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69 Verfahren zur Herstellung von 7-Methoxycephalosporinderivaten.

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung
von 7-Methoxycephalosporinderivaten mit der For-
mel (A)

100G .
CH~-(CII, ) xCONI
1‘21.'> 273

COOoM

worin R? eine Stickstoff als Ringheteroatom enthalten-
de heterocyclische Gruppe darstellt und M bedeutet ein
Wasserstoffatom, Alkalimetall, Erdalkalimetall, Scpwer-
metall oder Basen, die quaternires Salz oder Aminsalz
bilden, dadurch gekennzeichnet, dass Streptomyces oga-
nonensis ATCC 31167 in einem Kulturmedium geziichtet
wird, welches Nihrstoffe mit dem Zusatz eines heterocy-
clischen Thiols mit der Formel

R2SH,

worin R? die vorstehend genannte Bedeutung hat, oder
eines Salzes des heterocyclischen Thiols oder eine Ver-

bindung mit der Formel
R*-S-S-R?,

worin R? die gleiche schon genannte Bedeutung hat, ent-
hilt.

Die erfindungsgemiss hergestellten Produkte haben
antibiotische Eigenschaften. Ferner konnen sie als Zwi-
schenprodukte zur Herstellung wertvoller Antibiotika
Verwendung finden.
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PATENTANSPRUCHE
1. Verfahren zur Herstellung von 7-Methoxycephalospo-
rinderivaten mit der Formel (A)

OCH—D-

' S
1o0C
CH~(CII, ) CONH——
H2N> (01,) 5 — "

worin R? eine Stickstoff als Ringheteroatom enthaltende hete-
rocyclische Gruppe darstellt und M bedeutet ein Wasserstoff-
atom, Alkalimetall, Erdalkalimetall, Schwermetall oder Basen
die quaternires Salz oder Aminsalz bilden, dadurch gekenn-
zeichnet, dass Streptomyces oganonensis ATCC 31167 in
einem Kulturmedium geziichtet wird, welches Nihrstoffe mit
dem Zusatz eines heterocyclischen Thiols mit der Formel

R2SH,
worin R2 die vorstehend genannte Bedeutung hat, oder eines

Salzes des heterocyclischen Thiols oder eine Verbindung mit

der Formel
Rz-S~S-~R?

Die vorliegende Erfindung bezieht sich auf ein Verfahren

y
Va N CII?_S-RZ
COOM

15 worin R? die gleiche schon genannte Bedeutung hat, enthilt.

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet,
dass R? eine 1-Methyl-1H-tetrazol-5-ylgruppe ist und M ein
Wasserstoffatom darstellt.

3. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet,

20 dass R? eine 5-Carboxymethylthio-1,3 4-thiadiazol-2-ylgruppe
und M ein Wasserstoffatom darstellt. )

4. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet,
dass R? eine 5-Methyl-1,3,4-thiadiazol-2-ylgruppe und M ein
Wasserstoffatom darstellt.

25 5. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet,
dass R? eine 1,34-Thiadiazol-2-ylgruppe und M ein Wasser-
stoffatom ist.

zur Herstellung von 7-Methoxycephalosporinderivaten mit der 35

Formel (A)

OCH—5

S (A)
CH~=(CH, ) CONH ———oI
HZN/. (G, ) 500N i f

worin R? eine Stickstoff als Ringheteroatom enthaltende hete-
rocyclische Gruppe darstellt und M bedeutet ein Wasserstoff-
atom, Alkalimetall, Erdalkalimetall, Schwermetall oder Basen,
die quaternires Salz oder Aminsalz bilden, dadurch gekenn-
zeichnet, dass Streptomyces oganonensis ATCC 31167 in
einem Kulturmedium geziichtet wird, welches Nihrstoffe mit
dem Zusatz eines heteroyclischen Thiols mit der Formel

R?SH,

worin R? die vorstehend genannte Bedeutung hat, oder eines
Salzes des heterocyclischen Thiols oder eine Verbindung mit
der Formel

R?2-S-S-R?

worin R? die gleiche schon genannte Bedeutung hat, enthalt.

Als stickstoffhaltige heterocyclische Gruppe, die durch R?
in der vorstehenden allgemeinen Formel angezeigt wird, wer-
den zur Verdeutlichung genannt: eine Carboxymethylthio-1,3-
thiadiazol-2-yl-Gruppe, eine 1-Methyl-1H-tetrazol-5-yl-Gruppe,
eine 5-Methyl-1,34-thiadiazol-2-y-Gruppe, eine 1,3,4-Thiadia-
zol-2-yl-Gruppe usw.

2

/,—-H 701, 5-R
COON
45
Der durch M dargestellte kationische Rest, der das Salz des

Cephalosporins bildet, bedeutet einen anorganischen Rest oder
einen organischen Rest. Als anorganischer Rest wird ein Alkali-
metall, wie Natrium, Kalium usw.; ein Erkalkalimetall, wie Cal-

s0 cium, Magnesium, Barium usw.; sowie ein Schwermetall, wie
Eisen, Kupfer, Zink usw. verwendet; als organischen Rest die-
nen Basen, die quaternire Salze oder Aminsalze bilden, zum
Beispiel Tridthylamin, Didthanolamin, Piperidin, Morpholin
usw. Praktische Beispiele fiir Verbindungen dieser Erfindung

55 sind 7<(5-Amino-5-carboxyvaleramido)-3-(5-carboxymethylthio-
1,34-thiadiazol-2-yl)thiomethyl-7-methoxy-A 3-cephem-4-car-
bonséure, 7{(5-Amino-5-carboxyvaleramido)-3-(1-methyl-1H-
tetrazol-5-yl)thiomethyl-7-methoxy-A 3-cephem-4-carbonsiure,
7-(5-Amino-5-carboxyvaleramido)-7-methoxy-3(5-methyl-1,34-

g0 thiadiazol-2-yl)thiomethyl-A 3-cephem-4-carbonsiure, 7-(5-
Amino-5-carboxyvaleramido)-7-methoxy-3-(1,34-thiadiazol-2-
yhthiomethyl A-cephem-4-carbonsiure, sowie die Salze dieser
Verbindungen.

Einige 7-Methoxy-3-heterocyclothiomethylcephalosporine

65 sind in der GB-PS 1 321 412(1970) als durch chemische Syn-
these erhiltliche Verbindungen beschrieben, jedoch sind in die-
ser britischen Patentschrift keine praktischen physikalischen
und chemischen Eigenschaften dieser Verbindungen angege-
ben.



Aufgabe dieser Erfindung ist es, neue 7-Methoxycephalo-
sporinderivate und ein Verfahren zur Herstellung dieser Deri-
vate durch Fermentation zur Verfiigung zu stellen.

Cephalophorine besitzen ausgezeichnete antimikrobielle

und unter diesen Verbindungen besitzen die Cephalosporinde-
rivate mit einer Methoxygruppe in der 7-Position und einer
heterocyclischen Thiomethylgruppe in der 3-Position ganz aus-
gezeichnete Wirkung bei der Behandlung von ernsthaften

domonas und Proteus hervorgerufen werden, gegen die
gewohnliche Antibiotica nicht wirksam sind, oder die durch die
Infektion mit den Bakterien hervorgerufen werden, die nicht
empfindlich sind gegen gewdhnliche Cephalosporine, welche
keine Methoxygruppe in der 7-Position aufweisen. 15

Diese Verbindungen werden gewohnlich hergestellt, indem
zuerst die entsprechenden Verbindungen, die eine Acetoxy-
methylgruppe oder eine Carbamoyloxymethylgruppe in der
3-Position aufweisen, hergestellt werden, und zwar durch ein
Fermentationsverfahren, und dann werden diese Verbindun-
gen mit einer heterocyclischen Thiolverbindung umgesetzt.

Einerseits hat die vorliegende Erfindung auch einen solchen
Vorteil, dass die Verbindung mit einer heterocyclischen Thio-
methylgruppe in der 3-Position direkt durch eine einzige Fer-
mentationsstufe erhalten werden kann. Die so erhaltene Ver- 25
bindung ist die Verbindung mit der allgemeinen Formel (A).

Die Verbindungen der Formel A besitzen selbst ausgezeich-
nete antimikrobielle Aktivitidten, und weiterhin konnen die anti-
mikrobiellen Eigenschaften und die antimikrobiellen Spektren
der Verbindungen erhoht oder gewechselt werden, indem die 30
Acylgruppen-Seitenkette in der 7-Position, dargestellt durch

20
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mit einer anderen Acylgruppe, wie z. B. a-Aminophenylacetyl-
gruppe, o-Carboxyphenylacetylgruppe, a-Sulfophenylacetyl-
gruppe, o-Hydroxyphenylacetylgruppe, Pyridylthioacetyl-
gruppe, Thiadiazolylthioacetylgruppe, Triazolylacetylgruppe, 4o
Cyanomethylthioacetylgruppe, Trifluormethylthioacetyl-

gruppe usw., gewechselt oder ausgetauscht werden. So sind die
Verbindungen mit der Formel A ebenfalls als Zwischenpro-
dukte verwendbar, um diese Derivate mit diesen Acylgruppen
herzustellen. Zum Beispiel: 78-Cyanomethylthioacetamido-7a- 45
methoxy-3{1-methyltetrazol-5-ylthiomethyl)}-A *-cephem-4-car-
bonsdure und 7a-Methoxy-3-(1-methyltetrazol)-5-ylthiomethyl)-
7B{trifluormethylthioacetamido)-A 3-cephem-4-carbonséure.

Die Verbindungen der Formel A besitzen die Eigenschaften
wie ein amphoteres Material, denn die Verbindungen haben 50
eine Aminogruppe und zwei Carboxygruppen im Molekiil, und
dadurch ist die Isolierung und Reinigung der hergestellten Ver-
bindungen miihsam.

Als Mikroorganismus, der zur Herstellung der 7-Methoxy-
cephalosporin-Antibiotica Verwendung findet und der zuden
Streptomyceten gehdrt, wird in dieser Erfindung ein neuer
Stamm benutzt, nimlich Streptomyces oganonensis Y-G19Z,
der zuvor von den Erfindern aus dem Erdboden bei der Stadt
Ogano, Chichibugun, Bezirk Saitama (Japan), isoliert worden
ist. Dieser Stamm ist in dem Institut fiir Mikrobielle Industrie,
Zweigstelle fiir Industrielle Wissenschaft und Technologie,
Ministerium fiir Internationalen Handel und Industrie, Japan,
unter einer Hinterlegungs-Nummer FERM-P 2725 und auchin
der American Type Culture Collection, 12301 Parklawn Drive,
Rockville, Maryland 20852 (USA) am 21. August 1975 unter
ATCC No. 31167 hinterlegt worden.

