkyl ist.

3. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet,
dass der Acylrest die folgende Formel aufweist

X

" 3
-C (CHZ)nZR

worin X O oder S bedeutet; Z die Bedeutung hat von Carbonyl,

(1)

thio, Arylthio, Alkoxy, Aryloxy, Alkenyl, Alkinyl, Aryl, Aralkyl,
Cycloalkyl, Heteroaryl oder Heteroaralkyl; und n null oder 1
15 bis 4 ist.
6. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet,
dass der Acylrest die folgende Formel aufweist

20 X

" 6
-C(CH 2 ) n ZR
worin X O oder S bedeutet; Z NH ist, wobei R¢ die Bedeutung
25 hat: Amino, Hydroxy, Alkylamino, Dialkylamino, Alkyl, Alkyl-
thio, Arylthio, Alkoxy, Aryloxy, Alkenyl, Alkinyl, Aryl, Aralkyl,
Cycloalkyl, Heteroaryl oder Heteroaralkyl; und n null oder 1
bis 4 ist.
7. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet,
30 dass der Acylrest die folgende Formel aufweist

X

I

3 -CCHER?

worin X O oder S bedeutet; R” die Bedeutung hat H, Amino,
Mercapto, Hydroxy, Alkylamino, Dialkylamino, Alkyl, Alkyl-
thio, Arylthio, Alkoxy, Aryloxy, Alkenyl, Alkinyl, Aryl, Aralkyl,
40 Cycloalkyl, Heteroaryl oder Heteroaralkyl; R’ die Bedeutung
hat Amino, Hydroxy, Azido, Carbamoyl, Guanidino, Acyloxy,
Halogen, Sulfamino, Tetrazolyl, Sulfo, Carboxy, Carbalkoxy,
Phosphono, Alkoxy oder Arylthio mit der Ausnahme, dass R’
und R’ gleichzeitig nicht die Bedeutung Hydroxy, Amino oder
45 Mercapto haben kénnen.
8. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet,
dass der Acylrest ausgewihlt ist aus den Gruppen, bestehend
aus:

50 ('C'))m (X)n
-5-Y und -pP-y!
(O)n §"

wobei R? die Bedeutung hat: Amino, Mercapto, Hydroxy, Alkyl- 55

amino, Dialkylamino, Alkyl, Alkylthio, Arylthio, Alkoxy, Aryl-

oxy, Alkenyl, Alkinyl, Aryl, Aralkyl, Cycloalkyl, Heteroaryl oder

Heteroaralkyl; und n null oder 1 bis 4 ist.
4. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet,
dass der Acylrest die folgende Formel aufweist

X

n 4
—C(CH2)nZR

worin X O oder S bedeutet; Z Sauerstoff ist, wobei R* die

Bedeutung hat: Amino, Alkylamino, Dialkylamino, Alkyl, Alkyl-

thio, Arylthio, Alkoxy, Aryloxy, Alkenyl, Alkinyl, Aryl, Aralkyl,

worin X O oder S bedeutet; m und n unabhéingig voneinander 0
oder 1sind; Y = O®M®, -N(R®): oder R8, worin M+ ausgewihlt
ist aus Wasserstoff, Alkali- und Erdalkalikationen oder einer
organischen Base; R® Wasserstoff, Amino, Mercapto, Hydroxy,
60 Alkylamino, Dialkylamino, Alkyl, Alkylthio, Arylthio, Alkoxy,
Aralkoxy, Alkenyl, Alkinyl, Aryl, Aralkyl, Cycloalkyl, Hetero-
aryl oder Heteroaralkyl ist, Y’ und Y” unabhingig voneinan-
der ausgewahlt sind aus der Gruppe, bestehend aus O°M®,
-N(R?®)2und R3; und Y’ und Y” zusammen verbunden sein kon-
65 nen mit dem Phosphoratom, an welches sie gebunden sind,
unter Ausbildung eines cyclischen Esters oder Amids.
9. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet,
dass der Acylrest die folgende Formel aufweist
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0 X
" Al _ " 10
-C(CH,) -A-(CH,) -Y -C-R ,

worin bedeuten: R19 ist ausgewahlt aus der Gruppe bestehend
worin m und n 0 oder ganze Zahlen von 1 bis 5 sind; A die aus: Benzyl, p-Hydroxybenzyl, -Amino-4-carboxybutyl, Methyl,
Bedeutung hat: O, NR’ (R’ = Wasserstoff oder Niedrigalkyl Cyanomethyl, 2-Pentenyl, n-Amyl, n-Heptyl, Athyl, 3-und
mit 1 bis 6 Kohlenstoffatomen), S oder A eine Einfachbindung  4-Nitrobenzyl, Phenithyl, ,8-Diphenylithyl, Methyldiphenyl-
bedeutet und Y aus der folgenden Gruppe ausgewihlt ist: 10 methyl, Triphenylmethyl, 2-Methoxyphenyl, 2,6-Dimethoxyphe-

=

1.) Amino oder substituiertes Amino: nyl, 2,4,6-Trimethoxyphenyl, 3,5-Dimethyl-4-isoxazolyl, 3-Butyl-
5-methyl-4-isoxazolyl, 5-Methyl-3-phenyl-4-isoxyzolyl, 32-
-N(R%):2 und -N®(R®); Chlorphenyl)-5-methyl-4-isoxazolyl, 32,6-dichlorphenyl)-5-me-

thyl-4-isoxazolyl, D-4-Amino-4-carboxybutyl, D-4-N-Benzoyl-
worin die Werte fiir R? unabhiingig voneinander ausgewahlt 15 amino-4-carboxy-n-butyl, p-Aminobenzyl, o-Aminobenzyl,
sind aus: Wasserstoff; N(R): (R’ ist Wasserstoff oder Niedrig-  m-Aminobenzyl, p-Dimethylaminobenzyl, (3-Pyridyl)}methyl,
alkyl mit 1 bis 6 Kohlenstoffatomen); Niedrigalkyl und Nied- 2-Athoxy-1-naphthyl, 3-Carboxy-2-chinoxalinyl, 3{2,6-Dichlor-
rigalkoxyl mit 1 bis 6 Kohlenstoffatomen; Niedrigalkoxylnied-  phenyl)}-5{2-furyl)-4-isoxazolyl, 3-Phenyl4-isoxazolyl, 5-Methyl-
rigalkyl, worin die Alkoxylgruppe 1 bis 6 Kohlenstoffatome- 3+(4-guanidinophenyl)}4-isoxazoly], 4-Guanidinomethylphenyl,
enthilt und die Alkylgruppe 2 bis 6 Kohlenstoffatome enthélt; 2 4-Guanidinomethylbenzyl, 4-Guanidinobenzyl, 4-Guanidino-
Cycloalkyl und Cycloalkylalkyl, worin die Cycloalkylgruppe 3 phenyl, 2,6-Dimethoxy-4-guanidinophenyl, o-Sulfobenzyl, p-Car-
bis 6 Kohlenstoffatome und die Alkylgruppe 1 bis 3 Kohlenstoff- boxymethylbenzyl, p-Carbamoylmethylbenzyl, m-Fluorbenzyl,
atome enthilt; und zwei R>-Gruppen miteinander verbunden m-Brombenzyl, p-Chlorbenzyl, p-Methoxybenzyl, 1-Naphthyl-
seinkénnen mit dem Stickstoffatom, an welches sie gebunden ~ methyl, 3-Isothiazolylmethyl, 4-Isothiazolylmethyl, 5-Isothiazo-
sind, unter Ausbildung eines Ringes mit 3 bis 6 Kohlentoffato- 25 lylmethyl, Guanylthiomethyl, 4-Pyridylmethyl, 5-Isoxazolylme-

[y

men; thyl, 4-Methoxy-5-isoxazolylmethyl, 4-Methyl-5-isoxazolylme-
2.) Amidino und substituiertes Amidino: thyl, 1-Imidazolylmethyl, 2-Benzofuranylmethyl, 2-Indolylme-
9 thyl, 2-Phenylvinyl, 2-Phenyldthynyl, 1-Aminocyclohexyl, 2-und
-N=C~-N(R") 3-Thienylaminomethyl, 2{(5-Nitrofuranyl)-vinyl, Phenyl, o-Me-
' 2 30 thoxyphenyl, o-Chlorphenyl, o-Phenylphenyl, p-Aminomethyl-
R benzyl, 145-Cyanotriazolyl)-methyl, Difluormethyl, Dichlorme-

thyl, Dibrommethyl, 1-(3-Methylimidazolyl}-methyl, 2- oder 3-(5-
worin die Werte fiir R® unabhingig voneinander ausgewihlt Carboxymethylthienyl}-methyl, 2- oder 3(4-Carbamoylthienyl)-
sind aus der Gruppe, bestehend aus: Wassertoff; N(R")2(R’ ist  methyl, 2- oder 3{5-Methylthienyl)}-methyl, 2- oder 3(5-Metho-
Wasserstoff oder Niedrigalkyl mit 1 bis 6 Kohlenstoffatomen); 35 xythienyl}-methyl, 2- oder 3(4-Chlorthienyl)}-methyl, 2- oder 3-(5-
Niedrigalkyl und Niedrigalkoxyl mit 1 bis 6 Kohlenstoffato- Sulfothienyl)}-methyl, 2- oder 3{(5-Carboxythienyl)-methyl,
men; Niedrigalkoxyniedrigalkyl, worin die Alkoxylgruppe 1 bis  3<1,2,5-Thiadiazolyl}-methyl, 3{4-Methoxy-1,2,5-thiadiazolyl)-

6 Kohlenstoffatome und die Alkylgruppe 2 bis 6 Kohlenstoff- methyl, 2-Furylmethyl, 2<(5-Nitrofuryl)}-methyl, 3-Furylmethy],
atome enthélt (und wenn der Niedrigalkoxyniedrigalkylrestan ~ 2-Thienylmethyl, 3-Thienylmethyl, Tetrazolylmethyl, Benzami-
das Kohlenstoffatom der Alkylgruppe gebunden ist, diese 1 bis 40 dinomethyl und Cyclohexylamidinomethyl.

6 Kohlenstoffatome enthilt); Cycloalkyl und Cycloalkylalkyl, 11. Verfahren nach einem der Anspriiche 3 bis 6, dadurch
worin der Alkylrest 1 bis 3 Kohlenstoffatome enthélt und zwei  gekennzeichnet, dass R! Wassertoff bedeutet und R? einen
R®-Gruppen miteinander verbunden sein kénnen mit dem Acylrest der folgenden Formel darstellt
Atom, an welches sie gebunden sind unter Ausbildung eines
Ringes mit 3 bis 6 Kohlenstoffatomen; 45 ?'i 10
3.) Guanidino und substituiertes Guanidino: -C(CH 5 ) n 7R ,
—NH-C-N(R9)2
n ’ worin der Rest -(CHz), ZR!° des Acylrestes ausgewahlt ist aus
NR so der Gruppe, bestehend aus: Allylthiomethyl, Phenylthiomethyl,
Butylmercaptomethyl, a-Chlorcrotylmercaptomethyl, Pheno-
worin R® die unter 2.) angegebene Bedeutung hat; xymethyl, Phenoxyathyl, Phenoxybutyl, Phenoxybenzyl, Diphe-
4.) Guanyl und substituiertes Guanyl: noxymethyl, Dimethylmethoxymethyl, Dimethylbutoxymethyl,
Dimethylphenoxymethyl, 4-Guanidinophenoxymethyl, 4-Pyri-
—C=NR9 , 55 dylthiomethyl, p{Carboxymethyl)}-phenoxymethyl, p-Carboxy-
X methyl)-phenylthiomethyl, 2-Thiazolylthiomethyl, p-(Sulfo)-phe-
9 noxymethyl, p(Carboxymethyl)-phenylthiomethyl, 2-Pyrimidi-
N(R”) 2 nylthiomethyl, Phenathylthiomethyl, 145,6,7,8-Tetrahydronaph-
thyl)-oxymethyl, N-Methyl-4-pyridiniumthio, Benzyloxy, Me-
worin R® die unter 2.) (oben) angegebene Bedeutung hat; 60 thoxy, Athoxy, Phenoxy, Phenylthio, Amino, Methylamino,

5.) Stickstoff enthaltende mono- und bicyclische Heterocye-  Dimethylamin, Pyridiniummethyl, Trimethylammoniummethyl,
len (aromatisch und nicht-aromatisch) mit 4 bis 10 Kernkohlen- ~ Cyanomethylthiomethyl, Trifluormethylthiomethyl, 4-Pyridyl-

stoffatomen, worin das Heteroatom oder die Heteroatome, ithyl, 4-Pyridylpropyl, 4-Pyridylbutyl, 3-Imidazolylithyl, 3-Imi-
zusétzlich zu dem Stickstoffatom ausgewihlt sind aus der dazolylpropyl, 3-Imidazolylbutyl, 1-Pyrrolothyl, 1-Pyrrolopro-
Gruppe Sauerstoff und Schwefel. 65 pyl und 1-Pyrrolobutyl.

10. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, 12. Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet,
dass R! Wasserstoff ist und R? einen Acylrest der folgenden dass R! Wasserstoff ist und R? einen Acylrest der folgenden

Formel bedeutet Formel bedeutet
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X

CC‘L’-IR]']'R:L2

worin die Gruppe -CHR"'R'? des Acylrestes ausgewilt ist aus 5
der Gruppe bestehend aus: a-Aminobenzyl, o-Amino-(2-thie-
nyl)}methyl, a-(Methylamino)-benzyl, a-Amino-methylmercap-
topropyl, a-Amino-3- oder 4-chlorbenzyl, a-Amino-3- oder
4-Hydroxybenzyl, a-Amino-2,4-dichlorbenzyl, a-Amino-34-di-
chlorbenzyl, D(-)}-a-Hydroxybenzyl, a-Carboxybenzyl, 10
a-Amino-(3-thienyl}-methyl, D{-)}-«-Amino-3-chlor-4-hydroxy-
benzyl, a-Amino-(cyclohexyl)}methyl, a<(5-Tetrazolyl)}-benzyl,
2-Thienylcarboxymethyl, 3-Thienylcarboxymethyl, 2-Furylcar-
boxymethyl, 3-Furylcarboxymethyl, a-Sulfaminobenzyl, 3-Thie-
nylsulfaminomethyl, a(N-Methylsulfamino)-benzyl, D-(-)-2- 15
Thienylguanidinomethyl, D{(-)a-guanidinobenzyl, a-Guanylu-
reidobenzyl, a-Hydroxybenzyl, a-Azidobenzyl, o-Fluorbenzyl,
4-(5-Methoxy-1,3-oxadiazolyl)-aminomethyl, 4-(5-Methoxy-1,3-
oxadiazolyl)}-hydroxymethyl, 4-(5-Methoxy-1,3-sulfadiazolyl)-
hydroxymethyl, 45-Chlorthienyl)}-aminomethyl, 2-(5-Chlorthie- 20
nyl)-hydroxymethyl, 2(5-Chlorthienyl)-carboxymethyl, 3<(1,2-
Thiazolyl)}-aminomethyl, 31,2-Thiazolyl)}-hydroxymethyl, 3-(1,2-
Thiazolyl)-carboxymethyl, 2-Thiazolylaminomethyl, 2-Thiazo-
lylhydroxymethyl, 2-Thiazolylcarboxymethyl, 2-Benzothienyl-
carboxymethyl, 2-Benzothienylhydroxymethyl, 2-Benzothienyl- 25
carboxymethyl, a-Sulfobenzyl, a-Phosphonobenzyl, ¢-Digthyl-
phosphono und a-Monoithylphosphono.

13. Verfahren nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet,
dass R! Wasserstoff ist und R? ein Acylrest der folgenden For-
mel ist 30

0
f o
~CCH CH2CH2N (CH3) 3

~CCH 2 CH,C N (cH

2 32

ﬁ - 4NH
- CHZS-CHZ-—C'

‘Nﬂz

oder

9 NH

C/
2\
m[Z

-CCH 2 ~-0~CH

-0 ~ NH bestehend aus: Formyl, Propionyl, Butyryl, Chloracetyl, Metho-
n u 35 xyacetyl, Aminoacetyl, Methoxycarbonyl, Athoxycarbonyl,
«~CCH 2 Ch 2NEC-CH Methylcarbamoyl, Athylcarbamoyl, Phenylthiocarbonyl,

i} 3 3-Aminopropionyl, 4-Aminobutyryl, N-Methylaminoacetyl,
N,N-Dimethylaminoacetyl, N,N,N-Trimethylaminoacetyl,
3-(N,N-Dimethyl)-aminopropionyl, 3-(N,N,N-Trimethyl)}-amino-

R I'N!IH 40 propionyl, N,N,N-Tridthylaminoacetyl, Pyridiniumacetyl, Gua-
- T nylthioacetyl, Guanidinoacetyl, 3-Guanidinopropionyl, N3-Me-
LCHZ CH 2 NRC-H thylguanidinopropionyl, Hydroxyacetyl, 3-Hydroxypropionyl,
Acryloyl, Propinoyl, Malonyl, Phenoxycarbonyl, Amidinoace-
tyl, Acetamidinoacetyl, Amidinopropionyl, Acetamidinopro-
o Nd 45 pionyl, Guanylureidoacetyl, Guanylcarbamoyl, Carboxy-
n i methylaminoacetyl, Sulfoacetylaminoacetyl, Phosphonoacety-
~CCH MO - laminoacetyl, N*-Dimethylaminoacetamidinopropionyl, Ur-
2 cH Zh HC-NH 2 eidocarbonyl, Dimethylaminoguanylthioacetyl, 3(1-Methyl-4-
pyridinium)-propionyl, 3{5-Aminoimidazol-1-yl)-propionyl,
50 3-Methyl-1-imidazoliumacetyl, 3-Syndonylacetyl, o-Aminome-
g thylbenzoyl, o-Aminobenzoyl,
=CCH
2CHZN(CH3)2
O
) @ 55 | l . )
- -p({oCcH
—ECHZCHZN(CHS)B P(ocH3), , -P(OCH;),
é ﬁH 60 “ OCH 3
-CCH,CH,C-NH,, \ONa + ~P[N(CH4) ,],,
' S
CH) ;‘IH 65
; ~P-N(Cl,} ~-P{N(CH,),]
32 372°27
~CCH CH,NHC-
2CH2LH2M*1C CH3 ONa

14. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet,
dass R! Wasserstoff ist und R? ausgewihlt ist aus der Gruppe,
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'S oder ein Aminsalz, wie NHs, N(R’);, worin R’ Alkyl mit 1 bis 6
l Kohlenstoffatomen ist, und dergleichen.
R!und R?sind weiter oben definiert. Bevorzugte erfin-
~-P-N(CH 3 ) 2 dungsgemisse Verbindungen sind solche, in denen R! Wasser-
5 stoff und R? Acyl ist. Der Ausdruck «Acyl» schliesst durch Defi-
ONa nition die Alkanoyle, einschliesslich Derivate und Analoge

davon, ein, wie z. B. die Thioanalogen, bei denen der Carbonyl-
sauerstoff durch Schwefel ersetzt ist, sowie auch Diacylreste,
beidenen R! und R? miteinander verbunden sind. Eingeschlos-
Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung von 10 sen sind auch Schwefel- und Phosphor-Acylanaloge, wie substi-
N-Acylderivaten und phosphorhaltigen N-Acylderivaten des tuierte Sulfonyl-, Sulfinyl- und Sulfenyl-Reste und substituierte

Antibiotikums Thienamycin der Formel P(IIT)- und P(V)-Reste, wie die substituierten Phosphor-, phos-
OH phorig-, phosphonig- und phosphinig-Reste. Solche bevorzugte
* Acylreste werden nachfolgend niher definiert.
/\ 12 15 Es besteht ein stindiger Bedarf an neuen Antibiotika, denn
es gibt bisher keine statische Wirksamkeit fiir ein gegebenes
SCH ZCH ZNR R (11 ) Antibiotikum, weil die fortwihrende Anwendung im breiten
Umfang eines solchen Antibiotikums selektiv die Bildung von
7 N COOH resistenten Stimmen von Pathogenen erhéht. Dariiber hinaus
0 20 haben die bekannten Antibiotika den Nachteil, dass sie nur
gegen gewisse Typen von Mikroorganismen wirksam sind. Des-
worin R! und R? unabhingig voneinander Wasserstoff, Acyl halb wird immer noch nach neuen Antibiotika geforscht.
oder phosphorhaltiges Acyl bedeuten, unter der Massnahme Unerwarteterweise wurde nun gefunden, dass die erfin-

dass R' und R? nicht beide Wasserstoff sind und dass, wennR'  dungsgemass herstellbaren Verbindungen der Formel IT Anti-
oder R* Acetyl bedeutet, R? oder R' verschieden von Wasser- 25 biotika mit breitem Spektrum darstellen, die sowohl fiir Tiere
stoff ist, und deren nicht-toxische, pharmazeutisch annehmba-  und fiir die Humantherapie und in unbeseelten Systemen niitz-

ren Salze. lich sind.
Das erfindungsgemasse Verfahren ist dadurch gekenn- Esist daher ein Ziel der vorliegenden Erfindung, ein Verfah-
zeichnet, dass man eine Verbindung der Formel ren zur Herstellung einer neuen Klasse von Antibiotika zur
30 Verfiigung zu stellen, welche die grundlegende Kernstruktur
OH des Thienamycins (I) haben, die jedoch N-Acylderivate davon
A darstellen. Diese Antibiotika sind in einem breiten Bereich von
Pathogenen, fiir welche sowohl gram-positive Bakterien repri-
SCH 2CH 2NH 2 (L) sentativ sind, wie S. aureus, Strep. pyogenes und B. subtilis, und
35 gram-negative Bakterien, wie E. coli, Proteus morganii, Serratia
N COOH und Klebsiella, wirksam.
/ Bevorzugte Acylreste R! oder R?sind unter z. B. substitu-
0) ierte oder unsubstituierte aliphatische, aromatische oder hete-

o . ) rocyclische, araliphatische oder heterocyclylaliphatische Car-
mit einem entsprechenden Acylierungsmittel behandeltund 40 boxylsaurereste, ein substituierter oder unsubstituierter Carba-
erhaltene Verbindungen der Formel (II) gegebenenfalisindie  mylrest oder ein Carbothioséurerest.

entsprechenden Salze iiberfiihrt. Eine bevorzugte Gruppe von Acylresten weist z. B. die fol-
Die erfindungsgemass erhaltenen Verbindungen sowie gende Formel auf

deren pharmazeutisch annehmbaren Salze sind als Antibiotika X

geeignet. 45 "
Durch den weiter oben angefiihrten Disclaimer werden ' ~C-R"

bereits bekannte Verbindungen ausgeklammert.

Thienamycin ist das Ausgangsmaterial, das zur Herstellung  worin X Sauerstoff oder Schwefel bedeutet und R” die fol-
der beschriebenen Verbindungen benétigt wirdund esistinder gende Bedeutung hat: Wasserstoff, Amino; substituiertes
US-PS 3950 357 beschrieben. Thienamycin hat die weiter oben sy Amino, wie Alkyl- und Dialkylamino, worin der Alkylrest 1 bis 6

angegebene Formel . ' " Kohlenstoffatome umfasst; substituierte oder unsubstituierte
Die erfindungsgemass herstellbaren Verbindungen kénnen  Reste, wie geradkettige oder verzweigtkettige Alkylreste,
einfacher durch die folgende Formel dargestellt werden: worin der Alkylrest 1 bis 6 Kohlenstoffatome umfasst; Mer-

capto, wie Alkylthio, typischerweise umfassend 1 bis 6 Kohlen-
55 stoffatome; Arylthio, typischerweise umfassend 6 bis 10 Koh-

OH lenstoffatome; Hydroxy, wie Alkoxy, typischerweise umfassend
1 bis 6 Kohlenstoffatome; Aryloxy, welches typischerweise 6
Th NRle bis 10 Kohlenstoffatome umfasst; Alkenyl- oder Alkynylgrup-

(II) pen,die typischerweise 2 bis 6 Kohlenstoffatome umfassen;
60 Aryl wie Phenyl; Aralkyl, wie Benzyl; Cycloalkyl, welches typi-
COooM scherweise 3 bis 6 Kohlenstoffatome umfasst; oder eine Hete-
roaryl- oder Heteroaralkylgruppe (mono- oder bicyclische),
worin die Alkylgruppe typischerweise 1 bis 3 Kohlenstoff-

worin «Th» den bicyclischen Kern des Thienamycins wieder- atome umfasst und der heterocyclische Ring typischerweise 4

gibt und die OH-, Amino- und Carboxygruppen des Thienamy- ¢; bis 10 Atome enthiilt und das Heteroatom oder die Hetero-

cins angegeben sind. atome ausgewihlt sind aus O, N und S; die vorgenannten Grup-
M bedeutet Wasserstoff oder ein Salzkation, aus -Alkali- pierungen kénnen unsubstituiert sein oder sie kénnen substitu-

oder Erdalkalimetallen, wie Natrium, Kalium oder Calcium iert sein durch Reste, wie OH, SH, SR (R ist Niedrigalkyl oder
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Aryl, wie Phenyl), Alkyl oder Alkoxygruppen mit 1 bis 6 Koh- Derartige Reste sind z. B. Allylthiomethyl, Phenylthiome-
lenstoffatomen, Halogen, Cyano, Carboxy, Sulfamino, Carba- thyl, Butylmercaptomethyl, a-Chlorocrotylmercaptomethyl,
moyl, Sulfonyl, Azido, Amino, substituiertes Amino, wie Alkyl- Phenoxymethyl, Phenoxyithyl, Phenoxybutyl, Phenoxybenzyl,
amino einschliesslich quaternires Ammonium, worin die Alkyl-  Diphenoxymethyl, Dimethylmethoxymethyl, Dimethylbutoxy-
gruppen 1 bis 6 Kohlenstoffatome haben, Halogenalkyl, wie 5 methyl, Dimethylphenoxymethyl, 4-Guanidinophenoxymethyl,
Trifluormethyl, Carboxyalkyl, Carbamoylalkyl, N-substituiertes ~ 4-Pyridylthiomethyl, p{Carboxymethyl)}-phenoxymethyl,
Carbamoylalkyl, worin die Alkylgruppe der vorgenanntenvier ~ p{Carboxymethyl)}-phenylthiomethyl, 2-Thiazolylthiomethyl,
Reste 1 bis 6 Kohlenstoffatome umfasst, Amidino, Guanidino, p-(Sulfo)}-phenoxymethyl, p{Carboxymethyl)-phenylthiomethyl,
N-substituiertes Guanidino, Guanidinoniedrigalkyl und derglei-  2-Pyrimidinylthiomethyl, Phenathylthiomethyl, 1-(5,6,7,8-Tetra-
chen. Typische Beispiele fiir solche Acylgruppen, die hier 10 hydronaphthyl)-oxomethyl, N-Methyl-4-pyridylthio, Benzyloxy,
erwihnt werden konnen, sind solche, bei denen R” die folgende  Methoxy, Athoxy, Phenoxy, Phenylthio, Amino, Methylamino,
Bedeutung aufweist: Benzyl, p-Hydroxybenzyl, 4-Amino-4-car-  Dimethylamino, Pyridiniummethyl, Trimethylammonium-
boxybutyl, Methyl, Cyanomethyl, 2-Pentenyl, n-Amyl, n-Heptyl, — methyl, Cyanomethylthiomethyl, Trifluormethylthiomethyl,
Athyl, 3- oder 4-Nitrobenzyl, Phenithyl, ,p-Diphenylithyl, Me-  4-Pyridylathyl, 4-Pyridylpropyl, 4-Pyridylbutyl, 3-Imidazolyl-

thyldiphenylmethyl, Triphenylmethyl, 2-Methoxyphenyl, 15 4thyl, 3-Imidazolylpropyl, 3-Imidazolylbutyl, 1-Pyrrolodthyl,
2,6-Dimethoxyphenyl, 24,6-Trimethoxyphenyl, 3,5-Dimethyl4-  1-Pyrrolopropyl und 1-Pyrrolobutyl.