Die mykologischen Eigenschaften des Stammes sind die fol-
genden:

55

60
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I. Morphologische Charakteristiken von Streptomyces ogano-

nensis Y-G19Z-Stamm

Der Stamm wichst sowohl auf natiirlichen wie auch auf
synthetischen Medien unter Bildung eines gut verzweigten
Aktivititen gegen gram-positive und gram-negative Bakterien, 5 Substratmycels, wihrend die Bildung von atmosphérischem
Mycel nicht ausreichend ist, da die Sporenbildung zu gering ist.
Die Sporenketten sind gerade, gehdren zum R-(rectus) oder
RF-(Rectiflexibles) Typ und tragen 10 bis 50 Sporen in jeder
Kette. Die Sporen sind elliptisch, spharisch oder zylindrisch
Erkrankungen, die durch die Infektion mit Bakterien, wie Pseu- 10 geformt und weisen eine Grésse von 0,45 bis 0,60%0,55 bis 0,90
w auf. Die Sporenoberfliche ist glatt. Es werden weder Flagel-
laten-Sporen noch Sporangium beobachtet.
IL. Kultur-Charakteristika des Stammes S. oganonensis

Y-G19Z:
Medium Wachstum AtmosphérischesLosliches
Mycel Pigment
Czapek’s Agar sehr gering  spérlich nein
weiss weiss
Glukose gut leidlich nein
Czapek’s Agar cremegelb gelblich-grau  sehr gerin
Glukose gut gering nein
Asparagin-  weiss weiss
Agar
Glycerin gut gering nein
Asparagin-  weiss bis weiss bis
Agar gelblich weiss gelblich weiss
Anorganischer gut gering nein
Salz-Stirke-  gelblich grau gelblich grau
Agar bis schwach
gelblich braun
Tyrosin-Agar gut gering schwach
schwach gelb gelblich grau schwach
gelblich grau
Eisen und gut gut sehr gering
Hefeextrakt- schwachgelb briunlich weisshell braunlich
Tyrosin-Agar bisgelblich  bisgelblich  grau
braun grau
Néhrboden- gut gut, pulverig  schwach
Agar schwach schwach gelblich braun
gelblich braun orange bis
schwach braun
Bennett’s Agar gut gut sehr schwach
schwach bréunlich grau,
gelblich braun schwach
orange bis
schwach rosa
Calciummalat- méssig kein kein
gar cremefarbig
Kartoffel  gut gut bréunlich grau
stiicke schwach gelblich grau  bis dunkel
gelblich braun bis schwach  gelblich braun
bréunlich grau
Blut-Agar gut kein gelblich grau
olivegrau bis bis dunkel
dunkel olive rotlich braun
grau
Leeffer’s gut kein kein

Serum-Medium

I11. Physiologische Eigenschaften von S. oganonensis Y-G19Z

65 -Stamm:

Tyrosin-Formation
Nitrat-Reduktion
Magermilch-Koagulation

negativ
positiv
positiv, schwach
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Magermilch-Peptonisation positiv, schwach

Hydrolyse von Stéirke positiv
Verfliissigung von Gelatine positiv, schwach
Cellulose-Abbau negativ
Hiamolyse positiv
Loslichmachung von Calciummalat positiv

Ausnutzung von Kohlenstoffverbindungen durch S. ogano-
nensis Y-G19Z
Kohlenstoffquelle
Glukose
Arabinose
Sukrose
Xylose
Inositol
Mannitol
Fruktose
Rhamnose
Raffinose

Ausnutzung

L+ 4+ 1+ |+ +

Charakteristische Merkmale fiir Streptomyces oganonensis
Y-G19Z-Stamm kénnen wie folgt zusammengefasst werden:

1. Es gehért zu dem nicht-chromogenen Streptomyces-
Stamm;

2. Sein atmosphérisches Mycel ist gerade ohne Verzwei-
gung (R- oder RF-Typ);

3.Sporen sind sphirisch oder elliptisch;

4. Sporenoberfliche ist glatt;

5. Es gibt schwach gelblich graue bis schwach gelblich
braune Gewichse auf verschiedenen Medien;

6. Die Farbe des sphérischen Mycels ist braunlich weiss,
gelblich weiss und gelblich grau;

7. Die erzeugte antibiotische Substanz Y-G19Z-D3 gehort
zur 7-Methoxycephalosporingruppe.

Bei der Durchforschung bekannter Stimme, die die vorste-

henden Eigenschaften aufweisen, konnen als am nichsten kom-

mende Streptomyceten die folgenden angesehen werden:
Streptomyces globisporus, beschrieben in S. A. Waksman:

«The Actinomycetes» 2,218 (1961) und International Journal of

Systematic Bacteriology, 18, (4) 324-325 (1968).

Wenn man jedoch den bekannten S. globisporus, der in der
vorstehenden Literatur beschrieben ist, mit dem Stamm
Y-G19Z vergleicht, weicht dieser in den folgenden Eigenschaf-
ten, die in der Tabelle angegeben sind, ab:

Tabelle

Eigenschaften Y-G19Z S. globisporus
Grosse der Spore () 0,45-0,60%0,55- 1,2-1,4x8-2,0

0,90 oder 09-14

kugelférmig

Fliissiges Pigment oder kein gelblich bis
Glycerin-Asparagin-Medium griinlich gelb
Rhamnose-Verwertung negativ positiv
Stirke-Hydrolyse stark schwach
Magermilch-Koagulation positiv negativ
Magermilch-Peptonisation  schwach stark
Produktion von positiv negativ

Cephalosporin-Antibiotica

Aus den in der vorstehenden Tabelle angegebenen Diffe-
renzen ergibt sich, dass der in dieser Erfindung benutzte
Stamm ein neuer Stamm ist, der sich von den vorstehend
genannten bekannten Stimmen unterscheidet.

Da der Y-G19Z-Stamm als ein neuer Stamm durch die vor-
stehenden Beobachtungsergebnisse bestétigt worden ist, ist er
als «Streptomyces oganonensis» bezeichnet worden.

Wie schon bei den Ausfiihrungen iiber den Streptomyces
oganonensis Y-19Z-Stamm ausgefiithrt wurde, handelt es sich
um einen 7-Methoxycephalosporin-Antibiotikum erzeugenden
Stamm. Als dhnliche Stimme, die zu den Streptomyceten geho-

5 ren, sind als Erzeuger von 7-Methoxycephalosporin-Antibiotika
die folgenden bekannt:
Streptomyces griseus, Streptomyces viridochromogenes,
Streptomyces fimbriatus, Streptomyces halstedii, Streptomy-
ces rochei, Streptomyces cinnamonensis, Streptomyces char-

10 treusis und Streptomyces lactamdurans (vgl. Japanische
Patent-Offenlegungsschrift 3286/'71 und Belgische Patent-
schrift 764 160) sowie Streptomyces lipmanii (US-PS 3 719 563),
Streptomyces clavuligerus (Japanisches Patent 45 594/74),
Streptomyces wadayamensis (Japanische Offenlegungsschrift

15 26488/74), Streptomyces jumonjinensis (Japanische Offenle-

gungsschrift 42893/'74), Streptomyces heteromorphus und

Streptomyces panayensis (Japanische Offenlegungsschrift

53594/75), und Streptomyces chartreusis SF-1623 (Japanische

Offenlegungsschriften 82291/75 und 121 488/75).

Die Herstellung der besprochenen Verbindung wird ausge-
fithrt, indem man den erwdhnten 7-Methoxycephalosporin-
Antibiotika produzierenden Stamm kultiviert in einem iiblichen
Kulturmedium, dem ein Zusatz an heterocyclischer Thiolver-
bindung zugegeben wurde entsprechend der heterocyclischen
25 Thiogruppe, die in die 3-Position eingefiihrt werden soll.

Beispiele fiir die heterocyclischen Thiole, die dem Kultur-
medium in dieser Erfindung hinzugefiigt werden, sind: Pyrrol-
thiol, Imidazolthiol, Dihydroimidazolthiol, Pyrazolthiol, Tria-
zolthiol, Tetrazolthiol, Methyltetrazolthiol, Pyridinthiol, Dia-

30 zinthiol, Thiazolthiol, Dihydrothiazolthiol, Thiadiazolthiol,
Thiatriazolthiol, Oxazolthiol, Isoxazolthiol, Oxadiazolthiol,
Indolthiol, Benzimidazolthiol, Benzoxazolthiol, Benzothiazol-
thiol, Triazolpyridinthiol, Purinthiol usw. Diese heterocycli-
schen Ringe konnen einen oder mehrere Substituenten aufwei-

35 sen, wie ein Halogenatom, eine Amino-, Nitro-, Alkyl-,
Hydroxy-, Alkoxy-, Aryl, Aralkyl-, Furyl, Thienyl, Oxazolyl-,
Carboxy-, Carboxymethyl-, Carboxyalkylthio-, Carboxyalky-
loxy-Gruppe usw.

Diese heterocyclischen Thiole konnen als ihre Salze ver-

40 wendet werden. Diese Salze sind anorganische Salze, wie Alka-
limetallsalze, Erdalkalimetallsalze, Ammoniumsalze usw., und
die Salze mit organischen Basen, wie Tridthylamin, Tridtha-
nolamin, Dicyclohexylamin, Lysin, Arginin, Histidin, basische
wasserlosliche Antibiotika, z. B. Kanamycin, Alkaloide, basi-

45 sche Proteine usw.

Die Salze mit hoher Wasserloslichkeit kénnen selektiv ver-
wendet werden, falls erforderlich, und ferner, wenn die hetero-
cyclischen Thiole eine starke Toxizitit zu den Antibiotika
erzeugenden Stimmen aufweisen, konnen die nur spérlich in

50 Wasser l6slichen Salze selektiv verwendet werden.

Auch kdnnen zwei Molekiile der gleichen heterocyclischen
Thiolverbindung, die durch die S-S-Bindung verbunden sind,
Verwendung finden, wie z. B. R%S-SR2,

Die Herstellung der gemiss dieser Erfindung erhéltlichen

55 neuen Antibiotika wird durch Kultivierung des im Patentan-
spruch 1 genannten Stammes der Art Streptomyces in einem
Kulturmedium unter Zugabe der vorstehend schon beschriebe-
nen heterocyclischen Thiolverbindung oder des Salzes oder
ihres Derivates R2-S-S-R? durchgefiihrt. Die Kultivierung wird

60 nach den iiblichen herkémmlichen Methoden zur Ziichtung
von Mikroorganismen durchgefiihrt, jedoch wird die submerse
Kultur in einem fliissigen Kulturmedium bevorzugt. Jedes Kul-
turmedium, welches Nihrstoffe fiir die 7-Methoxycephalospo-
rin-Antibiotika herstellenden Stimme der Art Streptomyces

65 enthilt, kann verwendet werden. Es kénnen synthetische Kul-
turmedien, halb-synthetische Kulturmedien und natiirliche Kul-
turmedien, die die vorstehend genannten Nihrstoffe enthalten,
in dieser Erfindung Verwendung finden. Fiir die Zusammenstel-

20
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lung des Kulturmediums konnen Glukose, Sukrose, Mannitol, Temperatur des verwendeten Kulturmediums ab, aber im allge-
Glycerin, Dextrin, Stirke, vegetabile Ole usw. als Kohlenstoff-  meinen werden etwa 3 Tage bis etwa 10 Tage benétigt. Das
quellen Verwendung finden, und Fleischextrakt, Peptone, Kle-  hergestellte Material wird selektiv in dem Medium angerei-
bermehl, Baumwollsaatmehl, Sojabohnenmehl, Erdnussmehl, chert, nachdem die Kultivierung beendet ist.

Fischmehl, Kornschlempe, Trockenhefe, Hefeextrakt, Ammo- s Das gemiiss dieser Erfindung hergestellte Material kann
niumsulfat, Ammoniumnitrat, Harnstoff und andere organische  isoliert und aus der Kulturbriihe nach den iiblichen Methoden
und anorganische Stickstoffquellen kdnnen als Stickstoffspen-  gewonnen werden, die fiir das Isolieren von Antibiotika aus

der Verwendung finden. Ebenso kénnen, falls erforderlich, dem kultivierten Mycel-Néihrboden tiblich sind. Das erfindungs-
Metallsalze, wie Sulfate, Nitrate, Chloride, Carbonate, Phos- gemiss hergestellte Antibiotikum ist hauptséchlich in der Kul-
phate usw. von Natrium, Kalium, Magnesium, Calcium, Zink 10 turbrithe anwesend. Nach der Abtrennung des Mycels von der
und Eisen zu dem Kulturmedium hinzugefiigt werden. Weiter- ~ Nahrbodenlosung durch Zentrifugieren oder Filtrieren wird
hin konnen, falls erforderlich, Materialien, die die Bildung der das hergestellte effektive Material aus dem Filtrat extrahiert;
Antibiotika begiinstigen, oder Entschiumungsmittel, wie Me- das heisst, das hergestellte Material wird abgetrennt, wieder
thionin, Cystein, Cystin, Methyloleat, Larddl, Silicondl, oberfld-  ausgezogen und gereinigt vom Filtrat. Hierbei werden Vorrich-
chenaktive Mittel usw., in geeigneter Weise zu dem Kulturme- 15 tungen und Verfahren verwendet, die ganz allgemein fiir die

dium hinzugefiigt werden. Herstellung von Antibiotika Verwendung finden, wie Metho-
Das vorstehend genannte heterocyclische Thiol, dessen den, die die Unterschiede der Loslichkeit in einem geeigneten
Salz oder dessen Derivat R2-S-S-R? wird gewohnlich in einer Losungsmittel ausnutzen, die die Unterschiede der adsorptiven

Konzentration von 0,1-5 mg/ml, vorzugsweise 0,5-2 mg/mlals  Affinitit zu verschiedenen Adsorbentien ausnutzen oder die
heterocyclisches Thiol hinzugefiigt. Es kann zu dem Kulturme- 20 auf Unterschieden der Trennmethoden in zwei fliissigen Pha-

dium als eine sturzartige Zugabe vor der Kultivierung oder sen beruhen.

auch in verschiedenen unterteilten Portionen in den Eingangs- Diese Methoden kénnen, falls erforderlich, in einer geeigne-
" stufen der Kultivierung zugefiigt werden. Esistim allgemeinen  ten Kombination oder auch wiederholt angewandt werden.

giinstig, die Kultivierung unter aeroben Bedingungen durchzu- Einige praktische Beispiele der neuen 7-Methoxycephalo-

fihren. Die Kultivierungstemperatur liegt gewohnlich zwi- 25 sporin-Verbindungen dieser Erfindung werden nachfolgend

schen etwa 18 °C bis etwa 35 °C, vorzugsweise um 30 °C.Gute  genannt.

Ergebnisse werden erhalten, wenn das pH des Kulturmediums L. 7(5-Amino-5-carboxyvaleramido)-3-(5-carboxymethyl-

auf etwa 5-10, vorzugsweise etwa 6-8 gehalten wird. Der Kulti-  thio-1,34-thiadiazol-2-yl)thiomethyl-7-methoxy-A 3-cephem-4-

vationszeitablauf hiingt von der Zusammensetzung und der carbonsiure;

30
O hg
CH 3 5

HOOC-CH~CH, CH, CH, CONH ~——

N—

| ~s-l S~

N, R .J{S J—5-CH,CO0H
0

coon
40
Additionsverbindung: Phosphat-Pufferlésung mit einem pH von 6,4 gemessen wird,
5-Mercapto-1,34-thiadiazol-2-thioessigsdure; wobei das Absorptionsmaximum bei 287 my liegt;

6. es besitzt das Infrarot-Absorptionsspektrum gemass Fig.
4 2, wenn es in der Kaliumbromid-Tablette gemessen wird. Es

N——N : ergeben sich Absorptionen bei 3413 cm=1,2920 cm™!,
) "_. 1763 cm=1,1620 cm~1,1515 cm~'und 1380 cm~1;
HS __H S.CH 2C 00H 7. Bei der Bestimmung des kernmagnetischen Resonanz-
N g d spektrums unter Verwendung von TMS als dusserem Standard
50 in schwerem Wasser werden folgende Signale erhalten:
5-Wert(p pm):
Die physikalischen und chemischen Eigenschaften der her- 2,35 (4H, Multiplett), 2,96 (2H, Multiplett),
gestellten Verbindung I mit der allgemeinen Formel A 4,00 (3H, Singlett), 3,73 - 4,33 (2H, Quartett, ] = 18 Hz),
4,25 (1H, Multiplett), 4,44 (2H, Singlett),
N—~N 55 4,42 - 491 (2H, Quartett, ] = 14 Hz),
_— 5,63 (1H, Singlett);
R?= )\ S )k SCH,COOH, M = H) 8. Das im derzeitig reinsten Zustand hergestellte Produkt
2 besitzt die folgenden elementar-analytischen Werte:
C:35,95%, H: 3,87%, N: 10,85%, S: 18,33%;
sind die folgenden: 60 9. es ergibt o-Aminoadipinséure bei der Hydrolyse mit 6 n
1. weisses Pulver; Chlorwasserstoffsaure;
2.Schmelzbeginn bei 156-160 °C. Hierbei tritt Braunfér- 10. das Massenspektrum dieser Verbindung ergibt nach einer
bung ein, und die Zersetzung beginnt ab etwa 170 °C; N-Chloracetylierung der Verbindung und Uberfiihrung des

3.leicht 1oslich in Wasser, sparlich 16slich in Methanol,und ~ Produktes in den Methylester das folgende Fragment mit m/e
sehr sparlich [6slich in anderen organischen Lésungsmitteln; 65 392, das heisst :

4. amphoteres Material mit positiver Ninhydrin-Reaktion;

5. es besitzt das ultraviolette Absorptionsspektrum geméss
Fig. 1 der beigefiigten Zeichnung, wenn es in einer 1/100 M
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R~ N
+ /N aen eanc
BN CH2~S\S>\S CH,CO0CHy
c
ooct,

Unter Beriicksichtigung aller vorstehenden Ergebnisse ist
es ersichtlich, dass diese Verbindung eine 7-Methoxycephalo-

sporin-Verbindung ist, denn die Verbindung ergibt eine Absorp-

tion bei 1763 cm™! (cyclisches Lactam) im Infrarot-Absorp-
tionsspektrum, und die Gegenwart der Signale bei4,00ppm

HOOC~?H—-CHZCH2CH2CONH

N,

Additionsverbindung:
5-Mercapto-1-methyl-1H-tetrazol;

N—N
A
HS/\N/N

CcH 3

Die physikalischen und chemischen Eigenschaften der her-
gestellten Verbindung II der Formel A

2
R N—N M = H)
N
/ I;I'"‘—-N
CH
sind die folgenden: 3

1. weisses Pulver;

2.ergibt braune Verfirbung und Zersetzung bei
160-170°C;

3.leicht 16slich in Wasser, gering 16slich in Methanol und
spirlich l6slich in anderen organischen Losungsmitteln;

4. amphoteres Material mit positiver Ninhydrinreaktion;

(3H, Singlett, 7-OCHs), 5,63 p p m (1H, Singlett, 6-CH), 3,73 -
4,33 (2H, Quartett, ] = 18 Hz, 2-CH:) und 4,42 - 4,91 (2H, Quar-
tett, ] = 14 Hz, 3-Seitenkette CHz) in dem kernmagnetischen
Resonanzspektrum. Die Verbindung ergibt a-Aminoadipin-

5 siure bei der Saurehydrolyse, ferner ergibt die Verbindung
Absorptionen bei 444 p p m (2H, Singlett, CHz von -S-CHz-
COOH) im nuklearmagnetischen Resonanzspektrum und aus-
serdem das Fragment von m/e 392 im Massenspektrum des
Derivates; aus diesen Griinden ist entschieden worden, dass die

10 Verbindung die vorstehend genannte Struktur hat, in die das

heterocyclische Thiol eingefiihrt worden ist.

I1. 7{(5-Amino-5-carboxyvaleramido)-3-(1-methyl-1H-tetrazol-5-
yl)-thiomethyl-7-methoxy-A *-cephem-4-carbonséure:
15

3 s
N = —CH,~5 N
O/ 2 I'\I/
COCH CH

3

wurden Absorptionen bei 3413 cm~1,2920 cm 1, 1765 cm ™,
1620 cm~1, 1515 cm~! und 1390 cm~! festgestellt;
7.das kernmagnetische Resonanzspektrum, gemessen
30 unter Verwendung von TMS als externem Standard in schwe-
rem Wasser, ergab die folgenden Signale:
&-Wert (p pm):
2,36 (4H, Multiplett), 2,96 (2H, Multiplett),
3,98 (3H, Singlett), 4,38 (1H, Multiplett),
35 4,50 (3H, Singlett), 5,59 (1H, Singlett); .
8. das bis jetzt in reinstem Zustand erhaltene Material ergab
die folgenden elementar-analytischen Werte: C:37,48%, H:
4,25%, N: 16,74% und S: 10,90%;
9. es wird a-Aminoadipinsiure erhalten, wenn mit 6 n Chlor-
40 wasserstoffsdure hydrolysiert wurde. Es wird 5-Mercapto-1-
methyl-1H-tetrazol durch Hydrolyse in Methanol durch Dowex
50 W (H-Typ) erhalten;
Beriicksichtigt man die vorstehenden gesamten Ergebnisse,
so ergibt sich, dass die Verbindung eine 7-Methoxycephalospo-
45 rin-Verbindung ist, denn die Verbindung ergibt Signale bei 3,98
p p m(3H, Singlett, 7-OCHs) und 5,59 p p m (1H, Singlett, 6-CH)
bei den kernmagnetischen Resonanzspektren und Absorption
bei 1765 cm™! (cyclisches Lactam) im Infrarot-Absorptions-
spektrum. Ferner wird a-Aminoadipinsiure durch Saurehydro-
s0 lyse erhalten. Ferner ergibt sich aus der Tatsache der Absorp-
tion bei 450 p p m (3H, Singlett, Tetrazol-N-methyl) im kern-
magnetischen Resonanzspektrum und auch aus der Tatsache,

5.es wird das in Fig. 3 dargestellte Ultraviolett-Absorptions-  dass 5-Mercapto-1-methyl-1 H-tetrazol durch milde Hydrolyse

spektrum bei Messung in 1/100 M Phosphat-Pufferlosung mit

erhalten wird, dass der Verbindung die vorstehend erlduterte

einem pH von 6,4 erhalten. Das Absorptionsmaximum liegt bei 55 Struktur zuerkannt wurde, in die das heterocyclische Thiol ein-

273 my;
6.es wird das in Fig. 4 dargestellte Infrarot-Absorptions-
spektrum bei Messung der Kaliumbromidtablette erhalten. Es

OCH3

HOOC-—CIH-CH 5CH,CH, CONH

RH '
2 d¢¢

gefithrt wurde.
HI. 7{5-Amino-5-carboxyvaleramido)-7-methoxy-3-(5-me-
thyl-1,3,4-thiadiazol-2-yl)thiomethyl-A 3-cephem-4-carbonsiure.