isoxazolyl, 3-Butyl-5-methyl-4-isoxazolyl, 5-Methyl-3-phenyi-4- Insbesondere sind Acylreste der Formel

isoxazolyl, 3(2-Chlorphenyl)-5-methyl-4-isoxazolyl, 3(2,6-Di-

chlorphenyl)-5-methyl-4-isoxyzolyl, D-4-Amino-4-carboxybutyl, X
D-4-N-Benzoylamino4-carboxy-n-butyl, p-Aminobenzyl, o-Ami- 20 " 4

nobenzyl, m-Aminobenzyl, p-Dimethylaminobenzyl, (3-Pyridyl)- -C (CH2 ) nZR

methyl, 2-Athoxy-1-naphthyl, 3-Carboxy-2-chinoxalinyl, 3-(2,6-

Dichlorphenyl)-5{2-furyl)}-4-isoxazolyl, 3-Phenyl-4-isoxazolyl, worin X O oder S bedeutet; Z Sauerstoff ist, wobei R* die
5-Methyl-3<(4-guanidinophenyl)-4-isoxazolyl, 4-Guanidino- Bedeutung hat: Amino, Alkylamino, Dialkylamino, Alkyl, Alkyl-
methylphenyl, 4-Guanidinomethylbenzyl, 4-Guanidinobenzyl, 25 thio, Arylthio, Alkoxy, Aryloxy, Alkenyl, Alkinyl, Aryl, Aralkyl,
4-Guanidinopheny), 2,6-Dimethoxy-4-guanidino, o-Sulfobenzyl,  Cycloalkyl, Heteroaryl oder Heteroaralkyl; und n 0 oder 1 bis 4
p-Carboxymethylbenzyl, p-Carbamoylmethylbenzyl, m-Fluoro-  ist, besonders bevorzugt.

benzyl, m-Brombenzyl, p-Chlorbenzyl, p-Methoxybenzyl, Ein weiterer bevorzugter Acylrest besitzt die folgende For-
1-Naphthylmethyl, 3-Isothiazolylmethyl, 4-Isothiazolylmethyl, mel

5-Isothiazolylmethyl, Guanylthiomethyl, 4-Pyridylmethyl, 5-Iso- 30 X

xazolylmethyl, 4-Methoxy-5-isoxazolylmethyl, 4-Methyl-5-isoxa- " 5

zolylmethyl, 1-Imidazolylmethyl, 2-Benzofuranylmethyl, 2-Indo- ~-C(CH 2 ) nZ R

lylmethyl, 2-Phenylvinyl, 2-Phenyldthynyl, 1-Aminocyclohexyl,

2-und 3-Thienylaminomethyl, 2-(5-Nitrofuranyl)-vinyl, Phenyl,

o-Methoxyphenyl, o-Chlorphenyl, o-Phenylphenyl, p-Amino- 35 worin X O oder S bedeutet; Z Schwefel ist, wobei R’ die Bedeu-
methylbenzyl, 1{5-Cyanotriazolyl)}methyl, Difluormethyl, Di- tung hat: Mercapto, Alkylamino, Dialkylamino, Alkyl, Alkyl-
chlormethyl, Dibrommethyl, 1-(3-Methylimidazolyl}methyl,2- thio, Arylthio, Alkoxy, Aryloxy, Alkenyl, Alkinyl, Aryl, Aralkyl,
oder 3<(5-Carboxymethylthienyl)}-methyl, 2- oder 3{4-Carba- Cycloalkyl, Heteroaryl oder Heteroaralkyl; und n null oder 1
moylthienyl}methyl, 2- oder 3(5-Methylthienyl}methyl, 2-oder  bis 4 ist.

2{(Methoxythienyl)}-methyl, 2- oder 3-(4-Chlorthienyl)}-methyl, 2- 490  Ebenfalls sind Acylreste der Formel

oder 3(5-Sulfothienyl)-methy], 2- oder 3-(5-Carboxythienyl)-

methyl, 3<(1,2,5-Thiadiazolyl)}-methyl, 3-(4-Methoxy-1,2,5-thiadi- X

azolyl}methyl, 2-Furylmethyl, 2<(5-Nitrofuryl)-methyl, 3-Furyl- ) _a (CH..) ZR6

methyl, 2-Thienylmethyl, 3-Thienylmethyl, Tetrazolylmethyl, 2'n

Benzamidinomethyl und Cyclohexylamidinomethyl. 45

Ein derartiger bevorzugter Acylrest weist z. B. die folgende ~ worin X O oder S bedeutet; Z NH ist, wobei R die Bedeutung

Formel auf hat: Amino, Hydroxy, Alkylamino, Dialkylamino, Alkyl, Alkyl-
X thio, Arylthio, Alkoxy, Aryloxy, Alkenyl, Alkinyl, Aryl, Aralkyl,
n Cycloalkyl, Heteroaryl oder Heteroaralkyl; und n null oder 1

-C~R 50 bis 4 ist, bevorzugt.

Zu den bevorzugten Acylresten gehéren auch eine Gruppe
worin X O oder S bedeutet und R Wasserstoff, Amino, Alkyl- der Formel
amino, Dialkylamino, Alkyl, Alkylthio, Arylthio, Alkoxy, Ary-

loxy, Alkenyl, Alkinyl, Aryl, Aralkyl, Cycloalkyl, Heteroaryl X
oder Heteroaralkyl ist. 55 _ E': CHR7 R
Ein weiterer bevorzugter Acylrest besitzt die folgende For-
mel
X worin X O oder S bedeutet; R” die Bedeutung hat H, Amino,
" 3 Mercapto, Hydroxy, Alkylamino, Dialkylamino, Alkyl, Alkyl-
-C(CcH 5 ) n ZR 60 thio, Arylthio, Alkoxy, Aryloxy, Alkenyl, Alkinyl, Aryl, Aralkyl,

Cycloalkyl, Heteroaryl oder Heteroaralkyl; R’ die Bedeutung

hat Amino, Hydroxy, Azido, Carbamoyl, Guanidino, Acyloxy,
worin X O oder S bedeutet; Z die Bedeutung hat von Carbonyl,  Halogen, Sulfamino, Tetrazolyl, Sulfo, Carboxy, Carbalkoxy,
wobei R? die Bedeutung hat: Amino, Mercapto, Hydroxy, Alky-  Phosphono, Alkoxy oder Arylthio mit der Ausnahme, dass R
lamino, Dialkylamino, Alkyl, Alkylthio, Arylthio, Alkoxy, Ary- s und R gleichzeitig nicht die Bedeutung Hydroxy, Amino oder
loxy, Alkenyl, Alkinyl, Aryl, Aralkyl, Cycloalkyl, Heteroaryl Mercapto haben kénnen.
oder Heteroaralkyl oder dem weiter oben definierten Rest R” In besonders bevorzugten erfindungsgemiss erhiltlichen
entspricht und n null oder 1 bis 4 ist. Verbindungen weisen die Acylreste die folgenden Formeln auf
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6 Kohlenstoffatome und die Alkylgruppe 2 bis 6 Kohlenstoff-

( 9) m oder ( ?.() n atome enthilt (und wenn der Niedrigalkoxyniedrigalkylrest an
-8-Y ~-p-Y! das Kohlenstoffatom der Alkylgruppe gebunden ist, diese 1 bis
" n 6 Kohlenstoffatome enthilt); Cycloalkyl und Acyloalkylalkyl,
(O)n y" s worin der Alkylrest 1 bis 3 Kohlenstoffatome enthilt und zwei

Rs-Gruppen miteinander verbunden sein kdnnen mit dem
1 2 Atom, an welches sie gebunden sind unter Ausbildung eines

Ringes mit 3 bis 6 Kohlenstoffatomen;
3.) Guanidino und substituiertes Guanidino:
worin X O oder S bedeutet; m und n unabhéngig voneinander 0 10

oder 1 sind; Y = O°M®, -N(R®)z oder R?, worin M+ ausgewiihlt . N (
ist aus Wasserstoff, Alkali- und Erdalkalikationen oder einer -NH-C-N{R '
organischen Base; R® Wasserstoff, Amino, Mercapto, Hydroxy, ll\llR

Alkylamino, Dialkylamino, Alkyl, Alkylthio, Arylthio, Alkoxy,
Aralkoxy, Alkenyl, Alkinyl, Aryl, Aralkyl, Cycloalkyl, Hetero- 15 worin R die unter 2)) angegebene Bedeutung hat:

aryl oder Heteroaralkyl ist, Y’ und Y” unabhingig voneinan- 4.) Guanyl und substituiertes Guanyl:
der ausgewihlt sind aus der Gruppe, bestehend aus OSM®,
-N(R®)2 und R%;und Y’ und Y” zusammen verbunden sein kon- -C=NR9
nen mit dem Phosphoratom, an welches sie gebunden sind, . !
unter Ausbildung eines cyclischen Esters oder Amids. 20
Typische Beispiele fiir 1 sind N{Methylsulfonyl)-thienamy- N (Rg)z

cin, N{(o-Nitrophenylsulfonyl)-thienamycin, N{p-Chlorphenyl-

sulfinyl)-thienamycin, N-(o-Nitrophenylsulfenyl)-thienamycin, worin R? die unter 2.) angegebene Bedeutung hat;
N-Sulfamoylthienamycin, N-Dimethylsulfamoylthienamycin

und das Natriumsalz von Thienamycin-N-sulfonsaure. Typische 25 5.) Stickstoff enthaltend emono- und bicyclische Heterocyclen

Beispiele fiir 2 sind N Dimethoxyphosphino)-thienamycin, (aromatisch und nicht-aromatisch) mit 4 bis 10 Kernkohlenstoff-
N-Dibenzyloxyphosphino)-thienamycin, N{Dihydroxypho- atomen, worin das Heteroatom oder die Heteroatome, zusitz-
sphino)-thienamycindinatriumsalz, N(Dimethoxyphosphinyl)-  lich zu dem Stickstoffatom ausgewahlt sind aus der Gruppe
thienamycin, N{Dimethoxyphosphinothioyl)-thienamycin, Sauerstoff und Schwefel.

N-(Dibenzyloxyphosphinyl)-thienamycin und N{Dihydroxy- 3  Einbevorzugter Acylrest R?besitzt die folgende Formel
phosphinyl)-thienamycindinatriumsalz.

Weitere bevorzugte Acylreste besitzen die Formel X
n 0
O - C _Rl 7
n
- 1 ] — H -~y 35 .
C(cH 2 ) m a-(C 2 ) n worin bedeuten: R'ist ausgewahit aus der Gruppe bestehend

aus: Benzyl, p-Hydroxybenzyl, 4-Amino-4-carboxybutyl, Methy),
worin m und n 0 oder ganze Zahlen von 1 bis 5 sind; A die Cyanomethyl, 2-Pentenyl, n-Amyl, n-Heptyl, Athyl, 3-und
Bedeutung hat: O, NR (R = Wasserstoff oder Niedrigalkylmit ~ 4-Nitrobenzyl, Phenithyl, B,3-Diphenyléthyl, Methyldiphenyl-
1 bis 6 Kohlenstoffatomen), S, oder A eine Einfachbindung 40 methyl, Triphenylmethyl, 2-Methoxyphenyl, 2,6-Dimethoxyphe-

bedeutet und Y aus der folgenden Gruppe ausgewahlt ist: nyl, 2,4,6-Trimethoxyphenyl, 3,5-Dimethyl-4-isoxazolyl, 3-Butyl-
1.) Amino oder substituiertes Amino: 5-methyl-4-isoxazolyl, 5-Methyl-3-phenyl-4-isoxyzolyl, 3-(2-
Chlorphenyl)-5-methyl-4-isoxazolyl, 3<(2,6-di-chlorphenyl)-5-
-N(R®): und -N@(R®%): methyl-4-isoxazolyl, D-4-Amino-4-carboxybutyl, D-4-N-Benzoy-
45 lamino-4-carboxy-n-butyl, p-Aminobenzyl, o-Aminobenzyl,
worin die Werte fiir R® unabhingig voneinander ausgewihlt m-Aminobenzyl, p-Dimethylaminobenzyl, (3-Pyridyl)}-methyl,

sind aus: Wasserstoff; N(R’): (R’ ist Wasserstoff oder Niedrig-  2-Athoxy-1-naphthyl, 3-Carboxy-2-chinoxalinyl, 3{2,6-Dichlor-
alkyl mit 1 bis 6 Kohlenstoffatomen); Niedrigalkyl und Niedrig- ~ phenyl)-5-2-furyl)-4-isoxazolyl, 3-Phenyl-4-isoxazolyl, 5-Methyl-
alkoxyl mit 1 bis 6 Kohlenstoffatomen; Niedrigalkoxylniedrig-  3{4-guanidinophenyl)-4-isoxazolyl, 4-Guanidinomethylphenyl,
alkyl, worin die Alkoxylgruppe 1 bis 6 Kohlenstoffatome ent- 5o 4-Guanidinomethylbenzyl, 4-Guanidinobenzyl, 4-Guanidino-
hélt und die Alkylgruppe 2 bis 6 Kohlenstoffatome enthilt; phenyl, 2,6-Dimethoxy-4-guanidinophenyl, o-Sulfobenzyl, p-Car-
Cycloalkyl und Cycloalkylalkyl, worin die Cycloalkylgruppe 3 boxymethylbenzyl, p-Carbamoylmethylbenzyl, m-Fluorbenzyl,
bis 6 Kohlenstoffatome und die Alkylgruppe 1 bis 3 Kohlenstoff- m-Brombenzyl, p-Chlorbenzyl, p-Methoxybenzyl, 1-Naphthyl-
atome enthalt; und zwei R-Gruppen miteinander verbunden methyl, 3-Isothiazolylmethyl, 4-Isothiazolylmethyl, 5-Isothiazo-
sein kdnnen mit dem Stickstoffatom, an welches sie gebunden 55 lylmethyl, Guanylthiomethyl, 4-Pyridylmethyl, 5-Isoxazolylme-
sind, unter Ausbildung eines Ringes mit 3 bis 6 Kohlenstoffato-  thyl, 4-Methoxy-5-isoxazolylmethyl, 4-Methyl-5-isoxazolylme-

men; thyl, 1-Imidazolylmethyl, 2-Benzofuranylmethyl, 2-Indolylme-
2.) Amidino und substituiertes Amidino: thyl, 2-Phenylvinyl, 2-Phenylithynyl, 1-Aminocyclohexyl, 2- und
9 3-Thienylaminomethyl, 2<(5-Nitrofuranyl)-vinyl, Phenyl, o-Me-
=N=C-N(R") 60 thoxyphenyl, o-Chlorphenyl, o-Phenylphenyl, p-Aminomethyl-
' 2 benzyl, 1(5-Cyanotriazolyl}methyl, Difluormethyl, Dichlorme-

thyl, Dibrommethyl, 14(3-Methylimidazolyl}-methyl, 2- oder 3-(5-
R Carboxymethylthienyl}-methyl, 2- oder 3{4-Carbamoylthienyl)-
worin die Werte fiir R® unabhéngig voneinander ausgewahit methyl, 2- oder 3{5-Methylthienyl)-methyl, 2- oder 3{5-Metho-
sind aus der Gruppe, bestehend aus: Wasserstoff; N(R')2(R” ist ¢s xythienyl)-methyl, 2- oder 3(4-Chlorthienyl)-methyl, 2- oder 3<5-
Wasserstoff oder Niedrigalkyl mit 1 bis 6 Kohlenstoffatomen);  Sulfothienyl)}methyl, 2- oder 3+(5-Carboxythienyl)-methyl,
Niedrigalkyl und Niedrigalkoxyl mit 1 bis 6 Kohlenstoffato- 3(1,2,5-Thiadiazolyl}methyl, 3{(4-Methoxy-1,2,5-thiadiazolyl)-
men; Niedrigalkoxyniedrigalkyl, worin die Alkoxylgruppe 1bis  methyl, 2-Furylmethyl, 24(5-Nitrofuryl}methyl, 3-Furylmethyl,
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2-Thienylmethyl, 3-Thienylmethyl, Tetrazolylmethyl, Benzami-
dinomethyl und Cyclohexylamidinomethyl, sind ebenfalls

bevorzugt.
Fiir den Acylrest R? steht insbesondere ein Rest der Formel
5
X
" l 0
- H ZR

worin der Rest -(CH2),ZR" des Acylrestes ausgewihlt ist aus 10

der Gruppe bestehend aus: Allylthiomethyl, Phenylthiomethyl,
Butylmercaptomethyl, a-Chlorcrotylmercaptomethyl, Pheno-
xymethyl, Phenoxyithyl, Phenoxybutyl, Phenoxybenzyl, Diphe-
noxymethyl, Dimethylmethoxymethyl, Dimethylbutoxymethyl,
Dimethylphenoxymethyl, 4-Guanidinophenoxymethyl, 4-Pyri- 15
dylthiomethyl, p{Carboxymethyl)}-phenoxymethyl, p-Carboxy-
methyl)-phenylthiomethyl, 2-Thiazolylthiomethyl, p(Sulfo)-phe-
noxymethyl, p{Carboxymethyl)}-phenylthiomethyl, 2-Pyrimidi-
nylthiomethyl, Phenoithylthiomethyl, 1-(5,6,7,8-Tetrahydro-
naphthyl)-oxymethyl, N-Methyl-4-pyridiniumthio, Benzyloxy,
Methoxy, Athoxy, Phenoxy, Phenylthio, Amino, Methylamino,
Dimethylamin, Pyridiniummethyl, Trimethylammoniummethyl,
Cyanomethylthiomethyl, Trifluormethylthiomethyl, 4-Pyridy-
lithyl, 4-Pyridylpropyl, 4-Pyridylbutyl, 3-Imidazolylathyl, 3-Imi-
dazolylpropyl, 3-Imidazolylbutyl, 1-Pyrrolodthyl, 1-Pyrrolopro- 25
pyl und 1-Pyrrolobutyl.

Weitere bevorzugte Acylreste R? weisen die folgende For-
mel auf

20

X

"

-C CH R

30

11 RlZ

worin die Gruppe ~-CHR"'R2 des Acylrestes ausgewahlt ist aus
der Gruppe bestehend aus: a-Aminobenzyl, o-Amino-(2-thienyl)-
methyl, a-(Methylamino)-benzyl, a-Amino-methylmercaptopro-
pyl, a-Amino-3- oder 4-chlorbenzyl, a-Amino-3- oder 4-Hydro-
xybenzyl, a-Amino-24-dichlorbenzyl, a-Amino-3,4-dichlorben-
zyl, D-(-)-0-Hydroxybenzyl, a-Carboxybenzyl, a-Amino-(3-thie-
nyl)}-methyl, D<-)-0-Amino-3-chlor-4-hydroxybenzyl, a-Amino- 40
(cyclohexyl)}methyl, a-(5-Tetrazolyl)-benzyl, 2-Thienylcarboxy-
methyl, 3-Thienylcarboxymethyl, 2-Furylcarboxymethyl,
3-Furylcarboxymethyl, a-Sulfaminobenzyl, 3-Thienylsulfamino-
methyl, a-(N-Methylsulfamino)-benzyl, D-(-)-2-Thienylguanidi-
nomethyl, D{(-)-a-guanidinobenzyl, a-Guanylureidobenzyl,
o-Hydroxybenzyl, a-Azidobenzyl, a-Fluorbenzyl, 4-(5-Methoxy-
1,3-oxadiazolyl)}-aminomethyl, 4-(5-Methoxy-1,3-oxadiazolyl)-
hydroxymethyl, 4-(5-Methoxy-1,3-sulfadiazolyl)-hydroxymethyl,
4-(5-Chlorthienyl)-aminomethyl, 2-(5-Chlorthienyl)-hydroxyme-
thyl, 2(5-Chlorthienyl)-carboxymethyl, 3-(1,2 Thiazolyl)-amino-
methyl, 3-(1,2-Thiazolyl)-hydroxymethyl, 3(1,2-Thiazolyl)-carbo-
xymethyl, 2-Thiazolylaminomethyl, 2-Thiazolylhydroxymethyl,
2-Thiazolylcarboxymethyl, 2-Benzothienylcarboxymethyl,
2-Benzothienylhydroxymethyl, 2-Benzothienylcarboxymethyl,
a-Sulfobenzyl, a-Phosphonobenzyl, a-Diathylphosphono und
a-Monoithylphosphono.

Ebenfalls sind erfindungsgemiiss erhaltene Verbindungen,
in welchen R! Wasserstoff ist und R? einen Acylrest der folgen-
den Formel bedeutet

45

60
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"CCHZCthHC-CH3
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i
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besonders bevorzugt.
In einer weiteren bevorzugten Gruppe von erfindungsge-
miss herstellbaren Verbindungen bedeuten R! Wasserstoff und



R?ist Formyl, Propiony], Butyryl, Chloracetyl, Methoxyacetyl,
Aminoacetyl, Methoxycarbonyl, Athoxycarbonyl, Methylcar-
bamoyl, Athylcarbamoyl, Phenylthiocarbonyl, 3- -Aminopropio-
nyl, 4-Aminobutyryl, N-Methylaminoacetyl, N,N-Dimethylami-
noacetyl, N,N,N-Trimethylaminoacetyl, 3N,N-dimethyl)-ami-
nopropionyl, 3(N,N,N-Trimethyl)}-aminopropionyl, N,N,N-

Triathylaminoacetyl, Pyridiniumacetyl, Guanylthioacetyl, Gua-

nidinoacetyl, 3-Guanidinopropionyl, N*-Methylguanidinopro-
pionyl, Hydroxyacetyl, 3-Hydroxypropionyl, Acryloyl, Propio-
nyl, Malonyl, Phenoxycarbonyl, Amidinoacetyl, Acetamidino-
acetyl, Amidinopropionyl, Acetamidinopropionyl, Guanylurei-
doacetyl, Guanylcarbamoyl, Carboxymethylaminoacetyl, Sul-
foacetylaminoacetyl, Phosphonoacetylaminoacetyl, N3-Dime-
thylaminoacetamidinopropionyl, Ureidocarbonyl, Dimethyla-
minoguanylthioacetyl, 3(1-Methyl-4-pyridinium)-propionyl,
3<(5-Aminoimidazol-1-yl}-propionyl, 3-Methyl-1-imidazoliuma-
cetyl, 3-Sydnonylacetyl o-Aminomethylbenzoyl, o-Aminoben-
zoyl,

i

~P(OCH3), , =-P(OCH,), ,
.
]l/ocx3 |
“Roxa ¢ F(CH),,,
S
~P-N(cH3}, , ~PIN(CH;),],,
ONa
i?
RoN(eHy),
ONa

Eine Acylklasse von besonderem Interesse sind solche Acyl-

reste, R! und R?in der Formel II, die ausgewdhit sind aus der
Gruppe, bestehend aus iiblichen bekannten N-Acyl-Blockie-
rungs- oder Schutzgruppen, wie Carbobenzyloxy, ringsubstitu-
iertes Carbobenzyloxy, wie o- und p-Nitrocarbobenzyloxy,
p-Methoxycarbobenzyloxy, Chloracetyl, Bromacetyl, Phenyla-
cetyl, tert-Butoxycarbonyl, Trifluoracetyl, Bromithoxycarbo-
ny}, 9-Fluorenylmethoxycarbonyl, Dichloracetyl, o-Nitrophe-
nylsulfenyl, 2,2,2-Trichlordthoxycarbonyl, Brom-tert-butoxy-
carbonyl, Phenoxyacetyl; nicht-acylierte Schutzgruppen, wie
Triniedrigalkylsilyl, beispielsweise Trimethylsilyl und
tert-Butyldimethylsilyl sind auch von Interesse.

Die folgenden Reste sind, in Ubereinstimmung mit der
vorgenannten Definition von Acyl, besonders bevorzugt fiir R!
und R?in der Formel II: Formyl, Propionyl, Butyryl, Chlorace-
tyl, Methoxyacetyl, Aminoacetyl, Methoxycarbonyl, Athoxy-

carbonyl, Methylcarbamoyl, Athylcarbamoyl, Phenylthiocarbo-
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Sulfoacetylaminoacetyl, Phosphonoacetylaminoacetyl,
N3-Dimethylaminoacetamidinopropionyl, Ureidocarbonyl,
Dimethylaminoguanylthioacetyl, 31-Methyl-4-pyridinium)-
propionyl, 3{(5-Aminoimidazol-1-yl)}-propionyl, 3-Methyl-1-Imi-

5 dazoliumacetyl, 3-Sydnonylacetyl, o-Aminomethylbenzoyl,
o-Aminobenzoyl, Guanylthioacetyl.

Beispiele fiir die weiter oben genannten Stickstoff enthal-
tende mono- und bicyclischen Heterocyclen (aromatisch und
nicht aromatisch) mit 4 bis 10 Kernatomen, worin das Hetero-

10 atom oder die Heteroatome ausser Stickstoff ausgewihlt sind
aus Sauerstoff und Schwefel:

O

25

R') 5
-R'
I
3 -—
0

30

40

45

50 J

55 Selbstverstindlich kann jeder beliebige Acylrest in den
erfindungsgemiss erhaltenen Verbindungen der Formel II ent-
halten sein.