S
N——N
Nﬁ)—CHES/H\ S/u——- CH3

COOH
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Additionsverbindung: 7.das kernmagnetische Resonanzspektrum, gemessen
2-Mercapto-5-methyl-1,3,4-thiadiazol: unter Verwendung von TMS als externem Standard in schwe-
rem Wasser, ergibt die folgende Signale:
N...__.N d-Wert(p pm):
l 5 2,34 (4H, Multiplett), 2,95 (2H, Multiplett),
HSJ\ )‘\ CH 3,19 (3H, Singlett), 3,72-4,31 (2H, Quartett, ] = 18 Hz),
3 3,99 (3H, Singlett), 4,26 (1H, Multiplett), 4,40-4,95 (2H, Quartett,

| =14 Hz),5,63 (1H, Singlett);
8.die gegenwirtig am reinsten hergestellte Verbindung
Die physikalischen und chemischen Eigenschaften der her- 10 weist die folgenden elementar- analytischen Werte auf:
gestellten Verbindung I1I mit der Formel A C:37,82%, H:4,01%, N: 12,90%, S: 14,97%
9. es wird a-Aminoadipinsiure erhalten, wenn mit 6 n Chlor-
) wasserstoffsdure hydrolysiert wird. Es wird auch 2-Mercapto-5-
RZ _ N~ N M = H) methyl-1,34-thiadiazol erhalten, wenn in Methanol mit Dowex
- )\ S/ \ CH * 15 50 W (H-Typ) hydrolysiert wird.
Wenn man alle vorstehenden Ergebnisse beriicksichtigt, ist
es ersichtlich, dass die Verbindung eine 7-Methoxycephalospo-
rin-Verbindung ist, denn die Verbindung weist die Absorption

sind die folgenden: bei 1765 cm™~! (cyclisches Lactam) im Infrarot-Absorptions-
1.leicht gelb weisses Pulver; 20 spektrum auf. Ferner werden die Signale bei 3,99 p p m (3H,
2. zeigt keinen bestimmten Schmelzpunkt, ergibt braune Singlett, 7-OCHs), 5,63 p p m (1H, Singlett, 6-CH), 3,72-
Verfarbung und Zersetzung bei etwa 170 °C; 431 p pm(2H, Quartett, J=18 Hz, 2-CH2), 4,40-4,95 (2H, Quar-
3.leicht l6slich in Wasser, schwach loslich in Methanol, tett, [=14 Hz, 3-Seitenkette CH>) erhalten. Es wird a-Aminoadi-
aber unldslich in anderen organischen Losungsmitteln; pinsdure bei der Sdurehydrolyse erhalten; und weiter auf

4.amphoteres Material mit positiver Ninhydrinreaktion; 25 Grund der Tatsache, dass die Absorption bei 3,19 pp m 3H,
5.ergibt das in Fig. 5 dargestellte Ultraviolett-Absorptions-  Singlett, Thiadiazol C-CHs) in dem kernmagnetischen Reson-

spektrum, wenn in einer 1/100 M Phosphat-Pufferldsung mit anzspektrum erhalten wird und auch 2-Mercapto-5-methyl-
einem pH von 6,4 gemessen wird, wobei das Absorptionsmaxi-  1,34-thiadiazol durch milde Hydrolyse erhalten wird, wird der
mum bei 272 mp liegt; Verbindung die vorstehend erlduterte Struktur zuerkannt, in

6. es wird das in Fig. 6 dargestellte Infrarot-Absorptions- 30 die das heterocyclische Thiol eingefiihrt wurde.
spektrum erhalten, wenn als Kaliumbromid-Tablette gemessen
wurde, mit Absorptionen bei 3420 cm~1,2930 cm~, 1765 cm™!,  IV.7+(5-Amino-5-carboxyvaleramido)-7-methoxy-3-(1,3,4-thia-

1610cm~1,1515 cm~'und 1385 cm™'; diazol-2-yl)thiomethyl-A 3-cephem-4-carbonséure.
35
ocH
3 s
HOOC~CH-CH,,CH,CH, CONH — Ne—N
L N _—CH; s/”\ J
0 -
CO0H
Additionsverbindung: jedochin anderen orgamschen Losungsmltteln unloslich;
2-Mercapto-1,34-thiadiazol; 5o 4.amphoteres Material mit positiver Ninhydrin-Reaktion;

5.ergibt das in Fig. 7 dargestellte Ultraviolett-Absorptions-
N—0UN spektrum bei Messung in einer 1:100 M Phosphat-Pufferlésung
mit einem pH-Wert von 6,4, Absorptionsmaximum bei 274 my;
S ” ) 6. es wird das in Fig. 8 dargestellte Infrarot-Absorptions-
s5 spektrum erhalten, wenn mit der Kaliumbromid-Tablette
gemessen wurde, wobei die Absorptionen bei 3400 cm™,
2925 cm~!,1765 cm™1,1610 cm=!, 1515 cm~!und 1365 cm™! lie-

Die physikalischen und chemischen Eigenschaften der her-  gen;

gestellten Verbindung IV der Formel A 7.das kernmagnetische Resonanzspektrum, gemessen
. g0 unter Verwendung von TMS als externem Standard in schwe-
R 2 - }‘\;-‘“ tt\l? rem Wasser, ergibt die folgenden Signale:
) -’\S/‘ ) M= H) S-Wert (p pm):
: 2,30 (4H, Multiplett), 2,93 (2H, Multiplett), 3,69-4,29 (2H, Quar-
sind die folgenden: tett, J=18 Hz), 3,97 (3H, Singlett), 4,26 (1H, Multiplett), 4,45-4,99
1.leicht gelbweisses Pulver; 65 (2H, Quartett, J=14 Hz), 5,56 (1H, Singlett), 9,85 (1H, Singlett);
2.sie zeigt keinen bestimmten Schmelzpunkt, jedoch erfol- 8.das derzeit im reinsten Zustand erhaltene Produkt besitzt
gen Braunverfirbung und Zersetzung bei etwa 175-180 °C; die folgenden elementar-analytischen Werte:

3.leicht I8slich in Wasser, schwach l6slich in Methanol, C:37,53%, H:4,36:,N:12,77%, S: 16,42%;
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9. es wird a-Aminoadipinséure bei der Hydrolyse mit6 n "~ Dann wurden die Verbindungen unter Verwendung einer
Chlorwasserstoffsiure erhalten. Es wird auch 2-Mercapto-1,34-  Hitachi 635 Hochgeschwindigkeits-Fliissigkeitschromatogra-
thiadiazol bei der Hydrolyse in Methanol mit Dowex 50 W phie-Apparatur analysiert und dadurch folgende Resultate
(H-Typ) erhalten. erzielt:

Beriicksichtigt man alle Ergebnisse, so ergibt sich,dassdie 5  Saule:3 x 500 mm Séule aus rostfreiem Stahl
Verbindung eine 7-Methoxycephalosporin-Verbindung ist, Kunstharz: Hitachi 2610 (kationisches Austauschharz)
denn die Verbindung ergibt im Infrarot-Absorptionsspektrum Entwicklungslosungsmittelsystem: 0,2 M Citratpufferls-
eine Absorption bei 1765 cm~!, und es werden die Signale bei sung (pH 3,6).

3,97 p pm(3H, Singlett, 7-OCH3), 5,56 p p m (1H, Singlett, Fliessgeschwindigkeit: 0,6 ml/min.

6-CH), 3,69-4,29 p p m (2H, Quartett, =18 Hz,2-CHz), 445-499 10 Schreibtrigergeschwindigkeit: 1,0 cm/min.

(2H, Quartett, ]=14 Hz, 3-Seitenkette CH:) erhalten. a-Amino-

adipinsiure wird durch Séurehydrolyse erhalten. Aus den Tat- Retentionszeit
sachen, dass die Absorption bei 9,85 p p m (1H, Singlett, Thiazol
CH) im kernmagnetischen Resonanzspektrum vorhanden ist

und 2-Mercapto-1,3,4-thiadiazol bei milder Hydrolyse erhalten 15
wird, ist der Verbindung die zuvor genannte Struktur zugeord-

Hergestellte Verbindung I 5min33s
hergestellte Verbindung II 6min00s
hergestellte Verbindung II1 9min35s

net worden, in die das heterocyclische Thiol eingefiihrt worden ?—?\sljgflizig?créglgalsporin C ‘g ﬁﬁﬁ (l)g 2

ist. . .
Nachfolgend werden die Ergebnisse von verschiedenen gegl;g;ug:;n c g zig ig :

chromatographischen Analysen und Papierelektrophoreti- 2 v G197.D2 3mind2s

schen Untersuchungen der hergestellten Verbindungen [, I1, III
und [V angegeben.

Die erhaltenen Rf-Werte dieser Verbindung in der Diinn-
schichtchromatographie unter Verwendung mikrokristalliner
Cellulose (Avicel SF) sind in der folgenden Tabelle wiedergege- 25

Nachstehend werden weitere Ergebnisse von Analysen
unter Verwendung der vorstehend erlduterten Apparatur, die
unter folgenden Bedingungen erhalten wurden, in der Tabelle
angegeben:

ben: Séule: u Bondapa Cis (Hersteller: Waters Ltd.) 4 x 300 mm.

! 2 3 Entwicklungslosungsmittel-System: Acetonitril: 0,1 % Essig-
saurelosung (pH 3,3) (1 : 9 im Volumenverhiltnis).

Hergestellte Verbindung I 0,39 0,37 0,32 Fliessgeschwindigkeit: 0,8 ml/min.

hergestellte Verbindung II 0,39 0,34 0,31 ® Schreibtragergeschwindigkeit: 1,0 cm/min.

hergestellte Verbindung I11 043 043 0,40 )

hergestellte Verbindung IV 0,39 0,38 0,33 Retentionszeit

Cephalosporin C 037 0,36 031 . .

7-Methoxycephalosporin C 04 036 032 ﬁer geSteﬁte Xe’g“g‘mg %1 3min14s

Cephamycin C 0,37 0,36 0,31 35 hergestellte Verbindung 1min 525

Y-G19Z.D3 0.26 0.26 0.22 hergestellte Verb§ndung I 2min55s

Y-G19Z.D2 0’39 0’32 0’2 6 hergestellte Verbindung IV 1min56s

Die durch Hochspannungs-Papierelektrophorese erhalte-
40 nen Ergebnisse sind die folgenden:
Filterpapier: Wattman Nr. 1 )
Entwicklungslosemittel: 10 %ige Essigsdure (pH 2,2).
Spannung: 42 Volt/cm.
Laufzeit: 1 Stunde.

Verwendetes Entwicklungslosemittelsystem (Volumenverhélt-
nis): -

1. Isopropanol : n-Butanol : Essigsaure : Wasser (21:3:7:9).

2.n-Butanol : Essigsdure : Wasser (4:1:2).

3.n-Butanol : Essigsdure : Wasser (6:1,5:2,5).

Die Kontrollprobe, Cephamycin C, ist 7{5-Amino-5-carbo- Migrationsentfer-
xyvaleramido)-3-carbomoyloxymethyl-7-methoxy-A 3-cephem- “ nung
4-carbonséure.

Die Verbindungen Y-G19Z D3 und Y-G19Z.D2, dieinden  Horgestele Ferbindung | “3oem
vorstehenden Vergleichsuntersuchungen verwendet wurden, herges tellte Verbin dung 1 _ 3,6 om
sind neue 7-Methoxy-cephalosporin-Verbindungen, die zuvor soh erg estellte Verbin dung v _ 3’9 om
aus der Kulturfliissigkeit des Streptomyces oganonensis durch Cephalosporin C _ 3’5 cm
die gleichen Erfinder (vgl. Japanische Patentanmeldungen Nr. 7-1\51)9, thoxy-cephalosporin C _ 3’ 4em
109 753/74 und 146 593/'75) isoliert worden sind. Centatonsis & “3eem
Die Rf-Werte, die bei der Papierverteilungschromatogra- Y-g1gz-¥)3 _ 6,1 cm
phie unter Verwendung von Wattman Nr. 1 Filterpapierund  __§, ~19- 5o -61cm
einem Entwicklungsldsungsmittelsystem aus n-Bl_ltanol : Essig- Cysteinsaure _ 7: 5 cm
ls::lx::n..Wasser (4:1:2 im Volumenverhiltnis) bestimmt wurden, Glutathion -12cm
Dann wurde die antibakterielle Aktivitit der hergestellten
RE-Wert 0 Verbindungen I, IL, IIl und IV bestimmt. Die Ergebnisse sind in
der folgenden Tabelle zusammen mit jenen von Cephalosporin
Hergestellte Verbindung I 0,40 C als Vergleichssubstanz angegeben.
hergestellte Verbindung I1 0,39
Cephalosporin C 0,36 Herzinfusions-Agar ~ Plattenmethode
7-Methoxy-cephalosporin C 040 65 (verwendete 500 yg/ml-Losung)
Cephamycin C 0,35
Y-G19Z-D3 0,24 Die Zahlenwerte in der Tabelle geben den Durchmesser

Y-G19Z-D2 0,25 (mm) der Inhibitionszone an.
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Sarcina lutea ATCC 9341 0 0 0 0 14,0
Staphylococcus aureus 209 P 0 0 0 0 128
Bacillus subtilis ATCC 6633 0 0 0 0 23,1 s
Escherichia coli NIH] 192 187 142 130 104
Klebsiella pneumoniae 21,8 235 230 230 130
Salmonella gallinarum 240 252 235 251 235
Proteus vulgaris OX 19 26 202 200 210 17,5
Proteus mirabilis IMFOM-9 222 198 195 230 230
Bemerkung:

I: Verbindung I dieser Erfindung

II: Verbindung II dieser Erfindung
I1I: Verbindung I1I dieser Erfindung
IV: Verbindung IV dieser Erfindung
C: Cephalosporin C (Vergleich)

Jede der erfindungsgemiss hergestellten Verbindungen I,
1L, [Il und IV kann in verschiedenen Formen, einzeln oder in
Kombination mit anderen Medikamenten, verwendet werden.
Dies bedeutet, dass die Verbindungen dieser Erfindung oral,
durch intramuskulire Injektionen, durch intravendse Injektion
etc.in der Form von Kapseln, Tabletten, Pulver, Granulaten,
Lasungen und Suspensionen verabreicht werden kénnen. Ver-
schiedene Triger werden den Zubereitungen hinzugefiigt, zum
Beispiel Mannitol, Sukrose, Glukose, sterilisiertes destilliertes 25
Wasser, Salzlosung und ein vegetabiles Ol, wie Erdnussél,
Sesamol. Weiterhin kénnen andere Ingredientien, wie Stabilisa-
toren, Bindemittel, Antioxidantien, Konservierungsmittel, ein
Gleitmittel bei der Herstellung von Tabletten, Suspendiermit-
tel, Viskositatsmittel, Duftstoff usw., hinzugefiigt werden.

Als Salze der Verbindungen der Formel A werden die Salze
mit den im Patentanspruch 1 definierten Kationen M, die phar-
makologisch nichttoxisch oder brauchbar sind, verwendet. Die
Dosierung der Medikamente hangt hauptsachlich von dem
Zustand und dem Gewicht des Wirtes ab. Sie hiangt auch von
der Verabreichungsart ab, z. B. orale oder parenterale Ver-
abreichung. Im allgemeinen werden 50 mg/kg in einer Dosis
oder in einigen aufgeteilten Dosen pro Tag verabreicht.

Die Verbindungen A 1 dieser Erfindung besitzen ausge-
zeichnete antimikrobielle Aktivititen; diese werden fiir die
Prophylaxe und Behandlung von Erkrankungen bei Mensch
und Tier verwendet. Ferner kénnen sie auch in geeigneter
Weise als Zwischenprodukte zur Herstellung anderer effekti-
ver 7-Methoxycephalosporin-Derivate Verwendung finden. In
solchen Fallen wird es bevorzugt, die Verbindung der Formel
At als reines Produkt oder als ein hochkonzentriertes Rohpro-
dukt zu isolieren.

Besonders wenn die Substituentengruppe

20

30

35

40

45

50

H,N
20 N, _ -

HOOC~ CH-( CH2 ) 3 CONH
in der 7-Position der Verbindung der Formel A durch eine
andere Acylamidgruppe ersetzt wird, verschwinden die
amphoteren Eigenschaften und das so modifizierte saure Pro-
dukt wird zur Isolierung gut geeignet, und es wird in organi-
schen Losungsmitteln 16slich. Daher wird die Modifikation der
Verbindung der Formel A, wie vorstehend schon erlutert, fiir
die Anwendung in der industriellen Praxis bevorzugt.

Die In-vivo-Effekte der Verbindungen II, I sind nachste-
hend angegeben:

An 5 gesunde, mannliche Mause des ddY Stammes wurden
10¢ Zellen von E. coli NIH] intraperitoneal injiziert. Nach 2
Stunden wurde jede Probe subkutan verabreicht. Die Uberle-
bensprozentangaben nach 5 Tagen werden in der fogenden
Tabelle angegeben. Ahnliche Untersuchungen wurden mit 10°
Zellen von Proteus mirabilis 1287 ausgefiihrt.

55

65

632011
Die Kontrollgruppe bestand jedesmal aus 10 Mausen
E coli NIH]J Proteus mirabilis 1287 -
Dosis 3 1 05 0 3 1 05 0
(mg/Maus)
Probell 100 100 100 O 40 20 0 0
Probelll 80 80 40 0 100 20 20 O

Nachstehend werden die Beispiele dieser Erfindung im einzel-
nen verdeutlicht.

Beispiel 1

Herstellung von 7-(5-Amino-5-carboxyvaleramido)-3<(5-car-
boxy-methylthio-1,3,4-thiadiazol-2-yl) thiomethyl-7-methoxy-A
d*-cephem-4-carbonséure I:

Fin Kulturmedium, welches 1% Stirke, 1% Glukose, 1,5%
Sojabohnenmehl, 0,5% Hefeextrakt, 0,1% Dikaliumhydrogen-
phosphat, 0,05% Magnesiumsulfat und 0,3% Natriumchlorid ent-
hielt, wurde in eine 500 ml Sakaguchiflasche mit je 100 ml ein-
gefiillt und bei 120° C fiir 20 Minuten sterilisiert. Jede Flasche
wurde mit Streptomyces oganonensis Y-G19Z-Stamm beimpft
und 48 Stunden bei 30° C kultiviert.

In weiteren Ansitzen wurde das gleiche Kulturmedium in
2000 ml Sakaguchiflaschen mit je 400 ml gefiillt und bei 120° C
fiir 20 Minuten sterilisiert. Es wurde mit dem gleichen Stamm in
einer Konzentration von 2 - 3% beimpft und 24 Stunden bei 30°
C kultiviert, um eine Kultur zu erhalten.

Weiterhin wurden 60 Liter eines Kulturmediums, welches
7% Stirke, 2% Glutenmehl, 2% Sojabohnenmehl, 0,8% Glycerin,
0,1% Casaminosdure, 0,01% Ferrisulfat und 55 g Natriumhydro-
xid enthielt, jeweils in zwei 100 Liter Fermentoren zusammen
mit 10 ml Adecanol als Entschdumungsmittel eingefiillt. Es
wurde 30 Minuten bei 120° C sterilisiert. Jedes Medium wurde
mit 800 ml der Ziichtungskultur beimpft, und dann wurde 24
Stunden bei 30 °C kultiviert. In wisseriger Natriumhydroxidls-
sung wurde 5-Mercapto-1,34-thiadiazol-2-thioessigsdure aufge-
l6st, und die gebildete Lésung wurde bei hohem Druck sterili-
siert und zu jedem Fermentor bis zu 0,05% des Impfmaterials
zugegeben und dann wurde 90 Stunden kultiviert.