Dasim erﬁndungsgemassen Verfahren verwendete Acylie-
rungsmittel ist belsplelswelse ein Acylhalogenid oder einem

nyl, 3-Aminopropionyl, 4-Aminobutyryl, N-Methylaminoacetyl, ¢ Acylanhydrid, wie ein aliphatisches, aromatisches, heterocycli-

N,N-Dimethylaminoacetyl, N,N,N-Trimethylaminoacetyl,

3{N,N-Dimethyl)}-aminopropionyl, 3N,N,N-Trimethyl)-amino-
propionyl, N,N,N-Tri4thylaminoacetyl, Pyridiniumacetyl, Gua-

nidinoacetyl, 3-Guanidinopropionyl, N>-Methylguanidinopro-
pionyl, Hydroxyacetyl, 3-Hydroxypropionyl, Acryloyl, Propy-
noyl, Malonyl, Phenoxycarbonyl, Amidinoacetyl, Acetamidi-

noacetyl, Amidinopropionyl, Acetamidinopropionyl, Guanyl-
ureidoacetyl, Guanylcarbamoyl, Carboxymethylaminoacetyl,

sches, araliphatisches oder heterocyclisches aliphatisches Car-
bonsiurehalogenid oder -anhydrid. Andere Acylierungsmittel,
die auch verwendet werden konnen, sind beispielsweise
gemischte Carbonsiureanhydride und insbesondere Niedrigal-
65 kylester von gemischten Carboxyl-Carbonsdureanhydriden;
auch Carboxylsiuren in Gegenwart eines Carbodiimids, wie
1,3-Dicyclohexylcarbodiimid, und ein aktivierter Ester von Car-
boxylsduren, wie p-Nitrophenylester, sind geeignet.
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Die Acylierungsreaktion kann durchgefiihrt werden bei
Temperaturen im Bereich von —20 bis +100 °C, aber vorzugs-
weise wendet man Temperaturen an im Bereich von —8 °C bis
25°C. Jedes Losungsmittel, in dem die Reaktanten I6slich sind
und das im wesentlichen inert ist, kann verwendet werden, bei-
spielsweise polare Losungsmittel, wie Wasser, Alkohole und
polare organische Losungsmittel im allgemeinen, wie Dime-
thylformamid (DMF), Hexamethylphosphoramid (HMPA),
Aceton, Dioxan, Tetrahydrofuran (THF), Acetonitril, heterocy-
clische Amine, wie Pyridin, Athylacetat, wissrige Mischungen
der vorgenannten, sowie auch halogenierte Losungsmittel, wie

10

Methylenchlorid und Chloroform. Die Umsetzung wird
iiblicherweise wihrend einer Zeitspanne durchgefiihrt, die im
Bereich von etwa 5 Minuten bis zu einem Maximum von 3 Stun-
den liegt, aber im allgemeinen recht eine Reaktionszeit von

5 etwa 0,5 bis etwa 1 Stunde aus. Die folgende Bleichung kann
dieses Verfahren unter Verwendung eines Carbonséurehaloge-
nids beschreiben; es ist jedoch selbstversténdlich, dass man
durch Verwendung eines Carbonsiureanhydrids oder eines
anderen funktionellen dquivalenten Acylierungsmittels gleiche

10 Produkte erhalten kann:

OH 8}
./\ . . /\ el 2
‘ SC:‘IZCHZ'NEIZ . ‘ CHZCﬂZ‘I\:R R
5 Acylhalogenid . ,
p COOH o//___r\ COOH

Im allgemeinen, wenn bei der oben beschriebenen Acylie-
rungsreaktion ein Saurehalogenid (geeignete Halogenide sind
z. B. Chloride, Jodide oder Bromide) oder ein Sdureanhydrid
verwendet wird, wird die Umsetzung in Wasser oder einer
wiissrigen Mischung eines polaren organischen Losungsmit-
tels, wie Aceton, Dioxan, THF, DMF, Acetonitril und derglei-
chen in Gegenwart eines geeigneten basischen Akzeptors, wie
NaHCO3, MgO, NaOH, K:HPOs und dergleichen vorgenom-
men.

Beim Durchfiihren der hier beschriebenen Umsetzung ist
es im allgemeinen nicht notwendig, die 2-Carboxygruppe oder
die 1’-Hydroxygruppe zu schiitzen; in den Fallen, in denen das

Acylierungsmittel ausserordentlich wasserempfindlich ist, ist es

manchmal vorteilhaft, die Acylierung in einem nicht-wéssrigen

20

pholin, Chinin, Lysin, Protamin, Arginin, Procain, Athanolamin,
Morphin, Benzylamin, Athylendiamin, N,N’-Dibenzylathylen-
diamin, Di4thanolamin, Piperazin, Dimethylaminodthanol,
2-Amino-2-methyl-1-propanol, Theophyllin, N-Methylglucamin

25 und dergleichen. Saureadditionssalze, beispielsweise solche mit

Chlorwasserstoffsiure, Bromwasserstoffsiure, Schwefel-, Sal-
peter-, p-Toluolsulfon- und Methansulfonsiure konnen auch
verwendet werden und zwar in den Fillen, in denen der Acyl-
rest eine basische Gruppe enthélt.

30 Die Salze kénnen Monosalze sein, wie das Mononatrium-

salz, welches man vorzugsweise erhilt, wenn man 1 Aquivalent
Natriumhydroxid mit einem Aquivalent des Produktes (II)
umsetzt, ebenso konnen es gemischte Di-Salze sein. Solche
Salze erhilt man, indem man beispielsweise 1 Aquivalent einer

Lésungsmittelsystem vorzunehmen. Triorganosilyl (oder Zinn)- 35 Base mit einem zweiwertigen Kation, wie Calciumhydroxid,

Derivate des Thienamycins ergeben schnell die Tris-Triorgano-

silylderivate, beispielsweise Tris-Trimethylsilylthienamycin Th
(TMS)s:

OTMS
Th_{. NHTMS

COOTHS

mit einem Aquivalent des Produktes (II) umsetzt. Diese Salze

sind pharmakologisch annehmbare nicht-toxische Derivate, die
als aktive Bestandteile in geeigneten pharmazeutischen Einzel-
dosierungsformen verwendet werden konnen; sic konnen auch

40 mit anderen Arzneimitteln kombiniert werden zur Herstellung

von Zusammensetzungen mit einem breiteren Aktivitatsspek-
trum.

Die erfindungsgemiss herstellbaren Thienamycinderivate
sind wertvolle antimikrobe Substanzen, die aktiv sind gegen

45 verschiedene gram-positive und gram-negative Pathogene, wie

Bacillus subtilis, Salmonella schottmuelleri und Proteus vulga-

Diese Derivate, die leicht 16slich in organischen Losungsmit-  ris. Die freien Sduren und insbesondere deren Salze, wie Amin-

teln sind, konnen auf einfache Weise hergestellt werden, indem
man Thienamycin mit einem Uberschuss an Hexamethyldisila-

und Metallsalze, insbesondere die Alkali- und Erdalkalisalze,
sind brauchbare Bacterizide und konnen verwendet werden,

zan und einer stochiometrischen Menge von Trimethylchlorsi- so um beeinflussbare Pathogene von zahnérztlichen und medizini-

lan bei 25 °C unter kriftigem Riihren unter einer N2-Atmo-
sphére umsetzt.

Die erfindungsgemass herstellbaren Produkte (II) kénnen
eine Vielzahl von pharmakologisch annehmbaren Salzen mit

schen Ausriistungsgegenstinden zu entfernen, um Mikroorga-
nismen abzutrennen und fiir therapeutische Behandlungen bei
Menschen und Tieren. Fiir den letzteren Anwendungszweck
konnen pharmakologisch annehmbare Salze mit anorgani-

anorganischen und organischen Basen bilden; eingeschlossen 55 schen Basen, wie sie aus dem Stand der Technik bekannt sind

sind beispielsweise Metallsalze aus Alkali- und Erdalkalihydro-
xiden, -carbonaten oder -bicarbonaten und Salze, die sich ablei-
ten von priméren, sekundiren oder tertidren Aminen, wie
Monoalkylaminen, Dialkylaminen, Trialkylaminen, Niedrigal-
kanolaminen, Diniedrigalkanolaminen, Niedrigalkylendiami-
nen, N,N-Diarylalkyl-niedrigalkylendiaminen, Aralkylaminen,
aminosubstituierten Niedrigalkanolen, N,N-di-niedrigalkylami-

nosubstituierte Niedrigalkanole, Amino-, Polyamine- und guani-

dinosubstituierte Niedrigalkansiuren und stickstoffenthalten-
den heterocyclischen Aminen. Typische Beispiele schliessen

Salze ein, die sich ableiten von Natriumhydroxid, Natriumcar-
bonat, Natriumbicarbonat, Kaliumcarbonat, Kaliumhydroxid,

Calciumcarbonat, Trimethylamin, Triithylamin, Piperidin, Mor-

und wie sie bei der Anwendung von Penicillinen und Cephalo-
sporinen verabreicht werden, verwendet werden. Beispiels-
weise konnen fiir diesen Zweck die Alkali- und Erdalkalisalze
und primire, sekundire und tertiire Aminsalze verwendet wer-

60 den. Diese Salze konnen kombiniert werden mit pharmazeu-

tisch annehmbaren Fliissigkeiten und festen Trégerstoffen, um
geeignete Einzeldosierungsformen, wie Pillen, Tabletten, Kap-
seln, Suppositorien, Sirupe, Elixiere und dergleichen zuzuberei-
ten nach Verfahren, wie sie aus dem Stand der Technik bekannt

65 sind.

Die erfindungsgemass herstellbaren Verbindungen sind
neue wertvolle Antibiotika, die aktiv sind gegen verschiedene
gram-positive und gram-negative Bakterien und die deshalb in



der Human- und Veterindrmedizin Verwendung finden kénnen.
Die erfindungsgemiss herstellbaren Verbindungen kénnen des-

halb als antibakterielle Arzneimittel fiir die Behandlung von
Infektionen verwendet werden, die durch gram-positive und
gram-negative Bakterien verursacht werden, beispielsweise
gegen Staphylococcus aureus, Escherischia coli, Strep. pyoge-
nes, Klebsiella pneumoniae, Bacillus subtilis, Salmonella
typhosa, Pseudomonas und Bacterium proteus. Die erfindungs-
gemiss herstellbaren Verbindungen kénnen weiter verwendet
werden als Additive fiir Futtermittel und zum Konservieren
von Nahrungsmitteln und als Desinfektionsmittel. Sie kénnen
beispielsweise in wéssrigen Zusammensetzungen in Konzen-
trationen im Bereich von 0,1 bis 100 Teile des Antibiotikums
pro Million Teile Losung verwendet werden, um beispielsweise
das Wachstum von schidlichen Bakterien auf medizinischen
und dental-technischen Ausriistungen zu zerstéren oder zu
inhibieren und auch als Bakterizide bei industriellen Anwen-
dungen, beispielsweise bei auf Wasser aufgebauten Anstrich-
mitteln, beim Weisswasser von Papiermiihlen, um das Wachs-
tum von schédlichen Bakterien zu inhibieren.

Die erfindungsgemdss herstellbaren Produkte kénnen
allein verwendet werden oder in Kombination mit aktiven
Bestandteilen in einer Vielzahl von pharmazeutischen Zuberei-
tungen. Diese Antibiotika und ihre entsprechenden Salze kén-
nen in Form von Kapseln oder als Tabletten, als Pulver oder als
fliissige Losungen oder als Suspensionen und Elixiere verwen-
det werden. Sie konnen oral, intravends oder intramuskulir
verabreicht werden.

Die erfindungsgemiss herstellbaren Verbindungen kénnen
in einer solchen Form zubereitet werden, dass sie im Magen-

Darm-Kanal absorbiert werden. Tabletten und Kapseln fiir eine

orale Verabreichung kénnen in Einzeldosierungsform vorlie-
gen und konnen libliche Excipientien, wie Bindemittel, enthal-
ten, beispielsweise Sirup, Gummi arabicum, Gelatine, Sorbose,
Traganth oder Polyvinylpyrrolidon; Fiillstoffe, beispielsweise
Lactose, Zucker, Maisstérke, Calciumphosphat, Sorbose oder
Glycerin; Schmiermittel, beispielsweise Magnesiumstearat,
Talkum, Polyithylenglykol, Siliciumdioxid; Zerfallmittel, bei-
spielsweise Kartoffelstarke oder geeignete Befeuchtungsmit-

11
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Die erfindungsgemass herstellbaren Verbindungen kénnen
auch in geeigneten Formen fiir die Absorption zubereitet wer-
den durch die Schleimhéute der Nase und das Hals- und Bron-
chialgewebe und sie konnen in einfacher Weise auch in Form

5 von pulvrigen oder fliissigen Sprays fiir Inhalationen zubereitet
werden oder in Form von Pastillen oder Zubereitungen fiir
Halspinselung. Fiir die medizinische Anwendung an den Augen
oder Ohren konnen die Zubereitungen als besondere Kapseln
in fliissiger oder halbfliissiger Form vorliegen oder sie kénnen

10 als Tropfen und dergleichen verwendet werden. Fiir topische
Anwendungen kann man hydrophobe oder hydrophile Basen
als Salben, Cremes, Lotionen, Salbungsmittel oder Pulver formu-
lieren,

Ausser einem Trégermaterial kénnen die genannten

15 Zusammensetzungen auch weitere Bestandteile, wie Stabilisa-
toren, Bindemittel, Antioxidantien, Konservierungsmittel,
Schmiermittel, Suspensionsmittel, Viskosititsmittel oder
Geschmacksstoffe und dergleichen enthalten. Dariiber hinaus
konnen in den Zusammensetzungen auch andere aktive

20 Bestandteile vorhanden sein, um ein breiteres Spektrum der
antibiotischen Aktivitit zu bewirken.

Fiir die Veterinarmedizin kénnen diese Zusammensetzun-
gen beispielsweise als innerhalb der Brust einlegbare Zuberei-
tungen mit einer entweder schnellen oder langsamen Abgabe-

25 wirkung formuliert werden.

Die zu verabreichenden Dosierungen hiingen zu einem
erheblichen Teil von dem Zustand des behandelten Patienten
ab und von dem Gewicht des Patienten, der Verabreichungs-
route und der Haufigkeit der Verabreichung, wobei die paren-

30 terale Route fiir allgemeine Infektionen bevorzugt wird und die
orale Route fiir Infektionen der Eingeweide. Im allgemeinen
kann eine tigliche orale Dosierung etwa 15 bis etwa 600 mg
aktiven Bestandteil pro kg Korpergewicht des Patienten bei
einer oder mehreren Verabreichungen pro Tag enthalten. Eine

35 bevorzugte tagliche Dosierung fiir Erwachsene liegt im
Bereich von etwa 80 bis 120 mg an aktivern Bestandteil pro kg
Korpergewicht.

Die beschriebenen Zusammensetzungen kénnen in ver-
schiedenen Einzeldosierungsformen verabreicht werden, bei-

tel, wie Natriumlaurylsulfat. Die Tabletten kénnen in bekannter 40 spielsweise in festen oder in fliissigen oral aufnehmbaren

Weise beschichtet werden. Orale fliissige Praparationen kén-
nen in Form von wissrigen oder ligen Suspensionen, Losun-
gen, Emulsionen, Sirupen, Elixieren und dergleichen vorliegen
oder konnen als trockenes Produkt hergestellt werden, damit

Dosierungsformen. Die Zusammensetzungen pro Einzeldosie-
rung, ob sie fliissig oder fest ist, kann etwa 0,1% bis 99% an akti-
vem Material enthalten, wobei der bevorzugte Bereich zwi-

schen etwa 10 und 60% liegt. Die Zusammensetzungen kénnen

sie dann mit Wasser oder einem anderen geeigneten Trigerma- 45 im allgemeinen etwa 15 mg bis etwa 1500 mg an aktivem

terial vor ihrer Verwendung angemacht werden kénnen.
Solche fliissigen Zubereitungen kdnnen iibliche Additive, wie
Suspensionsmittel, beispielsweise Sorbose, Sirup, Methylcellu-
lose, Glukose/Zuckersirup, Gelatine, Hydroxyéithylcellulose,
Carboxymethylcellulose, Aluminiumstearatgel oder hydrierte
essbare Ole enthalten, beispielsweise Mandelo, fraktioniertes
Kokosnussdl, Olester, Propylenglykol oder Athylalkohol ent-
halten; Konservierungsmittel, beispielsweise Methyl- oder Pro-
pyl-p-hydroxybenzoat oder Sorbinséure. Suppositorien kénnen
die @iblichen hierfiir geeigneten Substanzen, beispielsweise
Kakaobutter oder andere Glyceride, enthalten.

Die erfindungsgemiss herstellbaren Verbindungen kénnen
fiir Injektionen in Einzeldosierungen in Form von Ampullen

hergestellt werden oder in Behiltern mit zugesetzten Konservie-

rungsmitteln fiir Mehrfachdosierungen. Die Zusammensetzun-
genkonnen in Form von Suspensionen, Losungen oder Emul-
sionen in Ol oder wissrigen Trigermaterialien und sie kénnen
Formulierungsmittel, wie Suspensionsmittel, Stabilisierungs-
mittel und/oder Dispergiermittel enthalten. Alternativ kénnen
die aktiven Bestandteile in Form von Pulver vorliegen, damit
sie mit einem geeigneten Trigermaterial, beispielsweise steri-
lem, keimfreien Wasser vor der Anwendung angemacht wer-
denkonnen.

Bestandteil enthalten; im allgemeinen ist es jedoch bevorzugt,
eine Dosierungsmenge im Bereich von etwa 250 bis 1000 mg zu

verwenden. Bei einer parenteralen Verabreichnung ist die Einzel-

dosierung im allgemeinen die reine Verbindung in einer leicht
50 angesduerten wassrigen sterilen Losung oder in Form eines 16s-
lichen Pulvers, das zum Auflésen bestimmt ist.

In den folgenden Beispielen, welche die Erfindung beschrei-
ben, ohne diese jedoch zu beschrinken, werden die erfindungs-
gemiss herstellbaren Verbindungen durch das nachstehende

55 Symbol gekennzeichnet:

60

2
Th R'R
O0OM

65

worin die drei funktionellen Gruppen dargestellt sind.
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Beispiel 1 lyse, welche zu 95% nach einstiindiger Behandlung mit Hydro-
xylamin ausgeldscht wird. KMR ( 8, D20) 1,42 (m CH2CH;,
CH;CH); 2,48 (q, CH2CH3); 2,86-2,90 (m, CHz), 4,30-4,70 (m, CH
0 , B-Lactam), 4,86 (HDO).
>
g Beispiel 4
COON CHO Natriumsalz von N-(Methoxyacetyl)-thienamycin
a Zu Thienamycin (55 mg in 6 ml Wasser bei 0 °C) werden
nach und nach 68 mg NaHCQs3, 6 ml Dioxan und unter Rithren
Herstellung des Natriumsalzes von NO-Formyl)-D-mande- 10 wahrend eines Zeitraumes von 1,5 Minuten 1,1 Aquivalente Me-
loylthienamycin thoxyacetylchlorid gegeben. Die Mischung wird weitere 10
Zu Thienamycin (40 mg) in 10 ml Wasser werdennachund ~ Minuten geriihrt. Die Mischung wird dreimal mit kaltem Athyl-
nach bei 0 °C 124 mg NaHCOs, 8 ml Dioxan und dann unter ather extrahiert. Die Elektrophorese eines wissrigen Extraktes
Riihren 1,2 Aquivalente N{O-Formyl)-1-mandeloylchlorid wih-  (0,05m, pH 7, Phosphatpuffer, 50 V/cm, 20 Minuten) zeigt an,
rend eines Zeitraumes von einer Minute zugegeben. Nach 15 dass kein freies Thienamycin vorhanden ist. Der wissrige
6miniitiger Gesamtreaktionszeit wird die Mischung dreimal Extrakt wird auf pH 6,8 eingestellt und enthilt 105 ODU bei
mit kaltem Athylither extrahiert. Die Elektrophorese eines 302 nm mittels UV-Analyse, welche zu 95% nach einstiindiger
wassrigen Anteils (0,05m, pH 7, wéssriger Phosphatpuffer,50  Behandlung mit Hydroxylamin ausgeldscht wird. KMR (3,
V/cm, 20 Minuten) zeigt eine 67%ige Umwandlung zu dem D20) 1,56 (m, CHCH3), 2,84-3,60 (CH>), 3,72 (s, OCH3), 4,29 (s,

gewiinschten Produkt an. Der pH wird mit 1m H3P04-Losung 20 OCHy), 4,98 (s, HDO).
auf 2,2 eingestellt und die Losung wird dreimal extrahiert mit

Athylacetat. Die Athylacetat (EtOAc)-Losung wird iiber Beispiel 5

Magnesmmsulfat getrocknet und zweimal mit zwei Aquivalen-  Lithiumsalz von N+(p-Nitrobenzoyloxycarbonyl)-thienamycin
ten einer NaHCOs-Losung extrahiert. Der wissrige, gefrierge- Zu Thienamycin (220 mg in 60 ml Wasser bei 0 °C) werden
trocknete Extrakt enthélt 164 optische Dichteeinheiten (ODU) 25 nach und nach 679 mg NaHCOs, 60 ml Dioxan und dann unter
bei 302 nm bei einer UV-Analyse bei pH 7,0, von denen 95% Riihren 1,1 Aquivalente p-Nitrobenzylchlorformat wihrend

nach Behandlung mit Hydroxylamin wahrend einer Stunde aus-  eines Zeitraumes von 1,5 Minuten zugegeben. Man lisst die
geloscht werden. Die Ausbeute betragt 53%. Eine Elektropho-  Mischung 10 Minuten reagieren und extrahiert sie dann drei-
res, wie zuvor durchgefiihrt, zeigt einen Punkt mittels Bioauto-  mal mit kaltem Athylither. Die Elektrophorese (0,05m, pH 7,
graphie 4 cm in Richtung der Anode an. KMR (3D20) 1,30(d, ] 30 Phosphatpuffer, 50 V/cm, 20 Minuten) zeigt, dass kein freies

= 6 Hz), CHsCH; 2,8-3,7 (m, CH2) 4,0-4,5 (m, CH B-Lactam), Thienamycin vorhanden ist. Der wissrige Extrakt wird mit im
4,73, HDO; 597 (s, CsHsCHCHO), 7,53 (5, CsHs), 8,30 (s, HsPO«Lbsung auf pH 2,2 eingestellt und dreimal mit Athylace-
CsHsCHOCHO). tat extrahiert. Der Athylacetatextrakt wird iber Magnesium-
sulfat getrocknet, filtriert und mit 0,1n LiOH nochmals extra-
Beispiel 2 —OH 35 hiert bis zu einem pH von 8,2. Der endgiiltige pH wird auf 7,0
H mit 1m HsPOa eingestellt und die Probe wird gefriergetrocknet.
Thd—NC~CH~ @ Die Ausbeute betragt 205 mg (54%).
n
, Beispiel 6
0 OH a0 Herstellung des Natriumsalzes von N-(o-Nitrobenzyloxycarbo-
nyl)-thienamycin
L_COONa Zu Thienamycin (43 mg bei 0 °C) wird eine 1:1-Mischung

von Tetrahydrofuran-H20 (10 ml) gegeben. Die Mischung wird
schnell gerithrt wihrend 132 mg NaHCO: (10 Aquivalente)
Herstellung des Natriumsalzes von N-D-Mandeloylthienamy- 45 zugegeben werden und dann werden unter Riihren wihrend 2

cin Minuten tropfenweise 4 Aquivalente o-Nitrobenzylchlorformt
Die in der Uberschrift beschriebene Verbindung wirdnach  zugegeben. Nach 30 Minuten wird der pH mit 25%iger HsPOs-
der Verfahrensweise des Beispiels 1 hergestellt, aber vor der Losung auf 7 emgestellt und die Losung wird dreimal mit Ather

EtOAc-Extraktion lasst man den wissrigen Extrakt eine Stunde  extrahiert. Der wissrige Anteil wird im Vakuum bei 25 °C ver-
__ bei 25 °C stehen. Die Elektrophorese (50 V/cm, 20 Minuten, pH 50 dampft und dann auf den pH 2,2 bei 0 °C gebracht. Man gibt
7, wissriges Phosphat, 0 ,05m) zeigt einen Punkt bei der Bio- festes NaCl hinzu und die kalte saure Lésung wird dreimal mit
autographie, 4 cm in Richtung zur Anode; KMR (8, D20) 1,50 Calciumithylacetat extrahiert. Die Athylacetatextrakte wer-
(d,] = 6 Hz), CHsCH; 2,8-3,8 (m, CHz), 4,2-4,6 (m, CHp-Lactam), den kombiniert und schnell riickgewaschen mit kalter Salzl6-

OH sung und dann getrocknet iiber Magnesiumsulfat, filtriert und
I _ s5 riickextrahiert mit 10 ml Wasser, enthaltend 1,7 Aquivalente
4,96 (s, HDO); 5,40 (s, CsHsCH). festes NaHCOs. Der Extrakt wird im Vakuum gefriergetrock-
net bei Umgebungstemperatur und enthalt 366 ODU bei 303
Beispiel 3 nm mittel UV-Analyse in HzO bei pH 7,0, welche zu 95% nach
Natriumsalz von N-Propionylthienamycin 1,5stiindiger Behandlung mit Hydroxylamin ausgeloscht wer-

Zu Thienamycin (25 mg in 6 ml Wasser bei 0 °C) werden 6o den. Die Elektrophorese (50 V/cm, 20 Minuten, pH 7, 0,05m
nacheinander gegeben 38,6 mg NaHCOs, 5 ml Dioxanund dann  Phosphatpuffer) zeigt einen Punkt mittel Bioautographie
unter Rithren ein Aquivalent von Propionsaureanhydrid wih- (MB-108 Staph. aureus), 3,7 cm in Richtung zur Anode. IR (i,
rend eines Zeitraumes von 3 Minuten. Nach 10 Minuten wird Film) 5,62 (B-Lactam); 5,78 breit (Urethan). Das KMR stimmt
die Mischung dreimal mit kaltem Athylather extrahiert. Die mit der Struktur iiberein.

Elektrophorese des wissrigen Extraktes (0,05m, pH 7, Phos- 65

phatpuffer, 50 V/cm, 20 Minuten) zeigt an, dass kein freies Thie-  Beispiel 7

namycin vorhanden ist. Der wissrige Extrakt wird auf pH 6,8 Herstellung des Lithiumsalzes von NTrichlordthoxycarbo-
eingestellt und enthilt 600 ODU bei 302 nm mittels UV-Ana- nyl)}-thienamycin
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Zu Thienamcyin (40 mg in 18 ml 1:1 THF-H20 bei 0 °C) werden
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ml konzentriert; dazu gibt man Hexamethyldisilazan (1,0 ml)
und Trimethylchlorsilan (300 pl). Die Mischung wird 20 Minu-
ten bei 25 °C unter heftigem Riihren reagieren gelassen. Die
Suspension wird dann zur Entfernung von Ammoniumchlorid

5 zentrifugiert. Das Uberstelende wird zu einem Ol eingedampft
unter einem Stickstoffstrom fiir die weitere Umsetzung.