Nach vollstindiger Kultivierung wurde die Kulturbrithe auf
pH 2,0 eingestellt und dann mit Radiolite (als Filterhilfsmittel)
vermischt. Das Gemisch wurde unter Verwendung einer Filter-
presse filtriert. Die Filtrate wurden miteinander vereinigt, und
es wurden 100 Liter Filtratgemisch erhalten. Die Filtrate wur-
den auf pH 3,0 mit wisseriger Natriumhydroxidldsung einge-
stellt und durch eine 12 Liter Amberlite XAD-2 Siule gegeben.
Die Saule wurde mit 30 Liter Wasser gewaschen und mit 30
Liter wisserigem Aceton eluiert. Das Eluat wurde gesammelt
und eingeengt auf 5,5 Liter. Nach Entfernung der sich gebilde-
ten Verunreinigungen wurde Wasser zu dem Riickstand hinzu-
gefiigt,um 10 Liter Losung zu erhalten. Die so erhaltene
Losung wurde auf pH 3,5 mit verdiinnter wisseriger Chlorwas-
serstoffsdureldsung eingestellt und dann durch eine 3 Liter
Amberlite IRA-68 (Cl-Typ)-Siule gegeben. Nach Waschen der
Séule mit 6 Liter Wasser wurde mit wisseriger Lésung (pH 7,2),
die 1 M Natriumnitrat und 0,1 M Natriumacetat enthielt,
eluiert. Es wurden etwa 5 Liter Lésung mit antimikrobiellem
aktivem Material erhalten. Die Lésung wurde auf pH 3,0 einge-
stellt, durch eine ein Liter Amberlite XAD-2-S4ule gegeben,
und nach dem Waschen der Siule mit Wasser wurde die Siule
mit wisserigem 50%igem Aceton gewaschen. Es wurde etwa
400 ml wisserige Lésung mit antimikrobiellem aktivern Mate-
rial erhalten. Durch Lyopholisierung der Lésung wurde etwa
18 g Rohprodukt der hergestellten Verbindung I erhalten.
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Dann wurde 18 g des rohen Pulvers einer Saulenchromato-
graphie unter Verwendung von etwa 800 ml DEAE-Sephadex
A-25 (Essigsdure-Typ) unterworfen. Die Sdule war mit einer
kleinen Menge 0,5 M Ammoniumbromid-Essigsdurepufferlo-
sung gefiillt. Es wurde in die effektiven Komponenten fraktio-
niert. Die erhaltenen antimikrobiell aktiven Fraktionen wurden
gesammelt, durch eine 500 m! Amberlite XAD-2-S4ule gege-
ben, und nach dem Waschen der Siule mit Wasser wurde die
Séule mit einer wisserigen 25%igen Acetonldsung eluiert. Die
erhaltenen Eluate wurden zum Trocknen eingedampft.

Dann wurde ein Losungsmittelgemisch aus Isopropanol :
Wasser (7:3 Volumenverhiltnis) verwendet, um den erhaltenen
Riickstand des Produktes einer Siulenchromatographie unter
Verwendung von mikrokristalliner Cellulose (Avicel), prapa-

10

5

10

riert mit einem Losungsmittelgemisch der gleichen, vorstehend 15

angegebenen Zusammensetzung, zu unterwerfen. Die erhal-
tene antimikrobiell aktive Fraktion wurde tropfenférmig auf
eine Diinnschichtplatte aus Avicel SF aufgetragen, und mit
einem Gemisch aus Isopropanol : n-Butanol : Essigséure : Was-

ser (21:3:7:9 Volumenverhiltnis) entwickelt. Dann wurde Pyri- 20

dinlésung von 0,25% Ninhydrin aufgespriiht und anschliessend
erwirmt, um die Firbung zu entwickeln. Dann wurden die
Fraktionen mit einem Rf-Wert von 0,39 gesammelt, die Frak-
tion im Vakuum bei etwa 45-50 °C zur Trockne eingedampft.

Der erhaltene Riickstand wurde einer Sdulenchromatographie 25

mit mikrokristalliner Cellulose (Avicel) unterworfen. Die Fiil-
lung war mit einem Losungsmittelgemisch aus Isopropanol :

n-Butanol : Essigsiure : Wasser (21:3:7:9 Volumenverhiltnis)
prapariert. Die so erhaltene antimikrobiell aktive Fraktion

wurde dann einer Diinnschichtchromatographie mit Avicel SF 3

unter Verwendung des vorstehend genannten Losungsmittel-
gemisches unterworfen und unter gleicher Nachbehandlung
weiterverarbeitet. Die Fraktionen mit dem Rf-Wert 0,39 wur-
den gesammlt und im Vakuum zur Trockne eingedampft. Der
Produktriickstand wurde mit mikrokristalliner Celluloseséu-
lenchromatographie unter Verwendung eines Losungsmittel-
gemisches aus n-Butanol : Essigsdure : Wasser (6:1,5:2,5 im
Volumenverhiltnis) weitergereinigt. Die gereinigte aktive
Fraktion wurde zur Trockne eingedampft und dann in einer
kleinen Menge destilliertem Wasser aufgenommen. Die
Lésung wurde in einer Siule Sephadex G-10 unter Verwen-
dung von Wasser entwickelt. Die Fraktionen mit antimikrobiel-
ler Aktivitit wurden gesammelt und einer Diinnschichtchroma-
tographie, wie schon vorstehend erldutert, unter Verwendung

3

4

&

=3

eines Losungsmittelgemisches aus n-Butanol : Essigsidure : Was- 45

ser (6:1,5:2,5 im Volumenverhéltnis) unterworfen. Die Fraktio-
nen mit Rf-Werten 0,32 wurden gesammelt, eingeengt und dann
einer Lyophilisation unterworfen. Es wurden etwa 80 mg
weisse 7-(5-Amino-5-carboxy-valeramido)-3-(5-carboxymethyl-
thio-1,34-thiadiazol-2-yl)thiomethyl-7-methoxy-A 3-cephem-4-
carbonsiure erhalten.

Beispiel 2

Herstellung von 7-(5-Amino-5-carboxyvaleramido)-3-(1-me-
thyl-1H-tetrazol-5-yl)thiomethyl-7-methoxy-A *-cephem-4-car-
bonséure II:

Ein Kulturmedium, welches 1% Stirke, 1% Glukose, 1,5%
Sojabohnenmehl, 0,5% Hefeextrakt, 0,1 Dikaliumhydrogenphos
phat, 0,05% Magnesiumsulfat und 0,3% Natriumchlorid enthielt,
wurde in 500 ml Sakaguchi-Flaschen mit jeweils 100 ml gefiillt
und 20 Minuten bei 120 °C sterilisiert. Dann wurde jedes
Medium mit Streptomyces oganonensis Y-G197-Stamm
beimpft. Anschliessend wurde 48 Stunden bei 30 °C kultiviert.
Dann wurde das schon genannte Kulturmedium in zwei Liter

5

5.

6!

0

5

0-

Sakaguchiflaschen mit jeweils 400 ml eingefiillt. Nach dem Ste- &5

rilisieren fiir 20 Minuten bei 120 °C wurde jedes Medium mit
2-3%der vorstehend erhaltenen Kulturbriihe beimpft und
anschliessend weitere 24 Stunden bei 30 °C kultiviert, um einen

Impfansatz zu erhalten.

60 Liter eines Kulturmediums, welches 7% Stirke, 2% Glu-
tenmehl, 2% Sojabohnendl, 0,8% Glycerin, 0,1% Casaminosiure,
0,01% Ferrisulfat und 55 g Natriumhydroxid enthielt, wurde in
zwei Liter Fermentoren mit jeweils 10 ml Adecanol als Ent-
schaumungsmittel gefiillt. Nach dem Sterilisieren fiir 30 Minu-
ten bei 120 °C wurde jedes Medium mit 800 ml des vorstehend
hergestellten Impfansatzes versetzt, und anschliessend wurde
24 Stunden bei 30 °C kultiviert. Dann wurde 1-Methyl-5-mer-
capto-1H-tetrazol in wisseriger Natriumhydroxidlésung aufge-
16st. Die Losung wurde bei hohem Druck sterilisiert und zu der
Kulturbriihe hinzugefiigt, um deren Konzentration auf 0,05%
einzustellen. Das Gemisch wurde 90 Stunden weiter kultiviert.

Nach vollstindiger Kultivierung wurde die so gebildete
Kulturbriihe auf pH 2,0 eingestellt und dann mit Radiolite als
Hilfsmittel zum Filtrieren unter Rithren versetzt, das Gemisch
unter Verwendung einer Filterpresse filtriert. Die erhaltenen
Filtrate wurden vereinigt, und es wurden etwa 100 Liter Filtrat-
gemisch erhalten.

Das Filtrat wurde auf pH 3,0 mit wisseriger Natriumhydro-
xidlosung eingestellt, durch eine 12 Liter Amberlite XAD-2-
Séule gegeben, und nach dem Waschen der Siule mit 30 Liter
Wasser wurde die Séule mit 30 Liter einer wisserigen 50%igen
Acetonlsung eluiert. Das Eluat wurde auf 5,5 Liter eingeengt,
und das Konzentrat wurde auf pH 3,5 mit verdiinnter wisseri-
ger Chlorwasserstoffsiureldsung eingestellt und durch eine
Dreiliter Amberlite IRA-68 (C1-Typ)-Siule geleitet. Die Siule
wurde mit 6 Liter Wasser gewaschen und mit einer wisserigen
Loésung (pH 7,2), die 1 M Natriumnitrat und 0,1 M Natriumace-
tat enthielt, fraktioniert. Es wurden etwa 5 Liter einer Losung,
die ein antimikrobiell aktives Material enthielt, erhalten. Die
Lésung wurde auf pH 3,0 eingestellt, durch eine Einliter Amber-
lite XAD-2-Séule gegeben, mit Wasser gewaschen und mit
einer wisserigen Losung von 50%igem Aceton eluiert. Es
wurde etwa 400 ml wiisserige Lésung, die das antimikrobiell
aktive Material enthielt, gewonnen. Durch Lyophilisierung der
Losung wurde etwa 54 g des rohen Pulvers der hergestellten
Verbindung Il erhalten. Das rohe Pulver wurde einer Siulen-
chromatographie mit etwa 800 ml DEAE Sephadex A-25
(Essigsdure-Typ), gefiillt mit einer kleinen Menge 0,5 M Ammo-
niumbromid-Essigsaurepufferlésung, unterworfen, um die akti-
ven Komponenten zu fraktionieren. Die antimikrobiell aktiven
Komponenten wurden gesammelt, durch eine 500 ml Amber-
lite XAD-2-S4ule gegeben. Die Siule wurde mit Wasser gewa-
schen und mit einer wisserigen Losung von 25%igem Aceton
eluiert. Die antimikrobiell aktiven Fraktionen wurden gesam-
melt und dann im Vakuum zur Trockne eingedampft.

Der gebildete Riickstand wurde der Saulenchromatogra-
phie unter Verwendung von mikrokristalliner Cellulose (Avi-
cel) unterworfen, gefiillt mit einem Lésungsmittelgemisch aus
Isopropanol: Wasser (7:3 Volumenverhéltnis) unter Verwen-
dung des Lésungsmittelgemisches mit der vorstehend angege-
benen Zusammensetzung. Die erhaltene antimikrobiell aktive
Fraktion wurde gesammelt, tropfenférmig auf eine Diinn-
schichtplatte aus Avicel SF aufgetragen, mit einem Losungs-
mittelgemisch aus n-Butanol : Essigsdure : Wasser (6:1,5:2,5
Volumenverhaltnis) entwickelt und eine Lésung von 0,25% Nin-
hydrin in Pyridin wurde aufgespriiht, und anschliessend wurde
durch Erwirmen die Anfirbung entwickelt. Dann wurden die
Fraktionen mit dem Rf-Wert 0,31 gesammelt. Die Fraktionen
wurden unter vermindertem Druck eingeengt und getrocknet.
Der gebildete Riickstand wurde einer Siulenchromatographie
mit mikrokristalliner Cellulose (Avicel) unterworfen. Die Fiil-
lung war mit einem Lésungsmittelgemisch aus Isopropanol :
n-Butanol : Essigsdure : Wasser (21:3:7:9 Volumenverhiltnis)
pripariert. Die erhaltenen antimikrobiell aktiven Fraktionen
wurden einer Diinnschichtchromatographie mit Avicel SF mit
dem Lésungsmitelgemisch mit der zuvor genannten gleichen
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Zusammensetzung unterworfen, wobei die gleiche Prozedur, auf pH 3,0 eingestellt und durch eine Einliter-Amberlite XAD-2-
wie vorstehend angegeben, angewendet wurde. Die Fraktionen Siule gegeben. Nach dem Waschen der Saule mit Wasser
mit dem Rf-Wert 0,39 wurden gesammelt und im Vakuumzur ~ wurde die Séule mit einer wésserigen Losung von 50%igem

Trockne eingedampft. Aceton eluiert. Es wurde etwa 400 ml wisserige Losung, die das
Der so gebildete Riickstand wurde einer mikrokristallinen 5 antimikrobiell aktive Material enthielt, gewonnen. Das Produkt

Cellulosesdulenchromatographie unter Verwendung eines wurde lyophilisiert.

Losungsmittelgemisches aus n-Butanol : Essigsdure : Wasser Unter Verwendung eines Losungsmittelgemisches aus

(6:1,5:2,5 Volumenverhéltnis) unterworfen, um die effektive n-Butanol:Essigsidure:Wasser (4:1:2 Volumenverhaltnis) wurde

Komponente zu reinigen. Die so gereinigte aktive Fraktion der gebildete Riickstand einer Saulenchromatographie unter-

wurde im Vakuum zur Trockne eingedampft, in einer kleinen 10 worfen unter Verwendung mikrokristalliner Cellulose (Avicel),
Menge destilliertem Wasser aufgeldst und in einer Sephedex G gefiillt mit dem Losungsmittelgemisch der vorstehend angege-
10-Sdule unter Verwendung von destilliertem Wasser entwik-  benen gleichen Zusammensetzung. Dann wurden die erhalte-
kelt. Die Fraktionen mit antimikrobieller Aktivitit wurden nen antimikrobiell aktiven Fraktionen fraktioniert und tropfen-
gesammelt und einer Diinnschichtchromatographie unter Ver-  formig auf eine Diinnschichtplatte von Avicel SF aufgetragen
wendung eines Losungsmittelgemisches aus n-Butanol : Essig- 15 und mit einem Losungsmittelgemisch Isopropanol : n-Butanol :
sdure : Wasser (6:1,5:2,5 Volumenverhéltnis), wie vorstehend Essigsiure : Wasser (21:3:7:9 im Volumenverhiltnis) entwik-
angegeben, unterworfen. Dann wurden die Fraktionen mitdem  kelt. Eine Pyridinlosung von 0,25% Ninhydrin wurde iiberge-
Rf-Wert 0,31 gesammelt, konzentriert und dann lyophilisiert. Es ~ spritht und unter Erwarmen die Anfirbung entwickelt. Die
wurde etwa 60 mg weisses 7{5-Amino-5-carboxyvaleramido)-3- Fraktionen mit dem Rf-Wert 0,43 wurden gesammelt und im
(1-methyl-1H-tetrazol-5-yl)thiomethyl-7-methoxy-A 3-cephem-4- 20 Vakuum zur Trockne bei 45-50 °C gebracht. Der erhaltene

carbonséure erhalten. Riickstand wurde der Sdulenchromatographie mit mikrokri-
stalliner Cellulose (Avicel) unterworfen. Die Sdule war prépa-
Beispiel 3 riert mit einem Loésungsmittelgemisch aus Acetonitril : Wasser
Herstellung von 7<(5-Ami o-5-carboxyvaleramido)-7-me- (7:3 Volumenverhiltnis). Die erhaltene antimikrobiell aktive
thoxy-3-(5-methyl-1,3,4-thiadiazol-2-yl)thiomethyl-A 3-cephem-4- 25 Fraktion wurde einer Diinnschichtchromatographie mit Avicel
carbonsgure III: SF, wie bei der vorstehenden Prozedur unterworfen. Dann wur-
Ein Kulturmedium, welches 1% Stirke, 1% Glukose, 1,5% den die Fraktionen mit dem Rf-Wert 0,43 gesammelt und zur
Sojabohnenmehl, 0,5% Hefeextrakt, 0,1% Dikaliumhydrogen- Trockne eingedampft. Es wurde 0,78 g rohes Pulver erhalten.
phosphat, 0,05% Magnesiumsulfat und 0,3% Natriumchiorid ent- Das Pulver wurde in einer kleinen Menge destilliertem
hielt, wurde in 500 ml Sakaguchiflaschen mit je 10 ml gefiillt 3 Wasser aufgeldst und in einer Sdule aus Sephadex G 10 unter
und 20 Minuten bei 120 °C sterilisiert. Jedes Medium wurde Verwendung von destilliertem Wasser entwickelt. Die antimi-
dann mit Streptomyces oganonensis Y-G19Z Stamm beimpft ~ krobiell aktiven Fraktionen wurden fraktioniert und einer
und 48 Stunden bei 30 °Ckultiviert. Ein weiteres Kulturme- Diinnschichtchromatographie unter Verwendung eines

dium, wie vorstehend beschrieben, wurde in Zweiliter-Sakagu-  Losungsmittelgemisches aus n-Butanol : Essigsdure : Wasser
chiflaschen mit je 400 ml gefiillt und 20 Minuten bei 120 °C ste- 35 (4:1:2 Volumenverhaltnis), wie vorstehend angegeben, unter-
rilisiert. Jedes Medium wurde mit der vorstehend kultivierten worfen. Die Fraktionen mit dem Rf-Wert 0,43 wurden gesam-
. Briihe mit einer 2-3%igen Konzentration beimpft und dann 24 melt, eingeengt und lyophilisiert. Es wurden 82 mg weisse 7-(5-
Stunden bei 30 °C kultiviert, wodurch eine Animpfkultur erhal-  Amino-5-carboxyvaleramido)-7-methoxy-3-(5-methyl-1,3,4-thia-
ten wurde. diazel-2-yl)}-thiomethyl-A 3-cephem-4-carbonsiure erhalten.
Separat wurden je 60 Liter des Kulturmediums, das 7% 40
Stirke, 2% Glutenmehl, 2% Sojabohnenmehi, 0,8% Glycerin, Beispiel 4
0,1% Casaminséure, 0,01% Ferrisulfat und 55 g Natriumhydro- Durch Anwendung des gleichen Verfahrens, wie im Bei-
xid enthielt, in zwei 100 Liter Fermentoren zusammen mit 10 m!  spiel 1 angegeben, jedoch unter Verwendung einer Lsung von
Adecanol als Entschiumungsmittel gefiilt. Es wurde 30 Minu-  bis (5-Carboxymethylthio-1,3,4-thiadiazol-2-yl)disulfid, herge-
ten bei 120 °C sterilisiert und mit 800 ml der Animpfungskultur 45 stellt durch Auflésen des Disulfids in wasserhaltigem Methanol
beimpft. Es wurde 24 Stunden bei 30 °Ckultiviert. Dann wurde  und Sterilisation durch Filtration mittels Milliporefilter in die-
2-Mercapto-5-methyl-1,34-thiadiazol in wésseriger Natriumhy-  sem Beispiel anstelle der Losung von5-Mercapto-1,34-thiadia-
droxidlosung gelost und unter hohem Druck sterilisiertundzu ~ zol-2-thioessigsédure, hergestellt in Wasser unter Verwendung

der Kulturbriihe hinzugegeben, so dass die Konzentration wisseriger Natriumhydroxidlosung und Sterilisation bei

davon 0,05% in der Briihe betrug, worauf 90 Stunden weiter kul- so hohem Druck, wurde 23 g Rohpulver der hergestellten Verbin-

tiviert wurde. dung I erhalten. Durch Reinigen des Produktes, wie im Beispiel
Nach beendeten Kultivierung wurde die Kulturbrithe auf 1 angegeben, wurde etwa 45 mg 7-(5-Amino-5-carboxyvalera-

pH 2,0 eingestellt und mit Radiolite als Filterhilfsmittel unter mido)-3-(5-carboxymethylthio-1,3,4-thiadiazol-2-yl)thiomethyl-7-

Rithren vermischt. Das Gemisch wurde unter Verwendung methoxy-A 3-cephem-4-carbonsiure (hergestellte Verbindung I)

einer Filterpresse filtriert und die Filtrate wurden vereinigt und s5 erhalten.
ergeben etwa 300 Liter Filtratgemisch.

Das Filtrat wurde auf pH 3,0 eingestellt durch Zugabe von ~ Beispiel 5
wiisseriger Natriumhydroxidldsung und dann durch eine 12 Durch Anwendung des gleichen Verfahrens, wie im Bei-
Liter Amberlite XAD-2-Séiule gegeben. Die Siule wurde mit30  spiel 2 angegeben, jedoch unter Verwendung einer Losung von
Liter Wasser gewaschen. Es wurde mit 30 Liter wisserigem o bis(1-Methyl-1H-tetrazol-5-yl)disulfid, hergestellt durch Auflo-
50%igem Aceton eluiert. Das Eluat wurde auf 5,5 Liter ein- sen des Disulfids in Wasser enthaltendem Methanol und Sterili-
geengt, und das Konzentrat wurde auf pH 3,5 mit verdiinnter sation durch Filtration mittels Milliporefilter in diesem Beispiel
wisseriger Chlorwasserstoffsiureldsung eingestelltund durch  anstelle einer Losung von 1-Methyl-5-mercapto-1H-tetrazol,
eine 3 Liter Amberlite IRA-68 (cl-Typ)Séule gegeben. Die Séule. hergestellt durch Auflésen des Tetrazols in Wasser unter Ver-
wurde mit 6 Liter Wasser gewaschen. Es wurde mit einer wiis- ¢s wendung einer wisserigen Natriumhydroxidlosung und Sterili-
serigen Losung (pH 7,2), die { M Natriumnitrat und 0,1 M sation bei hohem Druck, wurde etwa 26 g des rohen Pulvers der
Natriumacetat enthielt, eluiert. Es wurden etwa 5 Liter eines hergestellten Verbindung II erhalten. Durch Reinigen des Pro-
antimikrobiell aktiven Materials erhalten. Die Losung wurde duktes, wie im Beispiel 2 angegeben, wurde etwa 37 mg 7-(5-
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Amino-5-carboxyvaleramido)-3-(1-methyl-1 H-tetrazol-5-yl)-thio-

methyl-7-methoxy-A 3-cephem-4-carbonsiure (hergestellte Ver-
bindung II) erhalten.