Beispiel 10
Herstellung von N-(O-Nitrobenzyloxycarbonyl)-thienamycin

unter Riihren 225 mg (15,2 Aquivalente) NaHCO: gegeben und 10 aus Th(TMS)s

dann gibt man wéhrend 2 Minuten tropfenweise unter Rithren

Zu Th(TMS): (24 mg) in 0,8 ml trockenem THF werden 23

1,8 Aquivalente Trichlorithylchlorformat, gelést in 0,6 ml THF,  mg o-Nitrocarbobenzyloxychlorid gegeben und anschliessend

hinzu. Nach 6 Minuten wird der pH auf 7,2 mit 25%iger HsPOs

eingestellt und die Losung wird mit Ather extrahiert. Der wiss-
rige Anteil wird nach Entfernung von jeglichen Mengen anhaf-

tendem Ather im Vakuum dann bei 0 °C auf pH 2,5 gebracht

und mit kaltem Athylacetat extrahiert. Die Athylacetatextrakte

werden vereint und schnell mit kalter Salzlésung riickgewa-
schen, getrocknet mit wasserfreiem MgSOs, filtriert und riick-
extrahiert mit 0,01 m LiOH bis zum pH 6,8. Der wissrige

Extrakt wird von jeglichem Athylacetat im Vakuum befreit und

gefriergetrocknet. Der restliche Riickstand enthalt 936 ODU
(39,7%) gemessen durch UV-Analyse bei 302 nm welche nach
Behandlung mit Hydroxylamin wihrend einer Stunde in 0,05m
Phosphatpuffer (pH 7) zu 90% ausgeléscht werden. Die Aus-

beute betriigt 32 mg. Die Elektrophorese (50 V/cm, 20 Minuten,

pH 7,0,05m Phosphat) zeigt eine Zone mittels Bioautographie
(MB 108, Staph. aureus), 2,4 cm in Richtung zur Anode. Fliis-

sigchromatographie auf Cis Bondapak (Waters Assoc.) in wiss-

daran 0,015 ml Tridthylamin, Nach 30miniitigem Vibriermi-
schen bei 25 °C wird die Mischung in einem trockenen Stick-

15 stoffstrom getrocknet und konzentriert. Der pastose Riick-
stand wird dreimal mit Petroldther gewaschen. Der Riickstand
wird mit einer Mischung aus 1,5 ml THF und 10 ml eines pH 7

Phosphatpuffers 20 Minuten geriihrt und dann auf eine Siule
von 30 ml Dowex 50 (Na.,)-Harz gegeben. Die Siule wird mit

20 Wasser eluiert und das Abfliessende wird durch UV-Absorp-
tion bei 302 nm kontrolliert. Die Fraktionen, enthaltend das
Produkt, werden vereint und gefriergetrocknet.

Beispiel 11
»5 Herstellung des Natriumsalzes (I) und Lithiumsalzes (II) von
N«p-Methoxybenzyloxycarbonyl)-thienamycin
Zu Thienamycin (20 mg in 5 ml Wasser bei 0 °C) gibt man
105 mg NaHCOs (20 Aquivalente), 5 ml Dioxan und dann unter
Riihren tropfenwise wihrend einer Minute 10 Aquivalente

rigem 10%igem THF zeigt einen Hauptpeak, frei von jeglichem 30 P-Methoxybenzylchlorformat. Nach 15 Minuten wird der pH

unreagiertem Thienamycin.

Beispiel 8
Herstellung von N-Bromacetylthienamycin

Zu einer gekiihlten Losung von Thienamycin (28,8 mg) und
Natriumbicarbonat (0,3 g) in 10 ml Wasser und 8 ml Dioxan

wird unter Riihren eine Lésung aus 0,25 g Bromessigsaureanhy-

drid in 2 ml Dioxan wihrend eines Zeitraumes von 20 Minuten
gegeben. Der pH wird auf 8 bis 8,3 aufrechterhalten. Die
Mischung wird weitere 10 Minuten geriihrt, mit Ather tiber-
schichtet und durch Zugabe von 8%iger Salpetersiure bis zum
pH 7 neutralisiert. Die dtherische Schicht wird abgetrennt und
die wissrige Schicht wird zweimal mit Ather extrahiert. Die
wissrige Schicht wird unter vermindertem Druck auf 0,5 ml
eingedampft, mit 2 ml Wasser verdiinnt und auf 50 ml XAD-2

Harz gegeben. Die Siule wird mit Wasser eluiert. Die ersten 80

ml werden verworfen und die nichsten 100 ml werden gesam-
melt. Das Losungsmittel wird dann ausgetauscht gegen
10%iges THF und weitere 100 ml werden gesammelt. Die ver-
einten Eluate werden auf pH 7 eingestellt, unter vermindertem
Druck auf 5 ml abgedampft und gefriergetrocknet, wobei man
das Natriumsalz von N-Bromacetylthienamycin in 60%iger
Ausbeute erhilt. UV 4., 302 my.

Beispiel 9
oTMS
Th NHTMS - = Th(TMS) 3

OO0TMS
[TMS=Trimethylsilyl]

Herstellung von silyliertem Thienamycin
Thienamycin (80,0 mg) werden in 40 ml Tetrahydrofuran
(THF) suspendiert unter einer Nz2-Atmosphire und dann auf 10

mit 1m H:POs auf 7,5 eingestellt und die Losung wird dreimal
mit Ather extrahiert. Der wissrige Anteil wird dann bei 0 °C
auf pH 2,2 eingestellt und dreimal mit Athylacetat extrahiert.
Das Athylacetat wird schnell mit Magnesiumsulfat getrocknet,

35 filtriert und mit einigen ml Wasser, enthaltend 6,3 mg NaHCO:;,
extrahiert. Der erste Extrakt wird gefriergetrocknet und ent-
hélt 172 ODU bei 303 nm mittels UV-Analyse in H20 bei pH 7,0,
welche zu 95% nach einstiindiger Behandlung mit Hydroxyl-
amin ausgel6scht werden. Die Ausbeute von I betrigt 16 mg.

40 Elektrophorese (50 V/cm, 20 Minuten, pH 7 Phosphatpuffer)
zeigt mittels Bioautographie einen Punkt 4 cm in Richtung der
Anode.

KMR (8, D20): 1,49 (d, ] = 6 Hz, CH:CH); 2,8-3,7 (m, CH>);
3,99 (s, OMe); 4,0-4,6 (m, B-Lactam CH); 4,92 (s, HCO); 5,20 s,

45 OCH2);7,13(d, ] = 8 Hz, CsHa).

Extrahiert man die Athylacetatlésung mit 0,1n LiOH bis
zum pH 7,8 und gefriertrocknet dann, so erhilt man das
Lithiumsalz I1. Die Spektral- und elektrophoretischen Eigen-
schaften von Il sind die gleichen wie von L.

50

Beispiel 12
Herstellung des Natrium(I)- und Lithium(II)-Salzes von N-Azi-
doacetylthienamycin )

55

60 (9]

"M=Na, Li

¢s Thienamycin (48 mg, 0,18 mMol) wird in 10 ml kaltem Wasser
gelost und bei 0 °C gehalten. Zu der Losung wird Natriumbicar-
bonat (147 mg, 17,6 mMol) und Dioxan (10 ml) gegeben. Acido-
acetylchlorid (60 mg, 0,05 mMol) wird zu der Losung wihrend
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eines Zeitraumes von 2 Minuten gegeben. Das Reaktionsge- Thienamycin (76,2 mg, 0,28 mMol) wird in 10 ml kaltem
misch wird 15 Minuten gerithrt und dann mit 30%iger Phos- Wasser gel6st und bei 0 °C gehalten. Zu der Losung gibt man
phorsaure auf pH 7,0 neutralisiert und wird dann in einen Schei- 0,6 mi 1,0n Lithiumhydroxidlésung und 10 ml Dioxan zu. Nach
detrichter iiberfiihrt. Die Losung wird mit zweimal 50 ml Ather  einminiitigem Riihren gibt man innerhalb von 2 Minuten Azi-
extrahiert. Die wissrige Schicht wird auf 5 ml konzentriertund 5 doacetylchlorid (33,6 mg, 0,28 mMol) hinzu. Das Reaktionsge-
dann auf eine Ionenaustauschharz-Siule aus Dowex AG-50X8  misch wird eine weitere Minute geriihrt und sodann mit
(Natrium-Form) gegeben. Die gewiinschten Fraktionen, gemes-  30%iger Phosphorséure auf pH 7,0 neutralisiert. Nach Extrak-

sen durch UV, wurden vereint und gefriergetrocknet, wobei tion mit Ather wird die wissrige Losung auf 5 ml konzentriert

man 21 mg des Produktes (I) erhilt. Elektrophorese (50 V/cm, und wird auf eine Ionenaustauschsaule (Lithium-Form) von

20 Minuten in pH 7 Phosphatpuffer) des Produktes zeigtein 10 Dowex AG-50x8 gegeben. Die gewiinschten Fraktionen,

einzelnes bio-aktives Band, das sich 4 cm in Richtung zur gemessen durch UV, werden vereint und gefriergetrocknet,

Anode bewegt. wobei man 38 mg des Produktes (IT) erhalt. UV A2 300 nm.
UV A9 300 nm; .

KMR (100 mHz, D20): 1,26 (d, CH:CH), 2,93-343(m,3CH2  Beispiel 13
und Ce-H), 4,01 (5, CH2Ns) und 4,20 ppm (m, Cs-Hund C-H). 15

10)51 OH
(¢] 0
" " @
: \
Th NHCCH2N3 Vi Th’[: NHCCHZNH3
CcO @Na@ co ©
2 2
Herstellung von N-Glycyl-Thienamycin o 25 oxycarbonylthienamycin in einer Menge von 10 mg (46%)
Platinoxid (60 mg) und 2 ml Wasser werden in einen erhilt. Das UV-Spektrum A, 303 my, E% 147 ( € 6290) zeigt
Hydrierkolben gegeben und unter 1 Atmosphére Wasserstoff  etwa 80%ige Reinheit an. Elektrophorese bei 50 V/cm wahrend
20 Minuten bei 25 °C geriihrt. Zu dem Kolben wird N-Azido- 20 Minuten bei pH 7 und anschliessende Bioautographie an S.

acetylthienamycin-Natriumsalz (6,0 mg, 0,02 mMol in 4 ml Was-  aureus zeigt eine Inhibierungszone bei +2,5 cm an.
ser) gegeben. Das Reaktionsgemisch wird bei 25 °C unter 1 20

Atmosphire Wasserstoff 30 Minuten geriihrt. Die erhaltene Beispiel 15
Mischung (pH 8,7) wird auf pH 7,0 mit 30%iger Phosphorsdure  Herstellung von N-(Brom-tert.-Butoxycarbonyl)-O-trimethylsi-
eingestellt und vom Katalysator abfiltriert. Die wissrige Stufe A

Losung wird auf 2 ml konzentriert und d:ann auf eine lonenaus-  Herstellung von N-(Brom-tert-butoxycarbvonyl)-O-trimethylsi-
tauschsiule von Dowex AG-50x 8 (Natrium-Form) gegeben. 35 lyl-thienamycin-trimethylsilylester
Die gewiinschten Fraktionen, gemessen durch UV, werden ver-

eint und gefriergetrocknet, wobei man 3,8 mg des Produktes —OTMS
erhilt. Die Elektrophorese (50 V/cm, 20 Minuten) des Produkte CH 3
sind pH 7,0 Phosphatpuffer zeigt am Anfang ein einziges bio- '
aktives Band. 40 Th— -NHC-0-C-CH ZBI
UV A0 300 nm; KMR (100 MHz, D20); 8 1,27 (d, CHsCH), " '
2,96-3,37 (m, 3CHz und Cs-H), 3,70 (s, COCH:NH?3), und 4,20 . o CH
ppm (m, Cs-H und Cs-H). 3
Beispiel 14 o LCOOTMS
Her. sl.:ellun“g von N-Benzyloxycarbonylthienamcyin Th(TMS)s (16 mg), erhalten wie vorher angegeben, wird in 0,4
Eine Losung aus 14 mg Thienamycin in 4 ml 0,05 m pH7 ml trockenem Tetrahydrofuran geldst und dazu werden 20 pl
Phosphatpuffer und 2 ml Dioxan in einem Dreihals-Kolben, der (28 mg, 0,13 mMol) Brom-tert.-butylchlorformat (Kp 35°/09
mit einem Riihrer, einem Thermometer, einer pH-Elektrode mm) und 8 ul (5,67 mg, 0,057 mMol) Tridthylamin (riickdestil-

und der Einlaufspitze eines automatischen Titrators ausgeri- s [iert aus BaO) gegeben. Die Mischung wird 20 Minuten bei
stet ist, wird in einem Methanol-Eis-Bad auf —8 °C .gekiiohl.t. Der  25°C geschiittelt. Nach dem Verdampfen des Lésungsmittels
pH wird durch Zugabe von 0,2n Natriumyhdroxid in 50%igem  ynd der iiberschiissigen Reagentien erhilt man das gewiinschte

wiissrigem Dioxan auf 8,2 eingestellt und dazu wird eine Produkt.

Losung von 0,015 ml Carbobenzyloxychlorid in 2 ml Dioxan UV AEtQA¢ 320 nm (£ 9000).

gegeben. Die Mischung wird geriihrt bei —6 °Cund pH 8.2 fiir 55

10 Minuten, dann wird mit Ather iiberschichtet und der pH Stufe B

wird durch Zugabe von Chlorwasserstoffséure auf pH7 einge-  Herstellung von N-(Brom-tert-butoxycarbonyl)-thienamycin
stellt. Die Schichten werden durch Zentrifugieren getrennt und N-Brom-tert-butoxycarbonyl-O-trimethylsilyl-thienamycin-
die wissrige Phase wird zweimal mit Ather extrahiert, Die trimethylsilylester (3 mg) wird in 0,1 ml Tetrahydrofuran, zu

wissrige Phase wird mit Athylaf:etat iiberschichtet und *}}lf PH ) dem 0,5 ml eines 0,1m pH 7,0 Phosphatpuffers gegeben worden
2 eingestellt. Das Athylacetat wird abgetrennt und die wéissrige  sind, gelost. Die Losung liisst man 20 Minuten bei 25 °C stehen
Schicht wird wiederum mit Athylacetat extrahiert. Die verein-  ynd gibt sie dann iiber eine Saule (5 ml) von Dowex 50X 8 (Na*-
ten Athylacetatschichten werden mit gesittigter Natriumchlo-  Form), woei das Eluat durch UV iiberwacht wird. Die korrek-
rlsilﬁsung ge:waschen, iiber Magnesxumsulfat getrocknet ungl fil-  ten Fraktionen werden vereint und gefriergetrocknet, wobei
triert. Die Filtrate weden mit Wasser geriihrt und der pHwird 65 man das gewiinschte Produkt erhalt. UV APuffer 304 nm ( £ 9000);
auf 7 durch Zugabe von verdiinnter Natriumbicarbonatldsung  Elektrophorese bei 50 V/cm wihrend 20 Minuten in pH 7,0 Puf-
eingestellt. Die wissrige Phase wird abgetrennt und gefrierge-  fer zeigt eine einzige bio-aktive Zone, die sich 31,5 mm in Rich-
trocknet, wobei man das Natriumsalz von N-Benzyl- tung zur Anode bewegt.
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Beispiel 16 Eine Losung aus 39 mg (0,14 mMol) Thienamycin in 10 ml
_ Dioxan-Wasser (1:1) wird mit 176 mg (2,1 mMol) NaHCOs
ot behandelt und auf 0 °C gekiihlt. Eine 100-ul-Portion einer
Losung aus 295 mg a-Azidophenylacetylchlorid in Dioxan
3 5 (Gesamtvolumen 0,5 ml) wird unter schnellem Riihren zugege-
ben. Nach 15 Minuten werden zwei weitere 50-pl-Portionen zu
‘ COOH der a-Azidophenylacetylchlorid-Lésung in 15miniitigen Inter-
B vallen gegeben. 15 Minuten nach der letzten Zugabe des Siu-
rechlorids wird das Reaktionsgemisch mit zwei 5-ml-Portionen

Th —— NHCONHCH

N-+(Methylcarbamy!)-thienamycin 10 Ather extrahiert; 15 ml Athylacetat werden zugegeben und die
O)N-Bistrimethylsilylthienamycin-trimethylsilylester wissrige Phase wird schnell gerﬁh_(t und mit Phosphorsiure auf

[Th(TMS);, hergestelit nach Beispiel 9] aus 66 mg (0,24 mMol) ~ den pH 2,2 bis 2,5 angeséuert. Die Athylacetatschicht wird

Thienamycin werden in 5 ml trockenem Tetrahydrofuran abgetrennt und die wéssrige Phase wird mit 5 ml Athylacetat

gelost. Die Losung wird bei 25 °C geriihrt und dazu werden 80 gewaschen. Die vereinte Athylacetatlésung wird getrocknet
mg (1,1 mMol) von frischdestilliertem Methylisocyanat gege- 15 (MgSOs) und nach Entfernung des Trocknungsmittels werden
ben. Nach einer Stunde zeigt das IR-Spektrum der Tetrahydro- 20 ml Wasser zugegeben. Das N-o-Azidophenylacetyl)-thien-

furanlésung Banden bei 6,0 u (-NH-CO-NH-) und 6,5 p amycin wird in die wissrige Losung durch Zugabe von 103 mg
(-NH-). Die Reaktionslsung wird zur Trockne eingedampft NaHCO:; bei 0 °C unter Rithren extrahiert. Die wissrige

zur Entfernung des iiberschiissigen Methylisocyanats; der Schicht wird abgetrennt und der pH wird durch Zugabe einer
Riickstand wird in 5 ml trockenem Tetrahydrofuran gelostund 20 geringen Menge NaHCO: auf 7,2 eingestellt.

nochmals zur Trockne eingedampft. Der Riickstand wird in 5 Eine 0,5 ml Probe wird mit 2,5 ml D20 verdiinnt und fiir die
ml 0,1n pH 7,0 Natriumphosphatpuffer gelost und iiber eine KMR-Spektralanalyse gefriergetrocknet. Resonanzen bei 8 5,0
Séule von 80 ml Dowex 50 8 (Na*) chromatographiert unter und 7,48 sind charakteristisch fiir die -CH- und CsHs Gruppen.
Verwendung von entionisiertem Wasser als Eluierungsmittel. Ill

Fraktionen von 8 ml werden in einer Menge von 8 ml/5 Minu- 25 i

ten genommen und das Abfliessende aus der Kolonne wird Beispiel 18

durch UV-Absorption und durch den Refraktionsindex iiber-

wacht. Das Produkt wird in den Fraktionen 4 bis 9 festgestellt, [ OH

die vereint werden und auf ein Volumen von 12 ml konzentriert

werden. Das Konzentrat wird iiber eine Siule von 80 ml XAD-2 30 Th ~—=t——— NHCOCH-~ /4 \

Harz chromatographiert unter Verwendung von entionisier- I —

tem Wasser als Eluierungsmittel. Fraktionen von 8 mi werden NH

alle 5 Minuten entnommen und die Kolonne wird iiberwaacht 2

durch UV-Absorption und den Refraktionsindex. Aliquote

(Menge hingt von der UV-Absorption ab) der Fraktionen 11, 35 L COOH

15,17,20, 22, 25 und 30 werden einer Papierelektrophorese

unterworfen bei 50 V/cm wihrend 15 Minuten unter Verwen-

dung eines 0,5n pH 7,0 Phosphatpuffers. Die Papierstreifen N+«(a-Aminophenylacetyl)-thienamycin

werden ausgewertet unter Verwendung von Agarplatten, ent- Eine wéssrige Losung (6 ml) von 6 mg von N-(o-Azidophe-
haltend S. aureus. Charakteristische Zonen des Ausgangsmate- <o nylacetyl)-thienamycin wird mit 60 mg eines 10% Pd/C-Kataly-
rials Thienamycin, welche praktisch keine elektrophoretische ~ sators bei 25 °C 30 Minuten bei einer Atmosphére Wasserstoff-
Beweglichkeit bei pH 7,0 aufweisen, sind in keiner der gepriif-  druck geriihrt. Das Reaktionsgemisch wird durch Supercel fil-
ten Fraktionen vorhanden, wahrend man Zonen fiir N(Methyl-  triert und dann mit neun 1-ml-Anteilen Wasser gewaschen. Das
carbamyl)-thienamycin in den Fraktionen 11, 15, 17, 20,22, 25 Filtrat und die Waschlosungen werden vereint (15 ml) und 4-ul-
und 30 etwa 3,5 cm vom Ausgangspunkt in Richtung der Anode 45 Proben werden einer Papierelektrophorese unterworfen in
beobachtet. Fraktionen 14 bis 35 werden vereint (158 ml) und einem pH 7 Puffer bei 50 V/cm wihrend 15 Minuten. Die Elek-
auf ein Volumen von etwa 20 ml konzentriert. Eine Probe von trophorese wird ausgewertet durch Bioautographie iiber MB-

158 ml der Losung, verdiinnt 1:4 mit Wasser, ergibt ein UV- 108-Agar-Platten und zeigt bioaktive Zonen bei +0,5 cm
Maximum bei 303 nm; A = 1,38. Die Losung wird gefrierge- (Durchmesser 32 mm) fir N(a-Aminophenylacetyl)-thienamy-
trocknet, wobei man das gewiinschte Derivat in einer Menge 5o cin; +3,0 cm (Durchmesser 16 mm) fiir N{a-Azidophenylace-
von 29,8 mg erhalt Ay, 303 nm E% = 285. tyl)-thienamycin und 4,5 cm (Durchmesser 22 mm) fiir ein

Das KMR-Spektrum (D:0) von N{Methylcarbamyl)-thie- Nebenprodukt.
namycin zeigt, zusatzlich zu den fiir die anderen Funktionen
erwarteten Resonanzen, ein Singulett bei d 2,88 fiir die Beispiel 19
CONHCH;-Gruppe. 55

H
' S
Beispiel 17
eispie oh NH&—

—OH ‘
” COOH

Th —— NH-COCH~ @

N-(Thiobenzoyl)-thienamycin
N Eine Losung aus 55,8 mg (0,2 mMol) Thienamycin in 18 ml
COOH 3 g5 Dioxan-Wasser (1:1) wird mit 263 mg (3,1 mMol) NaHCO:s
o behandelt und auf 0 °C gekiihlt. Zwei 200-ul-Anteile einer
Losung von 100 mg Thiobenzoylchlorid in 0,6 ml trockenem
N-+(a-Azidophenylacetyl)-thienamycin Dioxan werden zu der schnell gerithrten Reaktionslésung in
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15miniitigen Abstdnden zugegeben. Jeder Anteil der Sdurechlo-  Beispiel 21 OH
ridlésung enthilt 0,2 mMol Thiobenzoylchlorid. 15 Minuten
nach der zweiten Zugabe wird die Reaktionslosung mit zwei Th

8-ml-Anteilen Ather gewaschen. Zu der wissrigen Phase, die NHCSN;iCH

auf pH 2,2 bei 9 °C eingestellt worden ist, wird Athylacetat(8 5

ml) unter schnellen Riihren unter Verwendung von 20% HsPOa4 COOH

gegeben. Die Schichten werden getrennt und die wissrige

Schicht wird mit 3 ml Athylacetat gewaschen. Die vereinten

Athylacetatschichten werden etrocknet (MgSOs). Nach N-(Methylthiocarbamyl)-thienamycin

Abtrennen des Trocknungsmittels werden 10 ml Wasser zu der 10 O,N-Bistrimethylsilylthienamycin-trimethylsilylester,
Athylacetatlosung gegeben und das Produkt wird in eine wiss-  [Th(TMS)s, hergestellt nach Beispiel 9] aus 66 mg (0,28 mMol)

3

rige Phase durch Zugabe von 50 mg (0,62 mMol) NaHCO:s Thienamycin werden in 5 ml trockenem Tetrahydrofuran auf-
unter Riihren bei 0 °C (pH 7,4) extrahiert. Die Schichten wer- geldst und zur Losung gibt man 30 mg Bis-Trimethylsilyltrifluor-
den getrennt und die wissrige Phase, enthaltend N-(Thioben- acetamid und anschliessend daran 50 mg (0,68 mMol) Methyl-
zoyl)-thienamycin-Natriumsalz wird erhalten und gefrierge- 15 isothiocyanat. Proben (10 pl) der Reaktionslésung werden zu

trocknet. KMR in D20:8 7,3-7,9, was charakteristisch ist fiir die  einem pH 7,0 Phosphatpuffer (90 ul, 0,1n) in Abstanden gege-
ben fiir die Auswertung der Elektrophorese (bei 50 V/cm fiir 15
I Minuten und pH 7 Phosphatpuffer und die Streifen werden
CsHsC-Gruppe bewertet durch Bioautographie unter Verwendung von S--
20 aureus-Agarplatten).
Beispiel 20 Die bei 4,2 cm in Richtung zur Anode beobachteten Zonen
OH sind charakteristisch fiir N{Methylthiocarbamyl)-thienamycin.
Das Produkt wird erhalten, indem man die Reaktionslosung zur
' - Trockene eindampft und den Riickstand in 5 ml 0,1n Phosphat
Th NHCOCH 2(::L 25 (pH 7,0)-Puffer aufldst, welcher die restlichen Silylblockierungs-
gruppen entfernt und dann wird es durch {ibliche chromatogra-
cooH phische Methoden isoliert.
N-(Chloracetyl)-thienamycin
Eine Losung aus 94 mg (0,34 mMol) Thienamycinin 1575ml  Beispiel 22
Wasser und 6,75 ml destilliertes Tetrahydrofuran wird mit 420 30 Herstellung von N-Trimethylammoniumacetylthienamycin
mg (5,2 mMol) NaHCO:s behandelt und auf 0 °C gekiihlt. Drei
100-pl-Anteile einer Losung aus 390 mg Chloracetylchlorid in 1 OHO
ml Tetrahydrofuran werden in 15miniitigen Intervalien zu der i _@
Reaktionslésung gegeben. Jede Portion des Séurechlorids ent- Th NH&ICH 21\. (CE
hilt 0,34 mMol Chloracetylchlorid. 15 Minuten nach der dritten 35
Zugabe wird die Reaktionslosung mit drei 10-ml-Portionen
Ather gewaschen. Die wissrige Schicht wird auf ein Volumen )
von etwa 10 ml konzentriert, um die letzten Spuren an organi- Co~2
schen Losungsmitteln zu entfernen. Die restliche Losung wird
iiber 75 ml eines XAD-2 Harzes unter Verwendung von Wasser 40 N-Bromacetylthienamycin-Natriumsalz (20 mg) wird in Wasser
als Eluierungsmittel mit einer Geschwindigkeit von 8 ml/5 (2 ml), enthaltend Trimethylaminhydrochlorid, gelést. Dazu
Minuten chromatographiert. Die Elektrophorese einer Probe wird Dikaliumhydrogenphosphat gegeben, um die Losung auf
aus ausgewihlten Fraktionen und eine anschliessende Bioauto- ~ den pH 8 zu bringen und die Mischung wird 20 Stunden bei 4 °C
graphie zeigt, dass das Produkt in Fraktionen 16 bis 47 enthal- gehalten. Die Mischung wird im Vakuum bis zur Halbfestigkeit
ten ist. Die gleichen Fraktionen enthalten zusdtzlich verschie- 45 eingedampft. Der Riickstand wird in 10 ml Wasser wieder
dene Mengen an nicht umgesetztem Thienamycin. Fraktionen  gel6st und der pH wird auf 8 durch Zugabe von Natriumhydro-
16 bis 47 werden vereint (250 ml) und auf ein Volumen von 20 xidlésung eingestellt. Das Verfahren zum Verdampfen, welches
ml konzentriert. Das Konzentrat wird chromdtographiert iiber ~ der Entfernung von iiberschiissigem Trimethylamin dient, wird

3)3

150 ml eines Ag 50x 2 (Na*)-Harzes unter Verwendung von wiederholt. Die Losung wird auf eine Sidule gegeben, welche 25
entionisiertem Wasser als Eluierungsmittel mit einer 50 ml eines sulfonierten Polystyrolharzes (Dowex 50) enthilt in
Geschwindigkeit von 8 ml/4 min. Proben der ausgewéhlten der Natrium-Form und die Siule wird mit Wasser eluiert. Die
Fraktionen werden einer Papierelektrophorese unterworfen ersten 20 ml des Eluats werden verworfen und die nachsten 100
und anschliessend einer Bioautographie gegen S. aureus MB ml werden konzentriert und gefriergetrocknet, wobei man 5
108 Organismus. In den Fraktionen 9 bis 12 wird das Produkt, mg eines leichten Pulvers, bestehend aus N-Trimethylammoni-

ohne Verunreinigung durch das Ausgangs-Thienamycin, lokali- ss umthienamycin, erhalt. UV Az, 301 nm (E% 117). Elektropho-

siert. Diese Fraktionen werden vereint, wobei man 37 mleiner ~ rese bei 50 V/cm, pH 7, 20 Minuten, anschliessend Bioautogra-

wissrigen Losung von N-(Chloracetyl)-thienamycin erhilt. phie, zeigt eine grossere Inhibierungszone, die sich 1 cmin
Eine 2-ml-Probe wird auf 1 ml konzentriert, verdiinnt mit5  Richtung zur Kathode bewegt.

ml D20 und gefriergetrocknet zur Bestimmung des KMR-Spek-

trums. Eine Resonanz bei 4,22 & ist charakteristisch fiir die 60 Beispiel 23

CICH2CO-Gruppe. Herstellung von N{(Natriumthiosulfatoacetyl)-thienamycin
’ — OH - OH
Th —— N—g-—CH ,Br + NaS,0, Th N—g—CHZ-S— ~0-Na
' H —— : H

e

| COCH , COCH



Eine Losung aus Natrium-N-bromacetylthienamycin (84 mg) in
20 ml Wasser wird mit 20 ml 0,1n Natriumthiosulfat behandelt
und die Mischung wird 18 Stunden bei 4 °C stehengelassen. Die
Losung wird auf 10 ml konzentriert und auf eine Siule von 230
ml XAD-2 Harz gegeben. Die Siule wird mit Wasser eluiert
und die Fraktionen werden iiberwacht durch UV-Absorption
und Messung des Refraktionsindexes. Die korrekten Fraktio-
nen werden vereint und gefriergetrocknet, wobei man das
gewiinschte Produkt erhalt: (75 mg, UV A, 302 nm E% 89).

Die Elektrophorese einer Probe (bei 50 V/icm, pH 7, 20
Minuten) zeigt eine bio-aktive Zone, die sich 9 cm in Richtung
zur Anode bewegt.

Beispiel 24
Herstellung von N-o-Nitrobenzolsulfenylthienamycin

H
en s — ()
NO%

COH

Zu einer gekiihlen Losung von Thienamycin (2,4 mg) in 1,5 ml
0,05m, pH 7, Phosphatpuffer und 0,75 ml Dioxan wird eine
Lasung aus o-Nitrobenzolsulfenylchlorid (10 mg) in 0,75 ml Dio-
xan gegeben. Der pH wird durch Zugabe von 0,1n Natriumhy-
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droxid au 8,2 gehalten. Nach 10 Minuten wird die Losung mit
verdiinnter Chlorwasserstoffsdure auf pH 7 eingestellt und
dreimal mit Ather extrahiert. Die wissrige Losung wird gefrier-
getrocknet, wobei man das Natriumsalz von N-o-Nitrobenzol-
5 sulfenylthienamycin erhilt.

Elektrophorese bei 50 V/cm, pH 7, wihrend 20 Minuten und
anschliessende Bioautographie zeigt eine einzelne Inhibie-
rungszone bei 2,5 cm in Richtung zur Anode.

10 Beispiel 25

Herstellung von p-Brombenzoylthienamycin
Thienamycin (45,6 mg) wird in einer Mischung aus 0,05m

pH 7 Phosphatpuffer (4 ml) und Dioxan (2 ml) gelést und die
Losung wird mit 0,2n NaOH in 1:1 Dioxan-Wasser auf den pH

15 8,2 gebracht. Die Losun wird auf —8 °C gekiihlt und wihrend 3
Minuten wird p-Brombenzoylchlorid (45 mg) in Dioxan (2 ml)
gegeben. Durch Zugabe von 0,2n NaOH wird der pH zwischen
7,6 und 8,4 filr weitere 10 Minuten gehalten. Die Losung wird
auf pH 7 neutralisiert und dreimal mit 8-ml-Anteilen Ather

20 extrahiert. Die wissrige Phase wird gefriergetrocknet, wobei
man das Natriumsalz von N-p-Brombenzoylthienamycin UV
Amax 303 nm, 866 ODU, erhilt. Elektrophorese bei 50 V/cm, pH
7, wihrend 20 Minuten und anschliessende Bioautographie
zeigt eine Inhibierungszone von 22 mm Durchmesser bei —0,5

25 cm entsprechend Thienamycin und von 41 mm Durchmesser
bei +2,5 cmi entsprechend der in der Uberschrift genannten
Verbindung.

Beispiel 26
30 Herstellung von N-p-Guanidinophenylacetylthienamycin

o OH
OH " J-NH O H
C1CCH5 NHC_ " /
Th—t NH NH Th — NHCCH N
2 2 ‘c=NH
LN rd
COOH 4 coox NH,,

Thienamycin (60 mg) wird in einem pH 7,0 Phosphatpuffer
(0.05n, 6 ml) gelost und griindlich auf einem Eisbad gekiihlt. Die
Lésung wird dann auf den pH 8,3 unter Verwendung einer Aus-
gabe-Autoburette mit 1,0n NaOH eingestellt. Zu der geriihrten
Losung wird in verschiedenen Anteilen p-Guanidinophenylace-
tylchlorid-hydrochlorid (64 mg, 259 pMol) gegeben, wobei
durch die Autoburette der pH nahe 8,3 gehalten wird. Nach
wenigen Minuten wird die Reaktionslésung angesiuert (10%ige
HsPO+-Losung) auf pH 7,0 und auf 60 g XAD-2 Harz chromato-
graphiert. Die Siule wird mit Wasser eluiert und dann mit einer
10%igen wissrigen Tetrahydrofuranlésung, welche das Pro-
dukt eluiert. Die Produktfraktionen werden vereint und gefrier-
getrocknet, wobei man einen weissen, lockeren Feststoff erhalt
(45 mg, A 301 nm ( € 7020). Das Produkt hat eine elektropho-
retische Mobilitit von 2,5 cm in Richtung zur Anode bei 50
V/em fiir 25 Minuten. Das KMR stimmt {iberein mit dem fiir das
Produkt erwarteten. Das IR (Nujol mull) zeigt eine Bande bei
1775 cm~!(B-Lactam).

Beispiel 27
Herstellung von N-Pyridiniumacetylthienamycin

Eine Mischung von 10 mg N-Bromacetylthienamycin-Natri-
umsalz und 0,5 ml Pyridin in 1 ml HMPA wird bei 25 °C 4 Stun-
den geriihrt. Das iiberschiissige Pyridin wird unter verminder-
tem Druck entfernt und der Riickstand wird in 3 ml Wasser auf-
genommen und auf eine Siule von 20 ml eines XAD-2 Harzes
gegeben. Nach dem Eluieren mit Wasser wird das Produkt mit
10%igem wissrigem THF eluiert. Die Lésung hat eine optische

40
Dichte von 93 bei Ay 261 nmund 71 bei Ay 297 nm. Elektro-
phorese und Bioautographie zeigen eine gréssere Inhibierungs-
zone bei —1 cm, entsprechend dem gewiinschten Produkt
N-Pyridiniumacetylthienamycin.
45
Beispiel 28
Herstellung von N-Carbomethoxythienamycin
Thienamycin (49 mg) wird in 0,05m pH 7,0 Phosphatpuffer
(14 ml) gelost und au einem Eisbad gekiihlt. Unter Rithren wird
so der pH unter Verwendung einer automatischen Burette auf 8,2
eingestellt. Eine Losung von Methylchlorformat (46 pl), 600
1Mol) in p-Dioxan (580 pl) wird auf einmal hinzugegeben,
wobei man eine homogene Losung erhilt. Anschliessend wird
der pH unter Verwendung einer automatischen Burette auf 8,2
55 gehalten. Nach 10 Minuten wird die Losung auf einen pH von
7,0 eingestellt unter Verwendung von verdiinnter Phosphorsiu-
reldsung und man wischt dreimal mit gleichen Volumina Di-
athylather. Die wissrige Losung wird dann auf 4,5 ml konzen-
triert und auf einer XAD-2 Harzs4ule chromatographiert. Das
60 mit einer wassrigen 5%igen Tetrahydrofuranlésung (nach einer
Wasser-Eluierung) eluierte Produkt wird gefriergetrocknet,
wobei man 28,9 mg des Produkts erhilt.
UV (pH 7,0 Phosphatpuffer 0,1n) Ay 303 nm ( & 6450) Elek-
trophorese (20 Minuten, 0,1n pH 7,0 Phosphatpuffer 50 V/cm)
e5 Mobilitit 3,5 cm in Richtung zur Kathode.

Beispiel 29
Herstellung von N-Benzolsulfonylthienamycin
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Thienamycin (52 mg) wird in pH 7,01n Phosphatpuffer (25 ml)
gelost und auf einem Eisbad magnetisch geriihrt. Der pH wird
auf 8,2 mit 2,5n NaOH eingestellt unter Verwendung einer
automatischen Ausgabeburette un dazu wird auf einmal Ben-
zolsulfonylchlorid (227 ul, 226 uMol) in 500 m! p-Dioxan gege-
ben. Der pH wird unter Verwendung der automatischen
Burette 30 Minuten auf 8,2 gehalten und dann unter Verwen-
dung von wissriger, verdiinnter Phosphorsiure auf den pH 7,0
eingestellt. Die Reaktionslésung wird auf 15 ml konzentriert
und iiber einem XAD-2 Harz (50 cm®) chromatographiert. Die
Séule wird mit Wasser eluiert und anschliessend wird das Pro-
dukt mit 10%igem wissrigem Tetrahydrofuran eluiert. Das
10%ige wissrige Tetrahydrofuraneluat wird auf ein Drittel sei-
nes Volumens konzentriert und gefriergetrocknet, wobei man
28 mg erhalt. Die elektrophoretische Mobilitit des Produktes
(50 V/cm, 20 Minuten, pH 7, 0,05n Phosphatpuffer) betrigt 3,5
cm in Richtung zur Kathode. A, 303 (£3650) in pH 7 0,1n
Phosphatpuffer.

Beispiel 30
Herstellung von N-Guanylthioacetylthienamycin

OH

+ ,NH

Th NH-C-CHpS-C

6 H,
coo”

Eine Losung aus 90 mg Natrium-N-bromacetylthienamycin in

40 ml Wasser wird auf pH 6 eingestellt und dazu werden 36 mg
Thioharnstoff gegeben. Die Losung wird 5 Tage auf 4 °C gehal-

ten. Die Losung wird iiber 80 ml eines XAD-2 Harzes chroma-
tographiert. Durch Eluieren mit 400 ml Wasser wird der Thio-

harnstoff entfernt und eine geringe Menge des Ausgangs-Brom-

acetylderivats und Thienamycins. Beim Eluieren mit 120 ml
10%igem Tetrahydrofuran erhélt man eine Losung, welche das
N-Guanylthioacetylderivat des Thienamycins enthilt. Durch
eine hochdruckfliissigkeits-chromatographische Analyse iiber
Bondapak C18 Porasil mit 10%igem THF Losungsmittel stellt
man einen grosseren Peak von mehr als 90%iger Reinheit fest.
Die Losung wird auf 15 ml eingedampft (pH 5,5) und gefrierge-
trocknet. Ausbeute: 40 mg eines weissen Pulvers. UV L., 299
E% 173.

Beispiel 31

Herstellung des Natriumsalzes von Thienamycin-N-(S-phenyl-
carbothioat

OH
o
Th 4-NHCS
COONa

Zu Thienamycin (37 mg, 0,14 mMol) in 24 ml 1:1 Dioxan-H:0
bei 0 °C gibt man unter Riithren 150 mg (1,78 mMol, 12 Aquiva-
lente) NaHCO:; und dann tropfenweise unter Riihren wihrend

4 Minuten 1,5 Aquivalente (39 mg, 0,22 mMol) Phenylchlorthio-

format in 0,6 ml Dioxan. Nach 15 Minuten wird der pH mit
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wassnger 25%iger H3POs auf 5,9 emgestellt und die Lésung
wird mit Ather extrahiert. Die wissrige Schicht wird nach Ent-
fernung von jeglichem eingeschlossenen Ather im Vakuum auf
den pH 2,5 bei 0 °C gebracht und mit Athylacetat extrahiert.

5 Die Athylextrakte werden vereint und schnell mit kalter Salzls-
sung gewaschen und dann iiber Magnesiumsulfat getrocknet,
filtriert und mit Wasser zuriickextrahiert, enthaltend 1,5 Aqui-
valente NaOH bis zu einem End-pH von 6,8. Die wissrige
Schicht wird im Vakuum von Jeghchem Athylacetat befreit und

10 gefriergetrocknet. Die wissrige Lésung enthilt 486 ODU bei
302 nm (UV-Analyse in H20 bei pH 7,0), welche nach einstiindi-
ger Behandlung mit Hydroxylamin zu 95% ausgel6scht werden.
Die Ausbeute betragt 17,7 mg (29%). Elektrophorese (50 V/cm
wihrend 18 Minuten, pH 7,0 wissriges Phosphat, 0,05 m) zeigt

15 einen Spot durch Bioautographie 3,6 cm in Richtung zur
Anode.

Beispiel 32
Herstellung des Natriumsalzes von Thienamycin-N-(O-phenyl-
20 carbothioat
ZuThienamycin (46,5 mg, 0,17 mMol) in 26 ml 1:1 Dio-
xan-H»0 bei 0 °C werden unter Rithren 220 mg (2,62 mMol, 15
Aquivalente) NaHCO: gegeben und dann wihrend 4 Minuten
tropfenweise 1,5 Aquivalente Phenoxythiocarbonylchlorid in
25 0,6 ml Dioxan. Nach 8 Minuten wird der pH auf 7,0 eingestellt
und dann wird die Losung mit Ather extrahiert. Die wissrige
Schicht wird nach Entfernung jeglichen anhaftenden Athers im
Vakuum auf den pH 2,5 bis 0 °C gebracht und mit Athylacetat
extrahiert. Die Athylacetatextrakte werden vereint, schnell mit
30 kaltem Salzwasser gewaschen, iber Magnesiumsulfat getrock-
net, filtriert und zuriickextrahiert mit Wasser, enthaltend 1,5
Aquivalente 0,1m NaOH bis zu einem pH von 6,8. Die wissrige
Schicht wird von jeglichem Athylacetat im Vakuum befreit und
gefriergetrocknet. Die wiissrige Losung enthilt 572 ODU bei
35 302 nm (UV-Analyse in H20 bei pH 7,0), welche nach einstiindi-
ger Behandlung mit Hydroxylamin zu 95% ausgeloscht werden.
Die Ausbeute betrégt 19 mg (26% der Theorie). Elektrophorese
(50 V/cm wihrend 18 Minuten; pH 7 wissriges Phosphat,
0,05m) zeigt einen Spot durch Bioautographie 3,3 cm in Rich-
40 tung zur Anode.

Beispiel 33
Herstellung des Natriumsalzes von N{Dimethoxyphosphino-
thioyl)-thienamycin

45

OH
S

Th NH?(OCH3)

2
. COONa

Zu dem Trimethylsilylderivat Th(TMS);, hergestellt aus 214 mg
s5 Thienamycin in 25 ml trockenem THF, werden 227 mg Dime-
thylphosphorchloridthionat in 2 ml THF gegeben und an-
schliessend 0,18 ml (130 mg) Tridthylamin. Nach Rithren unter
Stickstoff fiir annihernd 2 Stunden wird der Inhalt zu einem
viskosen Riickstand im Vakuum konzentriert. Der pastdse

60 Riickstand wird in 40 ml Athylacetat, enthaltend 5 ml enioni-
siertes Wasser, suspendiert und mit verdiinnter wissriger Phos-
phorsaure auf den pH 3,5 gebracht und 10 Minuten geriihrt. Die
wissrige Schicht wird abgetrennt und mit zweimal 20 mi Athyl-
acetat extrahiert. Die Athylacetatextrakte werden vereint,

65 schnell getrocknet mit wasserfreiem Magnesiumsulfat und fil-
triert. Zu dem kalten Athylacetatextrakt werden 20 ml Wasser
gegeben und der pH wird mit verdiinnter NaOH auf 7 einge-
stellt. Die wissrige Schicht wird abgetrennt und im Vakuum auf
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ein kleineres Volumen (7 ml) konzentriert und auf eine 35x 4 Riihren uner trockenem Stickstoff wird der Inhalt im Vakuum
cm Séule, enthaltend 500 ml XAD-2 Harz, gegeben. Die Saule  zu einem viskosen Riickstand konzentriert. Der pastdse Riick-
wird mit Wasser eluiert und anschliessend mit 6%igem wissri-  stand wird in 25 ml Athylacetat, enthaltend 5 ml H20, suspen-
gen THF und schliesslich mit 10%igem wiissrigem THF. Die mit  diert und der pH wird mit verdiinnter wissriger Phosphorsiure
10%igem THF eluierte Fraktion (Rohrchen 99-150, 14 m/Réhr- 5 auf 3,5 gebracht und das Ganze wird 10 Minuten geriihrt. Die
chen) hat ein An,,, 304 nm und enthalt das gewiinschte Produkt.  wassrige Schicht wird abgetrennt und mit zweimal 10 ml Athy-
Elektrophorese (50 V/cm, 16 Minuten bei pH 7, wissriges Phos-  lacetat extrahiert. Die Athylacetatextrakte werden zusammen
phat, 0,05m) zeigt nur durch Bioautographie eine Zone (MB-108  mit wasserfreiem MgSO0as getrocknet und filtriert. Zu dem kal-
Staph. aureus) 3 cm in Richtung zur Anode. Gefriertrocknung  ten Athylacetatextrakt gibt man 5 ml H20 und bringt den pH

ergibt 39 mg (10,5% Ausbeute) des Natriumsalzes von 10 mit verdiinnter NaOH auf 7. Die wissrige Schicht wird abge-
N-(Dimethoxyphosphinothioyl)-thienamycin. KMR (8 D:0),40  trennt und im Vakuum auf ein kleineres Volumen (7 ml konzen-
(d,] =10 Hz-P-OCHs). triert und auf eine 303 cm Séule, enthaltend 150 ml XAD-2
Harz, gegeben. Die Siule wird mit H20 gewaschen und
Beispiel 34 anschliessend mit wissrigem 9%igem THF, welches das Pro-
Herstellung des Natriumsalzes von N{Dimethoxyphosphinyl)- 15 dukt, namlich das Natriumsalz von N-(Bis-(methylthio)-phosphi-
thienamycin nothioyl)-thienamycin entfernt ( A, 306 nm), das gefrierge-
trocknet wird, wobei man 69 mg eines gelb-hell-orangen Fest-
OH stoffes (19,6%) erhélt. Bei der Elektrophorese (50 V/cm, 20
Y] Minuten, pH 7 wissriges Phosphat, 0,05m) stellt man nur eine
Th Nﬁg {(OCH.,) 20 Zone fest 3 cm in Richtung zur Anode (Bioautographie MB 108
3’2 Staph. aureus).

COONa Beispiel 36

Herstellung des Natriumsalzes von N-Sulfamoyl-thienamycin
Zu dem Trimethylsilylderivat Th(TMS)s, hergestellt aus 93 mg 2

Thienamycin in 2 ml trockenem THF, werden 88 mg Dimethyl- OH
phosphorchloridat in zwei Portionen gegeben und anschlies-
send 45 g (0,06 ml) Tridthylamin. Nach heftigem Riihren wih- Th NH S O.-NH

rend einer Stunde wird der Inhalt zu einem viskosen Riickstand
im Vakuum konzentriert. Der Riickstand wird in 10 ml Athyl- 3
acetat suspendiert und 3 ml eines pH 3 Phosphatpuffers wer- COONa

den zugegeben und das Ganze wird 10 Minuten gefiihrt. Die

wissrige Schicht wird abgetrennt und mit zweimal 3 m] Athyl-  Zudem Trimethylsilylderivat Th(TMS)s, hergestellt aus 210 mg
acetat extrahiert. Die Athylacetatextrakte werden vereint, iber Thienamycin in 10 ml THF, werden 223 mg Sulfamoylchlorid in
wasserfreiem Magnesiumsulfat getrocknet und filtriert. Zu dem 35 5 ml THF gegeben und anschliessend 0,25 ml (180 mg) Triéthyl-

2772

kalten Athylacetatextrakt gibt man 6 ml HO und bringt den amin. Nach Riihren unter trockenem Stickstoff wihrend 2
pH mit verdiinnter NaOH auf 7. Die wissrige Schicht wird Stunden wird die Mischung zu einem viskosen Riickstand im
abgetrennt und im Vakuum konzentriert, wobei man 18 mg Vakuum konzentriert. Der pastose Riickstand wird in 50 ml

(13%ige Ausbeute) des Natriumsalzes von N{Dimethoxyphos-  Athylacetat, enthaltend 5 ml H:0, suspendiert und der pH wird
phinoyl)-thienamycin erhilt; A, 303 nm; Elektrophorese (50 40 auf 3,5 gebracht und das Ganze wird 10 Minuten gerithrt. Die
V/em, 20 Minuten, pH 7 wissriges Phosphat, 0,05m) zeigt eine wissrige Schicht wird abgetrennt und einmal mit 101 Athyl-

Zone 3,2 in Richtung zur Anode (Bioautographie MB-108 acetat extrahiert. Die Athylacetatextrakte werden zusammen
Staph. aureus). KMR ( 8 D20) ~4,0(d 5 = 10 Hz POCH3) getrocknet mit wasserfreiem MgSQs und filtriert. Zu dem kal-
ten Athylacetatextrakt gibt man 18 ml H20 und stellt den pH
Beispiel 35 45 mit verdiinnter NaOH auf 7,0 ein. Die wissrige Schicht wird
Herstellung des Natriumsalzes von N<(Bis{(methylthio)-phos- abgetrennt und im Vakuum auf ein kleineres Volumen ein-
phinothioyl)-thienamycin geengt und auf eine 33%X4 c¢m Siule, enthaltend 500 ml XAD-2

Harz, gegeben. Die Siule wird mit Hz0 eluiert, wobei man

H N-Sulfamoylthienamycin-Natriumsalz erhalt. A, 303 nm. Elek-
S 50 trophorese (50 V/cm, 20 Minuten, pH 7 wassriger Phosphatpuf-

Th % ( SCH.,) fer 0,05m) zeigt eine Zone 3,2 cmin Richtung der Anode
3’2 (Bicautographie MB-108 Staph. aureus). Gefriertrocknung der

obengenannten Lésung ergibt 90 mg (41%) des Natriumsalzes
COONa von N-Sulfamoylthienamycin als gelben Feststoff.
s5s IR Nujol B-Lactam C = 0 1750 Schulter 1770 (5,61 + 5,65 w
Zu dem Trimethylsilylderivat Th(TMS)s, hergestellt aus 213 mg  und 1150 cm~!(8,65y) fir HN-SO:NH..
Thienamycin in 20 ml trockenem THF, werden 300 mg Dime-
thylphosphorchloridotrithioat in 2 ml THF gegeben und Beispiel 37
anschliessend 0,18 ml (130 mg) Tristhylamin. Nach 3stiindigem Herstellung von N-B-Azidopropionyl)-thienamycin

OH : OH
Th Nﬂz@ | > Th -{-NHCCH, CH, N,
© : €& ©
co ' COgNa
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Thienamycin (184 mg) wird in 30 ml Wasser geléstund auf0°C  wobei man 81 mg des gewiinschten Produktes erhalt, das eine
gehalten. Zu der Losung gibt man 0,52 g NaHCOs, 30 ml Dio- UV-Absorption bei A2 von 306 nm zeigt. Elektrophorese des
xan und 163 mg B-Azidopropionylchlorid. Die Mischung wird 15 Produktes bei 2 KV in 0,1m pH 7,0 Phosphatpuffer wéhrend 2
Minuten geriihrt und dann mit 30%iger HsPOs neutralisiertund  Stunden zeigt eine einzelen bio-aktive Zone, die sich 30 mmin
mit Ather extrahiert. Die wissrige Schicht wird abgetrennt und 5 Richtung der Anode bewegt.

auf 5 ml konzentriert. Das rohe Produkt wird chromatogra-

phiert iiber eine Dowex 50 WX 8 (Natrium-Form) Ionenaus- ~ Beispiel 38
tauschsiule (17 x 10”). Die Kolonne wird eluiert mit H20, Herstellung von N-(B-Alanyl)-thienamycin

OH —~OH

- o 9
CH,NH
Th NHCCH éCH 2N 3 —> Th NHC;H 2C oNH 3
=) ”

CO 2N a C02

Die wissrige Losung von N-(B-Azidopropionyl)-thienamycin Saule wird eluiert mit Wasser, wobei man 20 mg des gewiinsch-

(40 mg in 20 ml Wasser) wird unter 1 Atmosphére Wasserstoff  ten Produktes erhélt, welches ein UV H:0 yon 302 nm zeigt.
und in Gegenwart von 200 mg Palladium 40 Minuten bei25°C  Die Elektrophorese des Produktes bei 2 KV in0,impH7,0

hydriert. Die erhaltene Losung (pH 9,0) wird mit 30%iger 20 Phosphatpuffer wihrend 20 Minuten zeigt eine einzelne bioak-
H:sPOs neutralisiert und vom Katalysator abfiltriert. Die tive Zone, die sich 10 mm in Richtung zur Kathode bewegt.
Mischung wird iiber einer Dowex 50 W x 8 (Natrium-Form) '
lonenaustauschsaule (17 x 10”) chromatographiert und die Beispiel 39 ) .
Herstellung von N-(N’-Acetimidoyl}-B-alanyl)-thienamycin
OH ' , OH NH
i ® ; 4
Th-+NHCCH.,CH. NH —_— Th -~NHCCH,CH,NH,,C
2772773 l- 2772772 N
coéa co;D CH;

Die wiissrige Losung von N<(B-Alanyl)-thienamycin (125mgin  &quivalente Menge von O-Methylformimidathydrochlorid in
15 ml Wasser) wird bei 0 °C gehalten und man hilt einen pH Beispiel 39;

von 8,5 aufrecht, indem man 2,5n NaOH zugibt wéhrend 35 2)B-Azidopropionylchlorid ersetzt wird durch eine dquiva-
O-Athylacetimidat-hydrochlorid (350 mg) wéhrend eines Zeit-  lente Menge von Azidoacetylchlorid in Beispiel 37;

raumes von 10 Minuten portionsweise zu der Losung gegeben 3.) N-(B-Azidopropionyl)-thienamycin ersetzt wird durch
wird. Die Mischung wird 1 Stunde geriihrt und dann mit 2,5n eine aquivalente Menge von N{Azidoacetyl)-thienamycin in

HCl neutralisiert und auf 15 ml konzentriert. Das so erhaltene  Beispiel 38;

Rohprodukt wird zweimal iier eine Dowex 50Wx8 (Natrium- 4  4.) N{B-Alanyl)-thienamycin ersetzt wird durch eine dquiva-
Form) Siule (17 x 10") chromatographiert, wobei man 25 mg lente Menge von N-Glycylthienamycin in Beispiel 39;

erhilt. Das Produkt wird mit Wasser eluiert und die Lésung 5.) O-Athylacetimidat-Hydrochlorid ersetzt wird durch eine
gefriergetrocknet. Beim Umkristallisieren des Produktes aus iquivalente Menge an O-Methylformimidat-Hydrochlorid und
Wasser erhilt man einen kristallinen Feststoff, welcher einIR-  N+(B-Alanyl)-thienamycin ersetzt wird durch N-Glycylthien-
Spektrum (Nujol mull) wie folgt zeigt: 1769 cm~!(B-Lactam); 45 amycin in Beispiel 39;

KMR (29), 100 MHz): 2,20 ppm (s, Acetimidoyl) CHs); 6.) O-Athylacetimidathydrochlorid ersetzt wird durch eine
UV AH:0 302 nm. Elektrophorese des Produktes bei2 KVin  dquivalente Menge von Methylsulfat in Beispiel 39;
0,1m pH 7,0 Phosphatpuffer wihrend 20 Minuten zeigt eine ein- 7)) O-Athylacetimidathydrochlorid ersetzt wird durch eine
zige bio-aktive Zone, die sich 10 mm in Richtung zur Kathode ~ 4quivalente Menge Methylsulfat und N-(8-Alanyl)-thienamycin
bewegt. 50 ersetzt wird durch N-Glycylthienamycin in Beispiel 39 und
: 8.) N<(B-Azidopropionyl)-thienamycin ersetzt wird durch
Beispiel 40 eine dquivalente Menge von N+(2-Azidodthoxycarbonyl)-thie-

Arbeitet man nach den Verfahren, wie sie in den Beispielen  namycin in Beispiel 38,
37,38 und 39 beschrieben worden sind, mit der Ausnahme, dass  so erhilt man die in der nachfolgenden Tabelle aufgefiihrten
1.) O-Athylacetimidathydrochlorid ersetzt wird durch eine 55 Verbindungen:

OH
/K :
"
| SCH,,CH,NHC (CH,) | A(CH,) -¥
) — COOH
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Verbindung | ® n A , ¥
® W
1.) 1 1 - -NH 2C-H _
2.) 1 0 - ~N 3
@
3 . ) l 0 - -NH 3
NH
4.) 1 0 - —-NHZ—C-CH3
5.) 1 0 - -.—I\{HZ—C—H
Y,
6.) 1 0 - -N (CH3) 3
Q
7.) 1 0 - -N(CH 3) 3
@
8.) 0 2 |Sauerstoff ~NH,
Beispiel 41 tiberschiissige Thionylchlorid wird in einem Stickstoffstrom
Herstellung des Natriumsalzes von N-Phenoxyacetalthienamy-  abgedampft, wobei ein fester Riickstand von B-Guanidinopro-
cin pionylchlorid-hydrochlorid zuriickbleibt.

Zu einem 250-ml-Kolben, enthaltend Thienamycin (190 mg), 40 o
werden 30 ml Wasser, 0,6 g Natriumbicarbonat und 30 ml Dio- ]
xan gegeben. Wihrend man die Mischung riihrt und auf 0 °C IR 5,6 u (-C=Cl); breites Band 6-6,3 ;£ (Guanidino).
halt, wir dazu dem Kolben wihrend eines Zeitraumes von 10
Minuten Phenoxyacetylchlorid (170 mg) gegeben. Die Losung ~ Stufe B:
wird weitere 10 Minuten geriihrt und dann mit 30%iger Phos- 45 Thienamycin (54 mg) wird in 1 ml wasserfreiem Dimethyl-
phorsaure auf pH 4,5 angesiuert. Die angesauerte Losung wird ~ formamid suspendiert. Die Mischung wird auf 0 °C gekiihlt und
schnell extrahiert mit 50 ml Ather, um iiberschiissiges Reagenz B-Guanidionopropionylchlorid-hydrochlorid (37 mg) wird unter
zu entfernen und dessen hydrolysiertes Produkt Phenoxyessig-  Riihren zugegeben und unmittelbar daran eine Losung aus 25,8
sdure. Die wissrige Schicht, die so erhalten wurde, wird weiter ~ mg Diisopropylithylamin in 0,1 ml DMF. Nach weiteren 5
angesduert mit 30%iger Phosphorséure auf pH 2,0 und mit50 5 Minuten wird das Produkt mit Ather niedergeschlagen. Der
ml Athylacetat extrahiert. Die organische Schicht, welche die  Ather wird dekantiert und der Riickstand wird mit 2 ml Wasser

freie Sdure von N-Phenoxyacetylthienamycin enthilt, wird gelost, mit Natriumbicarbonat auf pH 6,8 eingestellt und iiber
abgetrennt und riickextrahiert mit 30 ml einer wissrigen 75 ml eines XAD-2 Harzes chromatographiert. Nach Eluieren
Lésung, enthaltend 60 mg Natriumbicarbonat. Die wissrige mit Wasser wird das Produkt mit 10%igem wissrigem THF

Schicht wird gefriergetrocknet, wobei man 120 mg des Natri- 55 eluiert, konzentriert und gefriergetrocknet. UV A, 303 mp E%
umsalzes von N-Phenoxyacetylthienamycin erhilt. Die Elektro-  157. Elektrophorese (1 Stunde, 50 V/em, pH 7) zeigt einen ein-
phorese (0,5m, pH 7,0, Phosphatpuffer,2 KV wihrend 20 Minu-  zelnen bioaktiven Spot, der sich 4,5 cm in Richtung zur

ten): Eine einzelne bio-aktive Zone, die sich 45 mmin Richtung ~ Kathode bewegt und der einen positiven Sakaguchi-Farbtes

zur Anode bewegt. UV: A0 302 nm. ergibt. :

60
Beispiel 42 Beispiel 43 g
N--Guanidinopropionylthienamycin Herstellung von N-Guanylcarbamoylthienamycin
Stufe A: Thienamycin (253 mg) wird in 0,1n pH 7 Phosphatpuffer (11
B-Guanidinopropionylchlorid-hydrofluorid ml) gelst, auf einem Eisbad gekiihlt und unter Verwendung

B-Guanidinopropionséure (130 mg) werden in Portionen zu es von 1n NaOH, die aus einer Autoburette ausgegeben wird, auf
1 ml Thionylchlorid in einem zentrifugierten Rohrchen unter einen pH von 8,5 eingestellt. Zu dieser Losung wird eine kalte
Stickstoff gegeben. Die pastése Reaktionsmischung wird mit Lésung (2,5 ml) von 1-Amidino-semicarbaziddihydrochlorid
einem Gasstab gerieben, bis sie zu kristallisieren beginnt. Das (354 mg) und Natriumnitrit (128 mg) gegeben. Der pH steigt auf
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9,0 und nach 10 Minuten wird der pH eingestellt und auf-
rechterhalten auf 8,2. Nach 30 Minuten bildet sich ein Nieder-
schlag und der pH wird unter Verwendung von 1n HCl auf 7,0
eingestellt. Die Mischung wird filtriert und das Filtrat chroma-
tographiert iiber einer Siule eines XAD-2 Harzes (120 ml), die
* mit Wasser und anschliessend mit wissrigem 10%igem Tetra-
hydrofuran eluiert wird. Das N-Guanylcarbamoylthienamycin-

Derivat eluiert in wissrigem Tetrahydrofuran und wird gefrier-

getrocknet zu einem Feststoff. UV (pH 7 0,1n Phosphatpuffer)
Amax 298 nm ( £ 5500) HPLC Cis Bondapak, wissriges 10%iges

e

22

Tetrahydrofuran) Retentionszeit 2,0fache der von Thienamy-
cin. Elektrophoretische Beweglichkeit (40 V/cm, pH7 0,1n
Phosphatpuffer, 20 Minuten) betrigt 2 cm in Richtung zur
Anode.
5
Beispiel 44
Arbeitet man nach den vorhergehenden Beispielen und

Beschreibungen, so werden die nachfolgend definierten Ver-
bindungen erhalten:
10

1,2
SCHZCHZNR R

CooM

Verbindung M R1 ' R2
1.) Na H -C~CH=CH
" 2
0
2.) Na H -ﬁ-CHZO—CZHs
0
3.) Na H —C NH2
0
. - H
4.) H H -S-CHZN—(,H3
0
5.) H H -C CHzN(CH3)2
0 ,
H
6.) H H -C CHZ—N-C NH2
O N
H
7.) Na H -C CH2 -5=- CH3
-0
8.) Na H -C-CH(-CGCH,)
" 32
0.
9.) Na H -C CHZOH

0
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Verbindung y

10.) Na.
11.) H
12.) Na
13.) K
l&.) NH4
15.) K
16.) Na
17.) " Na
18.) Na
19.) Na
20.) Na
21.) Na
22.) Na

-C-C=CH

0

-C CHzN -C~-N-C- NH2

1" 11]
o HpgHy
1

-C-CHOHCHS
11
0

S-CF3

-C-H

-SCHZSCHZCN
0

-CCH(NHZ)CH3

-SOZCF

_Q_©_
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Bevorzugte Herstellung von alternativen Ausgangsmateria- ration des zuerst identifizierten Ausgangsmaterials (I) 5R 6S 8R
lien: ist.
Ausser Thienamycin ist es fiir den Fachmann ersichtlich,
dass dessen verschiedene Isomere allein oder als Mischungen Herstellung von Thienamycin durch Totalsynthese
als Ausgangsstoffe bei der Herstellung der erfindungsgeméss 5
herstellbaren Verbindungen verwendet werden konnen. Einige OH
dieser Isomeren sind beispielsweise aus natiirlichen Produkten
der Fermentation erhiltlich (siche unten). Durch Totalsynthese
werden jedoch alle Isomere erhiltlich (siehe unten) in Form

7\ SCH,CH,N,
einer Mischung von 4 Diastereoisomeren, welche bakterizide

0
Aktivitit aufweisen und die nach iiblichen technischen Verfah- L l CO0H
ren aufgetrennt werden kénnen. Die 4 Diastereoisomere (2 cis, / ,
2 trans) kénnen chromatographisch getrennt werden. Die Auf- .
trennung von jeweils einem gegebenen d/I-Paar mit optisch
aktiven Siuren oder Basen lduft z. B. nach iiblichen Verfahren 15 Stufe A:
ab. Dabei soll festgehalten werden, dass die absolute Konfigu- ~ Herstellung von 4-(2-Acetoxyvinyl)-azetidin-2-on

H2C=CH—CH=CHOS~CH3 -+ 0=C=N—SOZC1 —————-—}
0

0 O
1n
CH=CHOCCH3 ,  CH=CH OCCH3

VR i .

SOZCL 0

Eine Losung aus 1,0 ml destilliertem Chlorsulfonylisocyanat 3 Die Phasen werden getrennt, wobei ein gelb-oranges Harz in
(1,65 g, 11,7 mMol) in 2,5 ml wasserfreiem Diéthyldther wird der wissrigen Phase verbleibt. Die Atherphase wird direkt
unter N2in einem Bad von —20 °C gekiihit. iiber MgSOs getrocknet. Die wiissrige Harzphase wird dreimal

Eine Losung von 2,5 g L-Acetoxybutadien (22mMol)in25  mit 50-ml-Anteilen Ather extrahiert, wobei jeder Anteil zu der
ml wasserfreiem Ather wird dhnlich gekiihlt unter Stickstoffin  Ausgangs-Ather/MgSOs-Mischung gegeben wird.
einem —20 °C Bad. 40 Die getrockneten Extrakte werden filtriert und unter einem

Die Chlorsulfonylisocyanatlésung wird tropfenweise zuder  N»-Strom auf 5 ml konzentriert; ein Teil des Produktes ist kri-
Acetoxybutadienlésung hinzugegeben mittels eines in die CSI-  stallisiert in diesem Stadium.

Losung eintauchenden Polytetrafluoriathylenrohres und wird Man stellt eine Séule aus 10 g Baker-Kieselgel, gepackt in
mit N2 unter Druck gesetzt. Die Zugabe dauert 10 Minuten. Ather, her und das Atherkonzentrat wird obenauf gegeben und
Wenig oder keine Farbe ist erkennbar und die Reaktion wird 45 durchlaufen gelassen. Der im Kolben enthaltene Riickstand

0,5 Stunden bei —20 °C geriihrt. Die Losung ist klar und hat eine  wird dreimal mit 2 ml Ather gespiilt, Jjedesmal abpipettiert und
hellgelbe Farbe. auf die Siule gegeben. Dann wird mit Ather eluiert. Die ersten

Eine Losung aus 2 g Natriumsulfit und 5 g K2HPO+in20ml 25 ml sind hauptséchlich Leervolumen. Die nichsten 5 10-ml-
H:0 wird hergestellt wihrend der vorerwihnten 0,5 Stunden Fraktionen werden gesammelt und anschliessend daran 3
Reaktionszeit und auf einem Eisbad gekiihit; 20 ml Ather wer- 50 50-ml-Fraktionen und alle werden unter einem N2-Strom im
den zu der Mischung unter heftigem Riihren auf einem Eisbad ~ Volumen vermindert. Das Produkt kristallisiert aus den Fraktio-
hinzugegeben. Nach Ende der 30miniitigen Reaktionszeit wird  nen 4 bis 6 mit Spuren in 3 und 7. Die Fraktionen 1 bis 3 enthal-
das Reaktionsgemisch, wiederum unter Anwendung von ten ein gelbliches, scharf-riechendes Material, das beim Stehen
Nz-Druck und einem Polytetrafiuordthylenrohr aus dem Reak-  harzférmig wird. Ausbeute: 100 mg als Mischung aus den cis-
tionskolben, der in einem Bad von —20 °C gehalten wird, zu der 55 und trans-Isomeren.
heftig geriihrten Hydrolysemischung iiberfiihrt. Die schnelle,
tropfenweise Zugabe ist nach 5 Minuten beendet. Man ldsstdie  Stufe B:

Hydrolyse weitere 5 Minuten stattfinden. Die Hydroylsemi- Herstellung von 4(2-Acetoxyithyl)-2-acetidinon
schung hat einen pH von 6-8, vorzugsweise pH 8.

0
: " 1
CCH H
i NH Ni -
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Eine Losung von 4-(2-Acetoxyvinyl)-2-azetidinon (10,0 g, 344 (breites s, 1, NH), 5,82 (m, 2, CH:OCOCHG), 6,29 (m, 1, C-4H,
0,065 Mol) in 200 ml Athylacetat, enthaltend 100 mgeines 10% 6,87 (Y2 AB Muster wird weiterhin vierfach aufgeteilt durch
Palladium/C-K atalysators, wird in einem Parr-Schiittler C-4HundNH, 1, Joem = 128 Hz,] = 4,5 H Hyy = 1,9 Hz, 7,38 (%
hydriert bei 25 °C unter einem Druck von 28 kg/cm?im Laufe ~ AB Muster wird weiterhin yierfach aufgeteilt durch C-4H und
von 15 Minuten. Die Mischung wird durch ein Bett aus Super-  5NH, 1, Jeem = 128 Hz, ] = 2,3 Hz, Jny = 1,0 Hz). 7,93 und 8,02 (s
cel filtriert und mit zusétzlichem Athylacetat gewaschen.Das  an m, total 5, OCOCH; und CH:CH:0COCH;, entsprechend).
vereinte Filtrat wird im Vakuum gewaschen, wobei man als kri-
stallinen Feststoff 4-(2-Acetoxyathyl)-2-azetidinon (10,0 g) Stufe C:
erhélt. Beim Umkristallisieren aus Ather erhilt man weisse Kri- Herstellung von 4-(2-Hydroxyithyl)-2-azetidinon
stalle: F. 44 bis 47 °C; IR (CHCLs) 1. 5,66, 5,74; KMR (CDCL)t 10

/\./ OgCH 3 ,\. /OH

Unter Stickstoff bei 0 °C wird eine Losung aus 4-2-Acetoxy- 20 NH), 6,24 und 6,28 (m an t, total 3, C-4H und CH.OH entspre-
athyl)-2-azetidinon (2,24 g, 0,014 Mol) in 25 ml wasserfreiem Me-  chend), 6,90 (breites s an %2 AB Muster spaltet weiter auf in vier
thanol mit einer Losung von Natriummethylat (77 mg, 14 durch C-4H und NH, total 2, OH und C-3H entsprechend, J ;e
mMol) in 5 ml wasserfreiem Methanol behandelt. Nach einstiin- = 13,0 Hz, Jic = 42 Hz, Jnn = 1,6 Hz), 7,42 (% AB Muster spal-
digem Riihren wird die Losung mit Eisessig neutralisiert, Die tet weiter auf in vier durch C-4H und NH, 1, C-3H, Jger = 13,0
Entfernung des Methanols im Vakuum ergibt das rohe 4-(2- 25 Hz, Jyic = 2,2 Hz, Jyy = 1,1 Hz), 816 (m, 2, CH-.CH:OH).
Hydroxyithyl)-2-azetidinon als ein Ol. Das Produkt wird chro-
matographisch iiber Kieselgel gereinigt, indem man es mit 10%  Stufe D:

Methanol/CHCL eluiert, wobei man 1,55 g des Alkohols erhalt: ~ Herstellung von 8-Ox0-2,2-dimethyl-3-oxa-1-azabicyclo{4,2,0}
F.50°C;IR (CHCl3)u 5,67; KMR (CDCls) 13,20 (breitess, 1, octan

30

- Ve N

[
o//m_—NH ———}o/ A><D

Eine Losung aus 4{2-Hydroxyithyl)-2-azetidinon (1,87 g, 6,02-6,28, m, 2H, C-4 Methylen
0,016 Mol) und 2,2-Dimethoxypropan (1,69 g,0,016 Mol)in25 40 6,22-6,62, m, 1H, C-6 Methin
ml wasserfreiem Methylenchlorid wird mit Bortrifluoriditherat  6,90,dd, 1H, J;; = 14 Hz, Je7=45Hz
(0,201 ml, 0,002 Mol) bei 25 °C behandelt. Die erhaltene Losung ~ C-7 Proton cis bis C-6H
wird 10 Minuten geriihrt. Beim Entfernen des Losungsmittels 747,dd,1H, J;; =14 Hz,Js; =2Hz
unter vermindertem Druck erhilt man ein O1(2,5 g).Die Chro-  C-7 Proton trans bis D~-6H
matographie des Rohproduktes iiber einer Kieselgelsaule unter 45 7,82-8,68, m, 2H, C-5 Methylen
Verwendung von 2:1 Athylacetat/Benzol als Eluierungsmittel ~ 8,23,s,3H '
ergibt 8-Oxo-2,2-di-methyl-3-oxa-1-azabicyclo{4,2,0}octan (1,59  8,57,5,3H C-2Methyle
g) als kristallinen Feststoff. Beim Umkristallisieren aus Ather/

Hexan erhalt man ein Produkt mit dem F. 60 bis 61 °C. Stufe E:
IR (CHCIs) p: 5,73 (B-Lactam) s0 Herstellung von 8-Ox0-2,2-dimethyl-7a- und 8-(1-hydroxyithyl)-
KMR (CDCl:) 1: (3-oxa-1-azabicyclo{4,2,0}octan

(")H
NG /;[‘—'Q

Zu einer Losung aus 1,1 Aquivalenten von frisch hergestelltem zugegeben. Nach 2 Minuten wird das erhaltene Lithiumenolat
Lithiumdiisopropylamid in wasserfreiem Tetrahydrofuran 65 mit iberschiissigem Acetaldehyd behandelt. Die Losung wird

unter einer Stickstoffatmosphire bei ~78 °C wird eine Lésung 30 Minuten bei —78 °C geriihrt und dann in Wasser gegossen.

aus 8-Oxo-2,2-dimethyl-3-oxa-1-azabicyclo{4,2,0}octanin was-  Die wissrige Phase wird mit Natriumchlorid gesittigt und mit
serfreiem Tetrahydrofuran, das auf —78 °C gekiihlt wordenist, ~ Athylacetat extrahiert. Die vereinten Athylacetatlosungen
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werden iiber Magnesiumsulfat getrocknet und filtriert. Das Fil-
trat wird unter vermindertem Druck eingedampft, wobei man

.das rohe Produkt erhilt. Durch Reinigung mittels Chromato-
graphie iiber Kieselgel unter Verwendung von Athylacetat/
Benzol erhilt man 8-Oxo-2,2-dimethyl-70- und B<(1-hydroxy-
ithyl)-3-oxa-1-azabicyclo{4,2,0}-octan.

Daten fiir 8-Ox0-2,2-dimethyl-7p-(1-hydroxyathyl)-3-oxa-1-
azabicyclo{4,2,0}octan:
IR (CH:Clz) u:
5,72 u(B-Lactam)
KMR (CDCl3) t:
5,53-6,43, m, 4H, C-4 Methylen + C-6 Methin + C-9 Methin
6,90, dd auf breitems, 2H, J;9 =9 Hz
Je7 = 5,5 Hz, C-7 Methin + OH
7,70-8,83, m, 2H, C-5 Methylen
8,27,s,3H
8,60,5,3H C-2Methyl
8,78,d,3H, Jo10 = 6,5 Hz, C-10 Methyl

on

26

Daten fiir 8-Oxo-2,2-dimethyl-7a-(1-hydroxyéthyl)-3-oxa-1-
azabicyeclo{4,2,0}octan:
IR (CHCs) 1
29 breites O-H
55,73 B-Lactam
KMR (Aceton - ds) &:
4,23-3,33, m, C-6 Methin
3,33, breites s, OH
© 283,dd,]=2Hz6Hz
102,67,dd, ] = 2Hz,8 Hz C-7 Methin
1,93-1,63, m, C-5 Methylen
1,63,2
140,s C-2Methyle
1,23,d, H = 6,5 Hz, C-10 Methyl
15
Stufe F:

Herstellung von 8-Ox0-2,2-dimethyl-7o( 1-p-nitrobenzyl-carbo-

nyldioxyathyl)-3-oxa-1-azabicyclo{4,2,0}-octan

OR
~ "\____‘/\l
Ve

R = GOCH)~ <7 >—NO?_
. 0 st ,‘

Unter wasserfreien Bedingungen wird eine Losung aus
8-Ox0-2.2-dimethyl-70-(1-hydroxyéthyl)-3-oxa-1-azabicyclo-

[4,2.0}octan (60 mg, 0,302 mMol) in 0,6 ml Ather mit pulverisier-

tem Kaliumhydroxid (19 mg, 0,332 mMol) behandelt. Nach 15
Minuten wird p-Nitrobenzylchlorformat (65 mg, 0,302 mMol)

33 KMR(CDCL):
1,67,d,2H, ArH
2,37,d,2H, ArH
4,67,s,2H, ArCH:
4,67-522, m, CH:CH

zu der Reaktionsmischung gegeben. Man rithrt weitere 15 Stun- 40 5,98-6,25, m, 2H, C4 Methylen

den bei 25 °C. Die Mischung wird aufgeteilt zwischen impH 7
Phosphatpuffer und weiterem Ather. Die Atherphase wird mit
Wasser und Salzlosung gewaschen, iiber Magnesiumsulfat
getrocknet und filtriert. Beim Abdampfen des Filtrates unter

vermindertem Druck erhilt man 67 mg eines farblosen Ols. Rei- 45

nigung durch praparative Dickschicht-Chromatographie {iber
Kieselgel und Entwickeln mit 1:9 Athylacetat/Benzol ergibt
8-Oxo-2,2-dimethyl-7a{1-p-nitrobenzylcarbonyldioxyéithyl)—S-
oxa-1-azabicyclo{4,2,0}octan (40 mg) als Mischung der Diaste-
reomeren.

6,25-6,62, m, 1H, C-6 Methin
7,75-8,83, m, 2H, C-5 Methylen
8,22, 5,3H, C-2 Methyl
8,50-8,59, m, 5H, C-2 Methyl + CHsCH
Die 7p-Diastereoisomeren oder die 70- und 7f-Mischungen
werden in analoger Weise erhalten.

Stufe G:
Herstellung von Cis- und Trans-3<(1-p-Nitrobenzylcarbonyldi-

s0 oxyithyl)}4-(2-hydroxyithyl)-2-azetidinon

IR (CH:Cl2)u:
5,68 (B-Lactam und Carbonat), 6,19 und 6,54 (Nitro)
OR OR
> !
//‘__.._N 0 0,;._.__ NH

0

| 14

R = -—-C-—O--CH.2

8-Ox0-3-0xa-2,2-dimethyl-7a-(1-p-nitrobenzylcarbonyldioxy-

ithyl)-1-azabicyclo{4,2,0}octan (1,0 g) wird in 8 ml Essigsaure

und 2 ml Wasser gelost und 1,25 Stunden auf 65 °C erhitzt. Die
Essigsdure und das Wasser werden unter vermindertem Druck
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entfernt und der Riickstand wird aufgenommen in Benzol und 6,07-6,53, m, 1H, C-4 Methin
eingedampft, wobei man Trans-3<(1-p-Nitrobenzylcarbonyldi- 6,23,t,2H, | = 5,5 Hz, CH.-OH
oxyithyl)}4<(2-hydroxyithyl)-2-azetidinon als Mischung der Dia-  6,73-6,93, m, 1H, C-3 Methin

stereoisomeren erhilt. 7,63-8,97, m, 3H, CH.CH:0H
IR (CH2Cl2) p: 58,53,d,] = 6,5 Hz, CH:CH
5,67 (B-Lactam), 5,72 Schulter, 6,20 und 6,57 (Nitro) Die Cis-Diastereoisomeren oder die Cis-trans-Mischung
KMR (CDCls): wird in analoger Weise erhalten.
1,73,d,2H,H = 8,5 Hz, ArH
243,d,2H,J =85 Hz, ArH Stufen D’, E’, F’ und G’ als Alternative zu den Stufen D, E, F
3,63, breites s, 1H,NH 10 und G fiir die Herstellung von 3-(1-p-Nltrobenzylcarbonyldl
4,37-5,13,m, 1H, CH;CH oxyithyl)}4-(2-hydroxyithyl)-azetidinon

4,72,5,2H, ArCH.
OR

./l\ A oH
L.

R = ‘-COCH

Stufen D', E’, F’ und G’
Herstellung von 1-(2-Tetrahydropyranyl)-4{2-tetrahydropyra-
nyl)-oxyathyl}-2-azetidinon

>,
. YD

/

Unter Stickstoff und bei 25 °C wird eine Losung aus 4-(2- phie und Entwickeln mit Athylacetat ergibt 80 mg 1-(2-Tetrahy--
Hydroxyathyl)-2-azetidinon (62 mg, 0,539 mMol)in 0,5 ml was-  dropyranyl)-4{2-(2-tetrahydropyranyl)}-oxyithyl}-2-azetidinon
serfreiem p-Dioxan mit 2,3-Dihydropyran (0,98 ml, 1,08 mMol)  als ein Ol.
und p-Toluolsulfonsduremonohydrat (19 mg, 0,10 mMol) behan- s ~ KMR(CDCl)t:
delt. Die erhaltene Losung wird wihrend 60 Minuten geriihrt 5,13-5,60, m, OCH
und dann zwischen 10 ml eines 0,5m pH 7 Phosphatpuffers und  583-6,85, m, C4H + OCH:

10 ml Athylacetat geteilt. Die wissrige Phase wird ein zweites  6,95,dd, ] = 5 Hzund 15 Hz

Mal mit Athylacetat extrahiert. Die vereinten Athylacetatls- 735,dd,J =3Hzund 15Hz C-3Methylen

sungen werden mit Salzwasser gewaschen, iiber Magnesium- 50 7,62-8,95, m, CHCH:CH-CH:CH: + CHCH:CH:0

sulfat getrocknet und filtriert. Das Filtrat wird unter verminder-

tem Druck eingedampft, wobei man 216 mg des Rohproduktes ~ Herstellung von Cis- und Trans-1-(2-Tetrahydropyranyl)-3-(1-
erhélt. Reinigung durch priparative Dickschicht-Chromatogra- hydroxyithyl)}4{2<(2-tetrahydropyranyl)-oxyithyl}-2-azetidinon

XN o _— |
ﬁ 7  \
N~

O\\‘



632509 28

Arbeitet man in der fiir die Herstellung von 8-Oxo0-2,2-dime-  Tetrahydropyranyl)-3-(1-hydroxyithyl-4{2(2-tetrahydropyra-
hyl-7a- und B{1-hydroyithyl)-3-oxa-1-azabicyclo{4,2,0]-octan nyl}oxyithyl}-2-azetidinon.
aus 8-Oxo0-2,2-dimethyl-3-oxa-1-azabicyclo{4,2,0}-octan
beschriebenen Weise und verwendet 1-(2-Tetrahydropyranyl)-  Herstellung von Cis- und Trans-1-(2-Tetrahydropyranyl)-3<(1-p-
4{2{2-tetrahydropyranyl)-oxyithyl}-2-acetidinon, so erhilt man 5 nitrobenzylcarbonyldioxyathyl)}-4{2-(2-tetrahydropyranyl)-
eine diastereomere Mischung von sowohl Cis- und Trans-1-(2- oxyéthyl}-2-azetidinon

1 A

c//@ TN\

R = goczi?.. 2B
2—< 10,

Arbeitet man wie bei der Herstellung von 8-Ox0-2,2-dime- Tetrahydropyranyl)-3-(1-p-nitrobenzyicarbonyldioxyéthyl)-42-
thyl-7o-(1-p-nitrobenzylcarbonyldioxyithyl)-8-oxa-1-azabicyclo-  (2-tetrahydropyranyl)-oxyithyl}2-azetidinon. Das Cis-Diaste-
[4,2,0}octan aus 8-Oxo0-2,2-dimethyl-7(1-hydroxyithyl)-3-oxa-1-  reoisomere wird in analoger Weise erhalten.
azabicyclo{4,2,0}octan und verwendet 35
trans-1-(2-Tetrahydropyranyl)-3-(1-hydroxyathyl)-4-[2-(2-tetra- Herstellung von Cis- und Trans-3<(1-p-nitrobenzylcarbonyldi-
hydropyranyl)-oxyithyl}-2-azetidinon, so erhilt man Trans-14(2-  oxyithyl}4-(2-hydroxydthyl)-2-azetidinon

30
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Eine Losung aus Trans-12-tetrahydropyranyl)-3-(1-p-nitro-  unter vermindertem Druck eingedampft, wobei man Trans-3-(1-
benzylcarbonyldioxyithyl}-4{2-(2-tetrahydropyranyloxyathyl}  p-nitrobenzylcarbonyldioxyithyl)}4-(2-hydroxyéthyl)2-azetidi- -
2-azetidinon in Methanol bei 25 °C wird mit einem 0,1 molaren  non erhilt. Das Cis-Diastereoisomere wird in analoger Weise
Aquivalent von p-Toluolsulfonsiduremonhydrat behandelt. Die  erhalten.
Losung wird 2 Stunden geriihrt und dann mit 1m pH 7 Phos- 65
phatpuffer neutralisiert. Das Produkt wird in Athylacetat extra-  Stufe H:
hiert. Die Athylacetatlosung wird mit Salzwasser gewaschen, Herstellung von Cis- und Trans-3<(1-p-nitrobenzylcarbonyldi-
iiber Magnesiumsulfat getrocknet und filtriert. Das Filtrat wird  oxyithyl}4{2,2-bis{2-hydroxyithyl)-thiodthyl]}-2-azetidinon
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CHO
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N

Unter Stickstoff bei 25 °C wird eine Mischung aus wasser-  eingedampft, wobei man 229 mg eines Oles erhilt. Das Produkt
freiem Pyridin (0,146 ml, 1,81 mMol) und wasserfreiem, gepul- 25 wird durch préparative Dickschichtchromatographie iiber Kie-
vertem Chromtrioxid (92 mg, 0,916 mMol) in 8 ml wasserfreiem selgel gereinigt und mit Athylacetat entwickelt, wobei man 118
Acetonitril 30 Minuten geriihrt. Zu der erhaltenen dunkelbrau- mg Trans-3<(1-p-nitrobenzylcarbonyldioxyithyl)}-4-{2,2-bis-(2-
nen Lésung werden 250 mg trockenes Supercel gegeben und hydroxyithyl)-thiodthyl}-2-azetidinon als ein farbloses Ol erhilt.

anschliessend daran eine Losung von Trans-31-p-nitrobenzyl- IR (CH2Cl2)p:
carbonyldioxyathyl}-4-2-hydroxyathyl)-2-azetidinon (186 mg, 3 5,75 (5,79 Schulter), B-Lactam und Carbonat 6,20, 6,55 Nitro
0,550 mMol) in 1 ml wasserfreiem Acetonitril. Nach einstiindi- KMR (Aceton-de) T:

gem Riihren wird das Reaktionsgemisch durch ein gemischtes 1,70,d,] = 8,5 Hz, 2H, ArH
gepacktes Bett aus 2 g von jeweils Kieselgel und Magnesium- 2,28,d,] = 8,5Hz,2H, ArH
sulfat filtriert. Das Bett wird wiederholt gewaschen mit insge- 2,48-2,88,m, 1H, NH
samt 30 ml zusitzlichem Acetonitril. Das Filtrat wird unter ver- s 4.63,s, ArCH>
mindertem Druck bei 25 °C auf ein Volumen von 3 ml konzen- 4,63-5,12,m,CH:CH 3H
triert. Durch Diinnschicht-Chromatographie (Kieselgel; Athyl- S
acetat/Benzol 2:1) wird festgestellt, dass diese Losung ein Pro- 580,t,] =7 Hz, CHzCH< . } 13H
dukt enthalt (R = 0,38), das weniger polar ist als das Ausgangs- S
material (R; = 0,21). 40 5,80-7,45,m,C4H + C-3H + SCH:CH:OH
Die Acetonitrillosung von Trans-3<(1-p-nitrobenzylcarbo- 7,63,-8,33, m, 2H, CH:CH :
nyldioxyathyl)}-4-(2-oxoithyl)-2-azetidinon, die wie oben herge-  853,d,] = 65Hz3 H,CH:CH
stellt worden ist, wird unter Stickstoff bei 0 °C mit 2-Mercapto- Die Cis-Diastereoisomeren werden in analoger Weise her-
&thanol (0,386 ml, 5,5 mMol) behandelt und unmittelbar darauf  gestellt. Alternativ werden die gemischten Diastereoisomeren
mit Bortrifluorid-dtherat (0,176 ml, 1,43 mMol). Nach 15miniiti- 45 erhalten, wenn man als Ausgangsmaterial eine Mischung der
gem Rithren wird diese Losung geteilt zwischen wissrigem Diastereoisomeren verwendet.
Dikaliumhydrogenphosphat (1,5 g in 4 ml Wasser) und 12 ml
Athylacetat. Die wissrige Phase wird ein zweites Mal mit Athyl-  Stufe I:
acetat extrahiert. Die vereinten Athylacetatlésungen werden Herstellung von Trans-3-(1-p-nitrobenzylcarbonyldioxythyl)-4-
mit Salzlosungen gewaschen, iiber Magnesiumsulfat getrock- s [2,2-bis{2-azidoithyl)-thiodthyl}-2-azetidinon
net und filtriert. Das Filtrat wird unter vermindertem Druck

OCOOPNB OH

| s\ | :
/\'——N A ,CL _2Et3Ny Mala, |
N+ 2CH,S0,C1 2Et3N, NaNa

| NH THE
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/i\ | s N3
i SN

L____NH

o=

OCO0OPNB
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Zu einer Losung aus 211 mg (Molgewicht = 474;0,445 Nach Riihren iiber Nacht und unter N2 werden 10 mi H20 und
mMol) Trans-3<1-p-nitrobenzylcarbonyldioxyithyl)-4{2,2-bis- 20 ml Athylacetat (EA) zugegeben. Die Schichten werden
(2-hydroxyithyl)-thiodthyl]}-2-azetidinon in 5 ml Tetrahydrofu- getrennt und die wissrige Schicht wird dreimal mit 10 ml EA
ran (THF) (destilliert aus Lithiumaluminiumhydrid) bei 0 °C gewaschen, wobei jede organische Schicht noch einmal gewa-
werden 103 mg Mesylchlorid (Molgewicht = 114;0,904 mMol) 5 schen wird mit 10 ml H-O und 10 ml Salziésung. Die vereinten
in 1 ml Tetrahydrofuran gegeben und unmittelbar darauf 134 pl Athylacetatschichten werden iiber wasserfreiem Magnesium-

Tridthylamin (Molgewicht 101; & = 0,729; 0,967 mMol). Das sulfat getrocknet und filtriert und unter einem N2-Strom kon-
Reaktionsgemisch wird 1 Stunde unter N2 geriihrt. Das Tridthyl- zentriert, wobei man das rohe Diazid erhalt. Durch préparative
lamin-hydrochlorid wird unter N filtriert und mit einigen ml Diinnschichtchromatographie iiber Kieselgel erhdlt man

zusitzlichem THF gewaschen. Dasklare farblose Filtrat wird 10 Trans-3{1-p-nitrobenzylcarbonyldioxyithyl)-4{2,2-bis-(2-azido-
unter einem Strom von N2 konzentriert und anschliessend im athyl)-thiodthyl}-2-azetidinon. Die Cis-Diastereoisomeren oder
Hochvakuum 10 Minuten gepumpt. Das Dimesylat wird unmit-  die Cis-trans-Mischung werden in analoger Weise erhalten.
telbar darauf aufgelost in 5 ml DMSO (destilliert aus CaHzbei 8

mm und gelagert iiber einem 4A Linde Molekularsieb) in Stufe J:

Gegenwart von 347 mg NaNs; (Molgewicht = 65; 5,34 mMol). 15
ClIO ZH | ?0 Z?NB
C(0H), + 2N0,—~ \i) CHN, EA/Et,0 C(OH),
l — — | -
COzH ‘ COZPhb

-+
OCOOPNB . OCOOPXB

2 :
CH, N,

2 CH,CH,N A , CH
YA M2t Tol. /\.__Tf:?\< "2
SCH,CH, N : SCH,CH,N.,
279273 A | ® o 272

(CO,PKB) ,

PHB =CH2_<<z:;;j§>~_NOz

Eine frisch zubereitete (H. Davies und M. Schwarz, ].O.C., lasst. Toluol (getrocknet iiber einem 3A %¢” Linde Molekular-

30, 1242[1965]) Losung aus p-N 1tropheny1d1azomethan (29 sieb) wird wiederum zugegeben, um das Volumen auf 50 ml auf-
mMol) in 150 ml Ather wird unter Rithren zu einer Lésung aus 45 zufiillen und der Azeo-Trocknungsprozess wird dreimal

1,0 g Oxomalonsduremonohydrat (Molgewicht = 136;7,35 wiederholt. Die Lésung wird dann unter N2 eine Stunde riick-
mMol) in 50 ml Athylacetat (EA) bei 0 °C gegeben. Nach 2 flussbehandelt und der Azeo-Trocknungsprozess wird ein letz-
Stunden wird die gelbe Losung auf einem Drehverdampfer tes Mal wiederholt und die Riickflussbehandlung wird eine wei-
unter schwachem Erhitzen auf ungefihr das halbe Volumen tere Stunde fortgesetzt. Beim Konzentrieren der erhaltenen

konzentriert, iiber wasserfreiem Magnesmmsulfat getrocknet, 50 Losung unter einem Strom von N2 erhilt man rohes 1. Das Roh-
filtriert und wie oben beschrieben, zu einem Ol konzentriert. Zu  material wird chromatographiert iiber Kieselgel, wobei man 1
dem rohen p-Nitrobenzylester in 50 ml Toluol (Tol.) gibt man erhilt. Die Cis-Diastereoisomeren oder die Cis-trans-Mischung
3,54 mg Trans-3{1-p-Nitrobenzylcarbonyldioxyéthyl)}-4{2,2-bis-  wird in analoger Weise erhalten.
(2-azidoithyl)-thio4thyl}-2-azetidinon (Molgewicht = 524;6,75

mMol). Das Reaktionsgemisch wird unter Rithren erhitzt auf 55 Stufe K:

einem Olbad, wobei man ungefihr ¥ des Toluols abdestillieren

OCOOPNB
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Zu einer Lésung aus 2,80 g 1 (Molgewicht = 912;3,07 frisch zubereiteten Chlorverbindung gibt man unter Rithren
mMol) in 35 ml THF (destilliert aus Lithiumaluminiumhydrid) 0,885 g Triphenylphosphin (Molgewicht = 262; 3,38 mMol) in
bei —20 °C werden 0,3 ml Pyridin (Molgewicht = 79; & = 0,982; 30 66 ml 9:1 Dimethylformamid (DMF)/H:0 und anschliessend
3,73 mMol) (destilliert aus NaH und gelagert iiber einem 4A 550 mg K:HPOs (Molgewicht = 174; 3,16 mMol). Das Reak-
Linde Molekularsieb) gegeben. Unter Rithren unter N2 werden  tionsgemisch wird 35 Minuten bei 25 °C geriihrt. Nach Verdiin-
tropfenweise 0,438 g Thionylchlorid (Molgewicht = 119; 3,68 nen mit EA und Kochsalzlosung werden die Schichten getrennt
mMol) in 1 ml (THF zugegeben. Die Reaktionsmischung wird und die wassrige Schicht wird dreimal mit EA extrahiert. Die
unter N2 5 Minuten bei —20 °C geriihrt und dann % Stunde bei 35 vereinten EA-Schichten werden mit Kochsalzlosung gewa-

0 °Cund schliesslich 1 Stunde bei 25 °C. Das Pyridinhydrochlo-  schen, iiber wasserfreiem Magnesiumsulfat getrocknet, filtriert

rid wird unter Nz abfiltriert und zweimal mit Benzol (getrock- und unter einem N2-Strom konzentriert, wobei man rohes 2
net iiber einem 3A 6" Linde Molekularsieb) gewaschen. Die erhélt. Das Material wird tiber Kieselgel chromatographiert,
vereinten Filtrate und Waschlosungen werden unter einem wobei man 2 erhilt. Die Cis-Diastereoisomeren oder die Cis-

Nz-Strom konzentriert, in einem geringen Volumen Benzol mit 40 trans-Mischung wird in analoger Weise erhalten.
wasserfreiem MgSOs aufgeschlimmt, unter N filtriert und

dann unter einem N2-Strom konzentriert. Beim Pumpen unter Stufe L:

Hochvakuum wihrend % Stunde erhalt man ein Ol Zu dieser

OCOOPNB
/i \<s ~CH,CH, N,
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OCOOPNE . 1,31’ Br
j T_?,»\<SCH,7_CH:Z 3 (1) N
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Zu 7,8 ml Pentan (getrocknet iiber einem 4A Linde Moleku-  fiihrt. Das Reaktionsgemisch wird auf eine geriihrte eiskalte
larsieb) werden 0,2 ml Brz (Molgewicht = 160;¢ = 3,12;3,9 15 Mischung aus 2,5 ml im KH2PO+40 ml H20-75 ml EA gegos-

mMol) gegeben. Zu einer Lésung aus 950 mg 2 (Molgewicht =  sen. Nach Trennung der Schichten wird die wissrige Schicht
896; 1,06 mMol) in 15 ml Disithylither (getrocknet iiber einem  mit NaCl gesittigt und nochmals mit EA extrahiert. Die verein-
3A %" Linde Molekularsieb) gibt man bei 0 °C und unter N2 ten organischen Schichten werden einmal mit Kochsalzlosung

unter Riihren tropfenweise 2,3 ml der obigen 0,49m Br>-Losung  extrahiert, iiber wasserfreiem MgSOa getrocknet, filtriert und
(1,13 mMol). Nach 10miniitigem Riihren bei 0 °C werden 114 ul 20 unter einem N2-Strom konzentriert und anschliessend in einem
Cyclohexen (Molgewicht = 82, & = 0,81; 1,13 mMol) zugegeben. Hochvakuum gepumpt, wobei man das rohe 3 erhalt. Durch
Nach 5 Minuten bei 0 °C werden 53 mg 57%iges NaH (57% von  priparative Diinnschichtchromatographie iiber Kieselgel

53 mg = 30,2 mg, Molgewicht 24, 1,26 mMol) in Mineralél zu erhilt man 3. Die Cis-Diastereoisomeren oder die Cis-trans-
der geriihrten Reaktionsmischung gegeben. Darauf unmittel- Mischung erhilt man in analoger Weise.

bar gibt man 14 ml eiskaltes DMF (destilliert aus wasserfreiem 25

CaS0:+bei 40 mm und gelagert iiber einem 4A Linde Moleku- Stufe M:

larsieb). Das Riihren wird unter Nz bei 0 °C 3 Stunden fortge-
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Zu 9,16 ml Pentan (getrocknet iiber einem 4A Linde Mole-  von 1,6 ml 1m KH2PO«-20 ml H20 und 20 ml EA gegossen. Die
kularsieb) gibt man 0,2 ml Brz (Molgewicht = 160; 3.9 mMol). Schichten werden getrennt und die wiissrige Schicht wird mit
Zu 474 mg 3 (Molgewicht = 793;0,598 mMol) in 13 ml Disthyl- ~ NaCl gesittigt und nochmals mit weiterem EA extrahiert. Die
dther (getrocknet iiber einem 3A %s” Linde Molekularsieb) bei  vereinten organischen Schichten werden einmal mit Salzwas-
0 °C unter N2 gibt man tropfenweise unter Rithren 1,52 mlder 5 ser gewaschen, getrocknet iiber wasserfreiem Magnesiumsul-
obengenannten 0,42m Br>-Lésung (0,63 mMol). Nach 15 Minu- fat und filtriert. Das Filtrat wird konzentriert unter einem
ten bei 0 °C werden 33 mg 57%iges NaH (57% von 33 mg =188 Nz-Stromund dann an ein Hochvakuum gelegt, wobei man das
mg; Molgewicht = 24;0,78 mMol) zugegeben und unmittelbar ~ rohe 4 erhilt. Durch priparative Diinnschichtchromatogra-
daran gibt man 6,35 ml eiskaltes DMF (destilliert aus wasser- phie iiber Kieselgel erhélt man 4. Die Cis-Diastereoisomeren
freiem CaSOx bei 40 mm und aufbewahrt iiber einem 4A Linde to oder die Cis-trans-Mischung wird in analoger Weise erhalten.
Molekularsieb) hinzu. Das Reaktionsgemisch wird 1% Stunden
bei 0 °C geriihrt, dann zu einer geriihrten eiskalten Mischung Stufe N:
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Zu 210 mg 4 (Molakulargewicht = 871; 0,241 mMol), gelost 45 schen Schichten werden einmal mit Salzwasser gewaschen und
in 0,5 ml DMSO (destilliert aus CaH: bei 8 mm und aufbewahrt ~ dann iiber wasserfriem Magnesiumsulfat getrocknet, filtriert
iber einem 4A Linde Molekularsieb) werden bei 25 °C unter und unter einem N2-Strom konzentriert und anschliessend an
Riihren 40 mg 1,5-Diazobicyclo{5,4,0+undec-5-en (destilliert bei  ein Hochvakuum gelegt, wobei man das rohe 5 erhilt. Durch
80 °C/2 mm) (Molekulargewicht = 152;0,263 mMol) in 0,7 ml priaparative Diinnschichtchromatographie iiber Kieselgel
Dimethylsulfoxid (DMSO) gegeben. Die Losung wird 4 Stun- 50 erhilt man 5. Die cis-Diastereoisomeren oder die cis-trans-

den unter N2 geriihrt und dann zu einer geriihrten eiskalten Mischung wird in analoger Weise erhalten.
Mischung von 0,48 ml 1m KH2POs, 7 ml H20 und 10 ml EA
gegeben. Nach Trennung der Schichten wird die wissrige Stufe O:

Schicht wiederum mit EA extrahiert. Die vereinten organi-
55
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Zu einer Losung aus 187 mg 5 (Molekulargewicht = 791; 15 und anschliessend wird die wéssrige Schicht zwei weitere Male
0,236 mMol) in 2,5 ml s-Collidin (destilliert aus gepulvertem mit EA extrahiert. Die vereinten organischen Schichten wer-
KOH bei 30 mm Druck) werden 45 mg wasserfreies Li] den mit Salzwasser extrahiert, iiber wasserfreiem Magnesium-
(getrocknet fiir einige Stunden bei 100 °C iiber P20s unter sulfat getrocknet, filtriert und unter einem Stickstoffstrom kon-
Vakuum) (Molekulargewicht = 134; 0,336 mMol) gegeben. zentriert, wobei man rohes 6 erhiilt. Durch préparative Diinn-

Unter Rithren unter N2 wird das Reaktionsgemisch auf einem 20 schichtchromatographie iiber Kieselgel erhalt man 6. Die Cis-
Olbad auf 120 °C erhitzt. Nach insgesamt 25 Minuten wird die Diastereoisomeren oder die Cis-trans-Mischung wird in analo-
Reaktionsmischung auf 25 °C abgekiihlt, mit CH:Cl2 verdiinnt ~ ger Weise erhalten.

und in einen Rundkolben iiberfithrt, um unter einem N2-Strom

und im Hochvakuum zu konzentrieren. Der Riickstand wird Stufe P:
zwischen 10 ml EA und 1,8 ml IM KH2PO: in 10 ml HzO geteilt 25

0
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Zu einer Losung der gemischten Diastereoisomeren 6 (34 wird unter Stickstoff 15 Minuten geriihrt und zu einem Gesamt-
mg; Molekulargewicht = 612; 0,055 mMol) in 0,2 mi DMSO volumen von 1 ml mit CHCl: verdiinnt und unmittelbar auf 2 bis
(destilliert aus CaH2 bei 8 mm und aufbewahrt iiber einem 4A 1000 u Kieselgelplatten gegeben. Die Bande des Produktes
Linde Molekularsieb) werden unter Riithren zugegeben 9,5 ul zeigt 7 an als Mischung von Cis- und Transdiastereoisomeren.
1,5-Diazobicyclo{54,0}undec-5-en (destilliert bei —80 °C/2 mm) 55
(Molekulargewicht = 152; & = 1;0,0625 mMol). Die Lésung Stufe Q:
iOOPNB OH
. H2/ 2,8 kg/em™" IL
Co Z'PN 3 > S COZH

N

N
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In Gegenwart von 61 mg PtO2 werden 61 mg 7 (Molekular- ~ pH: eingestellt auf pH 6 unter Verwendung von NaOH

gewicht = 612;0,1 mMol) in 6 ml Dioxan, 6 ml THF, 3 ml H.O 4 Fiir feste Medien: gibt man 20 g Agar hinzu.

Stunden bei einem Druck von 2,8 kg/cm? mit Wasserstoff

hydriert. Das Reaktionsgemisch wird durch ein Celite-Filter fil- Eine einzelne Kultur wird ausgewihlt und 2 Tage bei 28 °C
triert und mit 2 ml 0,1n pH 7 Phosphatpuffer gewaschen. Nach 5 auf einer Agarkultur des Mediums B wachsen gelassen. Ein Teil
dem Konzentrieren im Vakuum bis zum Triibungspunkt wird des Wachstums dieser Kultur wird auf die Oberfliiche von 6

die wissrige Mischung mit Athylacetat extrahiert. Die wissrige  Kulturen, die aus dem Medium B hergestellt worden sind, aus-
Schicht wird zu einem geringen Volumen konzentriertund auf  gebreitet. Diese Kulturen werden 2 Tage bei 28 °C inkubiert.
eine Séule von 100 g XAD-2 Harz gegeben. Beim Eluieren mit Diese Kultur wurde identifiziert als Protaminobacter ruber und
H:0 und Verwerfen der Anfangsfraktionen werden die Frak-  to bezeichnet mit MB-3528 in der Kulturkollektion von Merck &
tionen, welche das Produkt enthalten, gefriergetrocknet, wobei ~ Co., Inc, Rahway, N.J., USA und eine Probe wurde hinterlegt

man 8 als Mischung von Cis- und Trans-Diastereoisomeren beim Agricultural Research Service, U.S. Department of Agri-
erhilt. culture, Accession No. NRRL B-8143.

Die nachfolgend beschriebene Verfahrensweise fiir die Ein Teil des Wachstums der Agarkultur von Protaminobac-
enzymatische N-Deacylierung von Thienamycin ist anwendbar 15 ter ruber MB-3528 wird verwendet, um einen 250-ml-Erlen-
fiir alle Isomeren des Thienamycins, besonders fiir die ausge- meyer-Kolben, enthaltend 50 ml des Mediums C, zu beimpfen.

pragten N-Acetyl-Isomeren 890A und 890A;, die nachfolgend Medium C hat die folgende Zusammensetzung:,
beschrieben sind.

Medium C :
Deacetylierung von N-Acetylthienamycin 20 Dextrose . 20g
Eine 1%ige (Gewicht/Volumen) Suspension von fruchtbarer Pharmamedia . 8g
Rasenerde wird hergestellt,indem man 1 g der Rasenerde in Fliissigkeit von eingeweichtem Mais 5¢g
100 ml sterile Phosphatpuffer-Salzlosung gibt, wobei die Phos-  (Nassbasis) '
phatpuffer-Salzlésung die folgende Zusammensetzung hat: destilliertes Wasser 1000 ml
25 pH: eingestellt auf 7 mit NaOH oder HCI
Phosphatpuffer-Salzlésung N-Acetyldthanolaminlésung* 85ml
NaCl 88¢g
1m Phosphatpuffer, pH 7,5% 10ml *N-Acetyldthanolaminlésung
destilliertes Wasser 1000 ml N-Acetyldthanolamin wird 10X in H20 verdiinnt und mem-
30 bransterilisiert. Diese Lésung wird nach der Autoklavenbe-
*{m Phosphatpuffer, pH 7,5 handlung zugegeben.
16 ml 1m KH2POs werden gemischt mit 84 ml im K2HPO..
der pH des Phosphatpuffers wird durch Zugabe einer geringen Der Kolben wird bei 28 °C und 220 U/min auf einem Riittler
Menge von entweder 1m KH2POs oder 1m K:HPOs auf 7,5ein- 4 Tage geschiittelt. Eine 25-ml-Portion aus dem Kolben wird 15
gestellt. 35 Minuten mit 8000 U/min zentrifugiert. Das Uberstehende wird
entfernt und die Zellen an der Oberflichen des festen Mediums
Aliquote dieser 1%igen Vorratserde-Suspension werden werden abgekratzt und zu einem 0,5 ml 0,05m Kaliumphosphat-
hergestellt zur Zubereitung von 10%-, 100X-und 1000X-Ver- puffer, pH 7,4, gegeben. Die erhaltene Suspension wird einer
diinnungen. Ultraschallbehandlung unterworfen unter Verwendung eines

1-ml-Anteile der Vorratssuspension oder 1-ml-Anteile der 40 Branson Instruments Modell LS-75 Sonifier mit einer ¥ Inch
10x-, 100x- und 1000x-Verdiinnungen werden zu 2-ml-Anteilen ~ Sonde bei einer Einstellung 4 mit vier 15-Sekunden-Intervallen,
von sterilen, 1,0%igen Agarlésungen bei 48 °C gegeben. Die wihrend die Suspension wihrend und zwischen den Unterbre-
Mischung wird schnell iiber die Oberfliche von sterilen Petri- chungen in Eiswasser gekithlt wird. Ein 10-ul-Anteil des schall-
schalen von 85 mm Durchmesser, enthaltend 20 ml des Medi- behandelten Produktes wird mit 25 pl Losung, enthaltend 840
ums A, gegossen. Medium A hat die folgende Zusammenset- 45 pg/ml N-Acetylthienamycin in 10 mMol Kaliumphosphatpuffer,

zung: pH 7, vermischt und.iiber Nacht bei 28 °C inkubiert. Kontrollen,
welche das Antibiotikum und Puffer allein enthalten und

Medium A beschallte Zellen und Puffer ohne Antibiotikum wurden auch
KH2PO4 30g vorgenommen. Nach einer Inkubierung iiber Nacht bei 28 °C
K:HPO« 70g so werden 2-ul-Mengen auf cellulosebeschichtete Diinnschicht-
MgSO. 01g chromatographie-Platten gegeben, die entwickelt wurden in
destilliertes H.0 1000 ml Athanol:H20, 70:30. Nach dem Trocknen an der Luft wird die
N-Acetylithanolaminlosung* 8,5ml Diinnschichtchromatogrpahie-Platte auf eine mit Staphylococ-

cus aureus ATCC 6538P infizierte Platte 5 Minuten gegeben.
*N-Acetyldthanolaminlésung - 55 Dieinfizierten Platten sind wie folgt hergestellt worden:
N-Acetylithanolamin wird 10X in H20 verdiinnt und mem-  Das Uber-Nacht-Wachstum des fiir die Infizierung verwende-

bransterilisiert. Diese Losung wird nach der Autoklavenbe- ten Organismus Staphylococcus aureus ATCC 6538P in
handlung zugegeben. Fleischbriihe plus 0,2% Hefeextrakt wird mit Fleischbriihe plus
Fiir feste Medien: Man gibt 20 g Agar zu. 0.2% Hefeextrakt zu einer Suspension verdiinnt, die eine

60 60%ige Durchléssigkeit bei einer Wellenléinge von 660 nm hat.
Die Petrischalen werden 19 Tage bei 28 °Cinkubiert. Eine  Diese Suspension wird zu Difco-Nahragar, ergénzt mit 2,0 g/l

gutisolierte Kolonie wird aufgenommen und auf einer Petri- Difco-Hefeextrakt, bei 37 bis 48 °C gegeben, um eine Zusam-
schale, enthaltend Medium B, ausgebreitet. Medium Bhatdie ~ mensetzung zu erhalten, die 33,2 ml der Suspension pro Liter
folgende Zusammensetzung: Agar enthilt. 40 ml dieser Suspension werden auf Petrischalen,
65 22,5X22,5 cm gegossen und diese Platten werden gekiihlt und
Medium B bei 4 °C gehalten bis sie verwendet werden (5 Tage Maximum).
Tomatenpaste 40g Die Diinnschichtchromatographie-Platte wird entfernt und
gemahlenes Weizenmehl 15g die den Organismus enthaltende Platte wird iiber Nacht bei

destilliertes Wasser 1000 ml 35 °Cinkubiert. Ausser dem nicht umgesetzten bio-aktiven
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N-Acetylthienamycin mit einem Punkt bei R 0,7-0,89 wurde ein
bio-aktiver Punkt beobachtet bei R; 0,44-0,47, der dem Thien-
amycin zugeschrieben wird. Kontrollinkubationsmischungen
des Antibiotikums plus Puffer, schallbehandelte Zellen plus Puf-
fer und Antibiotikum plus Puffer, zu denen schallbehandelte
Zellen zugegeben worden waren kurz vor der Diinnschicht-
chromatografie-Anwendung, zeigten kein bio-aktives Material
bei R;0,44-0,47.

Herstellung von 890A,, einem speziellen Isomeren
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Ein Réhrchen einer gefriergetrockneten Kultur von Strepto-
myces flavogriseus MA-4434 (NRRL 8139) wird aseptisch
geoffnet und der Inhalt wird in ein R6hrchen suspendiert, wel-
ches 0,8 ml steriles Davis-Salz der folgenden Zusammenset-
zung enthilt:

Davis-Salz

Natriumcitrat 05¢g
K:HPO: 70g
KH2POs 30¢g
(NH4)2S04 10g
MgSOs-7H:z0 01g
destilliertes Wasser 1000 ml

Diese Suspension wird verwendet zum Bebriiten von vier
Kulturen des Mediums A mit der folgenden Zusammensetzung:

Medium A

Glycerin 200g
primire Hefe 50g
Fischmehl 150¢g
destilliertes Wasser 1000 ml
Agar 200¢g

pH: eingestellt auf 7,2 unter Verwendung von NaOH

Die beimpften Kulturen werden eine Woche bei 27-28 °C
bebriitet und dann bis zur Verwendung bei 4-6 °C aufbewahrt.
Eine %-Portion des Wachstums von drei Kulturen wird verwen-
det, um 9 mit einem Stopfen versehene Erlenmeyer-Kolben,
enthaltend 50 ml Medium B der folgenden Zusammensetzung,
zu beimpfen:

Medium B

Hefeautolysat (*Ardamire) 100g
Glukose 100g
Phosphatpuffer** 2,0ml
MgS04-7H:0 50 mg
destilliertes Wasser 1000 ml

pH: eingestellt auf 6,5 unter Verwendung von HCl oder NaOH
* Ardamine: Yeast Products Corporation
**Phosphatpufferlosung

KH:zPO4 91,0g
Na:HPOs 950¢g
destilliertes Wasser 1000 mi

Die die Keime enthaltenden Kolben werden 1 Tag bei
27-28 °C auf einem Riittler mit 220 U/min geschiittelt. Die Kol-
ben und die Inhalte werden 1 Tag bei 4 °C aufbewahrt.

33 2-l-Erlenmeyer-Kolben, jeder enthaltend 250 ml des

36

Mediums C, werden mit 8 ml pro Kolben des Wachstums aus
dem die Keime enthaltenden Kolben beimpft. Das Medium C
hat die folgende Zusammensetzung:

5 Medium C
Tomatenpaste 200g
primire Hefe 100g
Dextrin (Amidex) 200g
CoClz«6H20 50mg
10 destilliertes Wasser 1000 ml

pH: eingestellt auf 7,2-7,4 durch NaOH

Nach der Beimpfung werden die Produktionskolben bei

15 24 °C bebriitet unter Schiitteln auf einem Riittler, der mit 212
U/min betrieben wird und zwar fiir 4 Tage. Die Kolben werden
dann entleert und der Inhalt auf Aktivitit untersucht unter Ver-
wendung von Standard Salmonella gallinarum MB-1287 und
Vibrio percolans ATCC-8461-Platten unter Anwendung von

2 1,25-cm-Scheiben, welche in die zentrifugierten Brilheproben
eingetaucht wurden. Die Proben werden mit 0,02m Phosphat-
puffer, pH 7,0, nétigenfalls verdiinnt, Die Ergebnisse werden
nachfolgend angegeben:

25 Zeitpunkt der Ernste (Harvest Age hours)h 96
pH 7.2
Salmonella gallinarum (mm Zone) 29,5
Vibrio percolans Yie-Verdiinnung (mm Zone) 31
890 Priifeinheiten 40

30
7 1der gesamten Fermentationsbrithe werden auf 3 °C
abgekiihlt und in 200-ml-Anteilen mit 9000 U/min 15 Minuten
jeweils zentrifugiert.
Zu den vereinten iiberstehenden Fliissigkeiten werden 7 ml

35 0,1m neutrales EDTA gegeben und die ganze Probe wird auf
eine Dowex-1x2 (CI-), 50-100 Maschen-Siule gegeben mit
Bettdimensionen von 5,1% 25 cm und einer Fliessgeschwindig-
keit von 40 ml/min. Die Siule wird mit 500 ml entionisiertem
Wasser, enthaltend 5 ml 1m Tris-HCI-Puffer, pH 7,0, und 25

40 pMol neutrales EDTA, gewaschen. Das Antibiotikum wird mit
1 Liter entionisiertem Wasser, enthaltend 50 g Natriumchlorid,
eluiert und die Siule wird dann mit 300 ml entionisiertem Was-
ser gewaschen. Fraktionen von 100 ml werden gesammelt, aus-
gehend vom ersten Auftreten des Salzes am Siulenausgang.

45 Die Bio-Aktivitit liegt in den Fraktionen 1 bis 10 mit einem
Peak bei der Fraktion 2 vor. Die Fraktionen 2 bis 5, welche 17%
der angewandten Aktivitit enthalten, werden zusammengege-
ben.

Die zusammengegebenen Fraktionen werden auf 110 ml

s0 konzentriert mittels eines Drehverdampfers unter verminder-
tem Druck und der pH wird auf 5,8 eingestellt durch Zugabe
von 4,2 ml 1m HCL Das so eingestellte Konzentrat wird auf
eine Siule von XAD-2 gegeben mit einer Bettdimension von
3,8% 50 cm, die vorher gewaschen worden war mit 3 1 60%igem

ss wiissrigem Aceton (Volumen/Volumen) und anschliessend mit
3 1 entionisiertem Wasser, 3 1 von 5%igem (Gewicht/Volumen)
Natriumchlorid und 1 125%igem (Gewicht/Volumen) Natri-
umchlorid in entionisiertem Wasser. Das angewendete Kon-
zentrat lisst man auf das Niveau des Bettes abfliessen. Das

60 Antibiotikum wird eluiert mit entionisiertem Wasser mit einer
Fliessgeschwindigkeit von 15 mi/min. 22 Fraktionen von jeweils
100 ml werden gesammelt, gerechnet von der ersten Anwen-
dung der Probe. Die Bio-Aktivitit erscheint in den Fraktionen 6
bis 22 mit einem Peak bei den Fraktionen 9 und 10. Fraktionen 9

&5 bis 20 werden fiir die weitere Verarbeitung vereint. Ahnlich
hergestellte Fraktionen werden vereint und die vereinten Frak-
tionen werden auf 70 ml konzentriert mittels eines Drehver-
dampfers unter vermindertem Druck.

Das Konzentrat wird auf eine Dowex-1 x4 (Cl~) 400



Maschen Séule mit einer Bettdimension von 2,2X 27 cm gege-
ben. Die Siule wird mit 50 ml entionisiertem Wasser gewa-
schen und das Antibiotikum eluiert mit 210,070m NaCl + 0,005
m NH4Cl + 0,0001m NH3: in entionisiertem Wasser mit einer
Fliessgeschwindigkeit von 2 ml/min. Fraktionen von 9,5 ml wer-
den gesammelt.

Der Hauptpeak des Antibiotikums wird eluiert in den Frak-
tionen 142 bis 163. Die Fraktionen 146 bis 157 werden vereint
fir die weitere Verarbeitung.

Die vereinten Fraktionen 146-157 werden konzentriert auf
3 ml durch Verdampfen unter vermindertem Druck auf einem
Drehverdampfer und das Konzentrat wird durch Zugabe von
5 ul 1m NH; auf pH 6,5 gebracht. Das Konzentrat wird auf eine
Séaule (2,2x 70 cm) eines Bio-Gel P-2 (200 bis 400 Maschen)
gegeben, die vorher gewaschen worden war mit 20 ml 5m NaCl
und 500 ml entionisiertem Wasser. Nachdem das Konzentrat
auf das Bettniveau abgelaufen war, wurden 2 Spiilungen mit
jeweils 1 ml entionisiertem Wasser vorgenommen und wie-
derum bis zum Bettniveau ablaufen gelassen. Die Siule wird
dann eluiert mit entionisiertem Wasser mit einer Fliessge-

" schwindigkeit von 0,6 ml/min. Fraktionen von 2,9 ml werden
gesammelt,

Der Hauptpeak des Antibiotikums wird eluiert in den Frak-
tionen 63 bis 70. Fraktionen 64 und 65 werden fiir die weitere
Aufarbeitung zusammengegeben.

Die vereinten Fraktionen 64 und 65 werden auf einem
Diinnschichtverdampfer uner vermindertem Druck auf 2 ml
konzentriert und dann in einer Umhiillung gefroren und lyophi-
lisiert wihrend 8 Stunden in einem 14 ml mit Schraubverschluss

versehenen Gefiss, wobei man 2,25 mg des im wesentlichen rei- 30

nen Antibiotikums 890A. erhilt. Die N-Acetylgruppe wird
abgespalten, wie vorher beschrieben, wobei man die freie Base

erhilt: TH
I S CHZC'-I ZI\TH
l cooH
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Herstellung von 890A;, einem speziellen Isomeren
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Ein Rohrchen einer lyophilisierten Kultur von Streptomyces
flavogriseus MA-4434 (NRRL 8139) wird aseptisch gedffnet
und der Inhalt wird suspendiert in einem Réhrchen, enthaltend
0,8 ml einer sterilen Davis-Salzlésung der folgenden Zusam-
mensetzung:

Davis-Salz

Natriumcitrat 05g
K:HPO« 70g
KH:PO4 30g
(NH4)2S04 10g
MgS0:-7H0 01g
destilliertes Wasser 1000 ml

Diese Suspension wird verwendet, um 4 Kulturen des Medi-
ums A der folgenden Zusammensetzung zu beimpfen:

Medium A

Glycerin 200¢g

37 632509
primére Hefe 50g
Fischmehl 150¢g
destilliertes Wasser 1000 ml
Agar 200¢g

5
pH: eingestellt auf 7,2 unter NaOH

Die beimpften Kulturen werden 1 Woche bei 27-28 °C

bebriitet und dann bei 4-6 °C bis zur Verwendung aufbewahrt
10 (nicht linger als 21 Tage).

Ein %-Anteil des Wachstums aus 4 Kulturen wird zum
Beimpfen von 12 verstopselten 250-ml-Erlenmeyer-Kolben, ent-
haltend 50 ml Medium B der folgenden Zusammensetzung, ver-
wendet:

15

Medium B
Hefeautolysat (*Ardamine) 100g
Glucose 100g
Phosphatpuffer** 2,0ml
20 MgS04-7H20 50 mg
distilliertes H2O 1000 ml
pH: eingestellt auf 6,5 unter HCl oder NaOH
*Ardamine: Yeast Products Corporation
25 **Phosphatpufferlésung
KH:PO4 910g
Na:HPOs 950¢g
destilliertes Wasser 1000 ml

Die Flasche mit den Keimen wird 1 Tag bei 27-28 °C auf
einer Riittelmaschine mit 220 U/min geschiittelt. Die Flasche
und der Inhalt werden 1 Tag bei 4 °C stationir aufbewahrt.

43 2.1-Erlenmeyer-Kolben, jeweils enthaltend 200 ml von
Medium, C, werden mit 8 ml pro Kolben des Wachstums aus
35 den beimpften Flaschen versetzt. Medium C hat die folgende
Zusammensetzung:

Medium C

Tomatenpaste 200g
40 primére Hefe 100g

Dextrin (Amidex) 200g

CoClz-6H:0 50mg

destilliertes Wasser 1000 mi

45 pH: eingestellt auf 7,2-7,4 mit NaOH

Nach der Beimpfung werden die Produktionskolben bei
24 °C 4 Tage und 5 Stunden auf einer Schiittelmaschine, die mit
212 U/min betrieben wird, geriittelt. Die Kolben werden dann
so entleert und auf Aktivitit untersucht unter Verwendung von
Standard Salmonella gallinarum MB-1287 und Vibro percolans
ATCC-8461-Probeplatten unter Verwendung von 1,25-cm-Pro-
bescheiben, die in die zentrifugierten Proben der Briihe einge-
taucht wurden. Die Proben werden verdiinnt mit 0,2m Phos-
55 phatpuffer, pH 7,0, falls erforderlich. Die Ergebnisse werden
nachstehend angegeben:

Zeitpunkt der Ernte (Harvest Age hours)h 101
pH 72
60 Salmonella gallinarum (mm Zone) 35
Vibrio percolans %o Verdiinnung (mm Zone) 34
890 Probeeinheiten 121

Aus dieser Fermentation werden insgesamt 7 | der gesam-
65 ten Brithe erhalten und diese werden auf 3 °C abgekiihlt und
zentrifugiert in 200-ml-Portionen bei 9000 U/min wéhrend
jeweils 15 Minuten. Zu den vereinten ilberstehenden Losungen
werden 1,7 ml von 0,1m neutralem EDTA zugegeben und der
Ansatz wird auf 3 °C gehalten.
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Die obengenannte Fermentation wird unter identischen
Bedingungen wiederholt mit der Ausnahme, dass die 44
2-]-Erlenmeyer-Kolben mit 7 ml pro Flasche des Wachstums
aus den die Kulturen enthaltenden Flaschen beimpft werden;
der pH und die erhaltenen Priifergebnisse werden nachfolgend
angegeben:

Zeitpunkt der Ernte (Harvest Agehours)h 101
pH 73
Salmonella gallinarum (mm Zone) 38
Vibrio percolans %o Verdiinnung (mm Zone) 39
890 Probeeinheiten 92,8

Insgesamt 7,4 1 der gesamten Brithe, die aus dieser Fermen-
tation erhalten worden sind, werden auf 3 °C abgekiihlt und

jeweils 15 Minuten in 200-ml-Portionen bei 9000 U/min zentrifu-

giert. Zu den vereinten iiberstehenden Lésungen gibt man 1,8
ml 0,1m neutrales EDTA.

Das Uberstehende von den zentrifugierten Briihen, wie es
aus den beiden obengenannten Fermentationen in diesem Bei-
spiel erhalten wurde, wird vereint, wobei man ein Gesamtvolu-
men von 131 erhilt.

Die vereinten iiberstehenden Losungen werden durch eine
Saule aus Dowex-1x2 (CI~), 50-100 Maschen mit einer Bettdi-

38

schwindigkeit von 1,6 ml/min. Es werden Fraktionen von
jeweils 8 ml gesammelt. Fraktionen 157 bis 179 haben die
grosste Aktivitat und werden zusammengegeben.

Diese zusammengegebenen Fraktionen werden konzen-

5 triert auf einem Drehverdampfer unter vermindertem Druck
auf 7 ml, der pH wird auf 7,5 durch Zugabe von 20 ul 1m NaOH
eingestellt. Die Losung wird weiter konzentriert auf 5 ml und
auf eine Saule gegeben (2,2x75 cm) von Bio-Gel P-2, 200 bis 400
Maschen. Die Probe wird in dem Saulenbett mit zwei Waschun-

10 gen von jeweils 1 ml entionisiertem Wasser gewaschen und
eluiert mit entionisiertem Wasser mit einer Fliessgeschwindig-
keit von 0,6 ml/min. Zehn Fraktionen von 3,3 ml und anschlies-

send 60 Fraktionen von 2,65 ml und zehn Fraktionen von 2,0 ml

werden gesammelt.

Die Fraktionen werden auf den pH-Bereich zwischen 7,5
und 8,0 durch Zugabe von 1,5 bis 2,5 ul 0,im NaOH eingestellt.
Die Fraktionen 62,63, 64 und 65 werden gefroren und einzeln in
14-ml-Glasrohrchen lyophilisiert und bei —20 °C unter Vakuum
aufbewahrt.

Zur Isolierung des Antibiotikums 890As aus 890A1 macht
man von dem Vorteil Gebrauch der relativ héheren Bestindig-
keit des Antibiotikums 890As gegen Abbau durch Penicillinase
in der folgenden Weise:

Bio-Gel Fraktion 63 wird kombiniert mlt Fraktionen 61, 66

15

20

mension von 4,7 X 50 cm und einer Fliessgeschwindigkeit von 60 25 und 67 aus der Bio-Gel-Saule. Zu diesen vier vereinten Fraktio-

ml/min gegeben. Die Siule wird gewaschen mit 11 entionisier-
tem Wasser und das Antibiotikum wird mit 5 | einer 5%igen
(Gewicht/Volumen) NaCl-Losung, enthaltend 0,01m Tris-HCI-
Puffer, pH 7,0, und 25 uMol EDTA eluiert. Fraktionen von 220
ml werden gesammelt mit einer Fliessgeschwindigkeit von 50
ml/min und die Fraktionen werden gepriift gegeniiber Salmo-
nella gallinarum MB-1287-Platten.

Antibiotische Aktivitit liegt vor in den Fraktionen 3 bis 26
mit einem Peak bei den Fraktionen 5 und 6. Die Fraktionen 5
bis 9 werden vereint fiir die weitere Verarbeitung. Der pH der
zusammengegebenen Fraktionen ist 10,8 und die zusammenge-
gebenen Fraktionen enthalten 24% der Anfangs-Bioaktivitit,
gemessen gegeniiber Salmonella gallinarum MB-1287-Platten.

Die vereinten Fraktionen 5 bis 9 werden auf 150 ml mittels
eines Drehverdampfers unter vermindertem Druck konzen-
triert und auf eine Siule (4,9X47 cm) von XAD-2 gegeben, die
vorher gewaschen worden war mit 5 1 60%igem (Volumen/
Volumen) wissrigem Aceton und anschliessend mit 5 1 entioni-
siertem Wasser und 5150 g/l NaCl in entionisiertem Wasser.
Die Probe wird in 20-ml-Anteilen angewendet, wobei die Siule
auf das Bettniveau jedesmal getrinkt wird. Wenn die Anwen-
dung beendet ist, werden drei 20-ml-Portionen von entionisier-
tem Wasser zugegeben und jedesmal auf das Bettniveau flies-
sen gelassen. Die Probe wird eluiert mit entionisiertem Wasser
mit einer Fliessgeschwindigkeit von 20 ml/min. Alle Massnah-
men, bei denen die XAD-Siule verwendet wird, werden durch-
gefiihrt bei Raumtemperatur (24 °C) und die eluierten Fraktio-
nen werden schnell abgekiihlt in einem Eisbad unmittelbar
nach dem Sammeln. Fraktionen von 95 bis 230 ml werden
gesammelt.

Die antibiotische Aktivitit erscheint in Fraktionen 2 bis 21,
wie aus einer Probe von Salmonella gallinarum MB 1287-Plat-
ten gemessen wurde, mit einem Peak bei Fraktionen 5 bis 7 (die
510 bis 895 ml an eluiertem Volumen ausmachen, gerechnet
von der ersten Anwendung des entionisierten Wassers). Frak-
tionen 6 bis 21 werden zusammengegeben.

Die zusammengegebenen Fraktionen 6 bis 21 werden unter
vermindertem Druck auf einem Drehverdampfer auf 68 ml
konzentriert und dann durch Zugabe von entionisiertem Was-
ser auf 112 ml verdiinnt. Das Konzentrat wird auf eine Siule
(2,2x21 cm) von Dowex-1x4 (Cl~) 400 Maschen gegeben. Die
Séule wird mit 20 ml entionisiertem Wasser gewaschen und das
Antibiotikum wird eluiert mit 210,07m NaCl + 0,005m NH.Cl
+ 0,0001m NH; in entionisiertem Wasser mit einer Fliessge-

nen werden 0,2 ml 1m Tris-HCl-Puffer, pH, 7,5, und 0,2 ml Peni-
cillinase (Difco «Bacto-Penase») gegeben. Nach 113 Minuten
bei 23 °C werden weitere 0,2 ml Penicillinase hinzugefiigt. Nach
weiteren 7 Stunden bei Raumtemperatur werden weitere 0,2 ml

30 Penicillinase zugegeben, und nach weiteren 2 Stunden bei
Raumtemperatur wird das Reaktionsgemisch auf einem Eisbad
abgekiihlt. Das fertige Reaktionsgemisch wird auf 15 ml durch
Zugabe von 5 ml entionisiertem Wasser verdiinnt.

Das Reaktionsgemisch wird adsorbiert an einer Dowex~! X

35 4 (C1~) 400 Maschen-Siule, Bettdimension 2,15x40 cm. Das
Antibiotikum 890As wird eluiert mit 0,07m NaCl + 0,005m
NH.CI + 0,0001m NHs: in entionisiertem Wasser mit einer
Fliessgeschwindigkeit von 3 ml/min. Fraktionen von 13,8 ml
werden jeweils gesammelt. Fraktionen 187 bis 200 werden

40 Zusammengegeben.

Die vereinigten Fraktionen werden konzentriert auf 4 ml
mittels eines Drehverdampfers unter vermindertem Druck und
das Konzentrat wird auf eine Siule (2,2x70 cm) Bio-Gel P-2,
200-400 Maschen, aufgegeben. Das Antibiotikum 890As wird

45 mit entionisiertem Wasser eluiert mit einer Fliessgeschwindig-
keit von 0,6 ml/min. 30 Fraktionen von 3,3 ml und anschliessend
50 Fraktionen von 2,65 ml werden gesammelt.

Fraktionen 66 bis 70 werden vereint und die vereinten Pro-

ben werden auf 1,5 ml unter vermindertem Druck mittels eines

so Drehverdampfers konzentriert und das Konzentrat wird gefro-
ren und gefriergetrocknet, wobei man 5,4 mg eines Feststoffes
erhilt, der das Antibiotikum 890As und restliches Salz enthalt.
Die N-Acetylgruppe ist abgespalten, wie vorher beschrieben,
so dass man die freie Base erhalt:

A
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Das Antibioticum Thienamycin und seine Herstellung sind
beschrieben in DT-OS 25 52 638. Es ist erhiltlich durch Ziichten
des Mikroorganismus Streptomyces cattleya (MA-4297), von

65 dem eine Kultur bei der Kultursammlung der Northern Regio-
nal Research Laboratories, Northern Utilization Research and
Development Division, Agricultural Research Service, U.S.
Department of Agriculture, Peoria, Illinois, V.St.A. hinterlegt
und mit NRRL 8057 bezeichnet ist.
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