Beispiel 6

12

aus n-Butanol : Essigsdure : Wasser (4:1:2 Volumenverhéltnis)

wurde der gebildete Riickstand einer Siulenchromatographie

unterworfen unter Verwendung mikrokristalliner Cellulose

(Avicel) und mit dem Losungsmittelgemisch der gleichen vor-
5 stehenden Zusammensetzung pripariert. Die antimikrobiell

Durch Anwenden des gleichen Verfahrens wie im Beispiel 3  aktiven Fraktionen wurden fraktioniert, tropfenformig auf eine

angegeben, wurde durch Einsetzen einer Losung von bis (5-Me-

thyl-1,34-thiadiazol-2-yl)disulfid, hergestellt durch Auflésen des
Disulfids in wasserhaltigem Methanol, und Sterilistion durch
Filtration mittels Milliparfilter in diesem Beispiel anstelle der
Loésung von 2-Mercapto-5-methyl-1,3,4-thiadiazol, hergestellt in
Wasser unter Verwendung einer wisserigen Natriumhydroxid-
losung und Sterilisation bei hohem Druck, etwa 19 g rohes Pul-
ver der hergestellten Verbindung III erhalten. Durch Reinigen

Diinnschichtplatte aus Avicel gebracht, entwickelt unter Ver-
wendung eines Losungsmittelgemischs aus Isopropanol :
n-butanol : Essigsidure : Wasser (21:3:7:9 im Volumenverhalt-

10 pis). Dann wurde eine Pyridinlosung von 0,25% Ninhydrin auf-

gespriiht und durch Erwirmen die Anfarbung entwickelt.

Hierauf wurden die Fraktionen mit dem Rf-Wert 0,39 gesam-
melt und im Vakuum bei 45-50 °C zur Trockne eingedampft.
Der Produktriickstand wurde einer Sdulenchromatographie

des Produktes, wie im Beispiel 3 angegeben, wurde etwa 50 mg 15 mit mikrokristalliner Cellulose (Avicel) unterworfen und mit

7-(5-Amino-5-carboxyvaleramido)-7-methoxy-3-(5-methyl-1,34-
thiadiazol-2-yl)thiomethyl-A 3-cephem-4-carbonséure (herge-
stellte Verbindung III) erhalten.

Beispiel 7

Herstellung von 7-(5-Amino-5-5-carboxyvaleramido)-7-me-
thoxy-3<1,34-thiadiazol-2-yl)thiomethyl-A *-cephem-4-carbon-
saure IV.

Ein Kulturmedium, welches 1% Stiirke, 1% Glukose, 1,5%
Sojabohnenmehl, 0,5% Hefeextrakt, 0,1% Dikaliumhydrogen-

phosphat, 0,05% Magnesiumsulfat und 0,3% Natriumchlorid ent-

hielt, wurde in 500 ml Sakaguchiflaschen mit je 100 mi gefiillt,
20 Minuten bei 120 °C sterilisiert und mit dem Streptomyces
oganonensis Y-G19Z-Stamm beimpft. Anschliessend wurde 48
Stunden bei 30 °C kultiviert. Ein weiteres vorstehendes Kultur-
medium wurde in Zweiliter-Sakaguchiflaschen mit jeweils
400 ml gefiillt und 20 Minuten bei 120 °C sterilisiert. Dann
wurde mit 2-3% der Kulturbriihe, die geméss dem vorstehen-
den Verfahren hergestellt wurde, angeimpft. Es wurde 24 Stun-
den bei 30 °C kultiviert, um eine Animpfkultur zu erhalten.
Separat wurden 60 Liter eines Kulturmediums, das 7%
Stirke, 2% Glutenmehl, 2% Sojabohnenmehl, 0,8% Glycerin,
0,1% Casaminosiure, 0,01% Ferrisulfat und 55 g Natriumhydro-
xid in zwei 100 Liter Fermentoren, zusammen mit 10 ml Adeca-
nol als Entschdumungsmittel gefiillt und 30 Minuten bei 120 °C
sterilisiert. Dann wurde mit 800 ml der Animpfkultur beimpft.
Es wurde 24 Stunden bei 30 °C kultiviert. Dann wurde eine
Lésung von 2-Mercapto-1,34-thiadiazol, hergestellt durch Auf-
losen des Thiadiazols in Wasser unter Verwendung einer wis-
serigen Natriumhydroxidlosung und Sterilisation unter hohem
Druck, zu der Kulturbrithe hinzugefiigt, so dass die Konzentra-
tion des Thiadiazols 0,05% betrug. Der Ansatz wurde dann 90
Stunden weiter kultiviert.

einem Lésungsmittelgemisch aus Acetonitril : Wasser (7:3
Volumenverhiltnis) pripariert. Die antimikrobiell aktiven
Fraktionen wurden ebenfalls einer Diinnschichtchromatogra-
phie mit Avicel SF wie in dem vorstehenden Verfahren unter-

20 worfen. Die Fraktionen mit dem RF-Wert 0,39 wurden gesam-

melt, im Vakuum zur Trockne eingedampft. Es wurde 0,92 g
rohes Pulver erhalten.

Das rohe Pulver wurde in einer kleinen Menge destilliertem
Wasser aufgel6st und dann einer Saulenchromatographie unter

25 Verwendung von Amberlite CG-50 (H-Typ) mit destilliertem

Wasser unterworfen, und die antimikrobiell aktiven Fraktionen
wurden gesammelt, konzentriert und lyophilisiert. Der Riick-
stand wurde in einer kleinen Menge destilliertem Wasser aufge-
16st und in einer Sdule aus Sephedex G 10 unter Verwendung

30 von destilliertem Wasser entwickelt. Die antimikrobielle Akti-

vitit jeder Fraktion wurde gepriift. Die effektiven Fraktionen
wurden einer Diinnschichtchromatographie unter Verwen-

dung eines Gemisches aus n-Butanol:Essigsdure:Wasser (4:1:2
Volumenverhiltnis), wie vorstehend beschrieben, unterzogen.

35 Dann wurden die Fraktionen mit dem Rf-Wert 0,38 gesammelt,

konzentriert und lyophilisiert. Es wurden weisse
7-5-Amino-5-carboxyvaleramido)-7-methoxy-3<1,3,4-thiadiazol-
-2-yl)thiomethyl-A *-cephem-4-carbonséure erhalten.

40 Beispiel 8

a) Ein Kulturmedium, welches 1% Stérke, 1% Glukose, 1,5%
Sojabohnenmehl, 0,5% Hefeextrakt, 0,1% Dikaliumhydrogen-
phosphat, 0,05% Magnesiumsulfat und 0,3% Natriumchlorid
enthielt, wurde in 500-ml-Sakaguchiflaschen in einer Menge

45 von je 100 ml gefiillt. Jede Flasche wurde 20 Minuten bei 120 °C

sterilisiert. Jedes Medium wurde mit Streptomyces oganonen-
sis Y-G19Z-Stamm beimpft und 48 Stunden bei 30 °C kultiviert.
Das Kulturmedium wurde ausserdem in Zweiliter-Sakagu-

Nach vollstindiger Kultivierung wurde die Kulturbrithe auf ~ chiflaschen in einer Menge von jeweils 400 m! gefiillt und 20
pH 2,0 eingestellt und unter Rithren mit Radiolite als Filterhilfs- so Minuten bei 120 °C sterilisiert. Der Ansatz wurde mit 2-3% der

mittel versetzt. Das Gemisch wurde unter Verwendung einer

Kulturbriihe, die wie vorstehend hergestellt wurde, beimpft und

Filterpresse filtriert und die Filtrate wurden vereinigt, wodurch 24 Stunden bei 30 °Ckultiviert. Es wurde so eine Animpfkultur

etwa 100 Liter des Filtratgemischs erhalten wurden.
Das Filtrat wurde auf pH 3,0 eingestellt, durch eine 12 Liter

erhalten.
Separat wurden 60 Liter eines Kulturmediums, welches 7%

Amberlite XAD-2-Siule gegeben. Die Séule wurde mit 30 Liter ss Stirke, 2% Glutenmehl, 2% Sojabohnenmehl, 0,8% Glycerin,

Wasser gewaschen. Es wurde mit 30 Liter wiisseriger 50%iger
Acetonlosung eluiert. Die Eluate wurden bis auf 5,5 Liter ein-
geengt. Das Konzentrat wurde auf pH 3,5 eingestellt und durch
eine 3 Liter Amberlite IRA-68 (CL-Typ)-Siule gegeben. Die

0,1% Casaminosiéure, 0,01 % Ferrisulfat und 55 g Natriumhydro-
xid in zwei 100-Liter-Fermentoren zusammen mit je 10 ml Ade-
canol als Antischaummittel versetzt, sterilisiert wihrend 30
Minuten bei 120 °C. Es wurde mit 800 ml der Animpfkultur, die

Séule wurde mit 6 Liter Wasser gewaschen. Eluiert wurde mit ¢ gemass der vorstehenden Vorschrift hergestellt worden war,

einer wisserigen Losung (von pH 7,2), die t M Natriumnitrat
und 0,1 M Natriumacetat enthielt. Es wurden etwa 5 Liter einer
Losung, die antimikrobiell aktives Material enthielt, erhalten.
Die Losung wurde auf pH 3,0 eingestellt, durch eine Einliter-

beimpft. Es wurde 24 Stunden bei 30 °C kultiviert. Dann wurde
eine Losung von 5-Mercapto-1-methyl-1H-tetrazol, hergestellt
aus einer wisserigen Natriumhydroxidlésung und Sterilisation
bei hohem Druck, zu der Kulturbriihe so hinzugegeben, dass

Amberlite XAD-2-Séule gegeben und mit Wasser gewaschen. 5 die Konzentration des Tetrazols 0,05% betrug. Die Kultivie-

Es wurden etwa 400 ml wisserige Losung, die das antimikro-

biell aktive Material enthielt, gewonnen. Die Lésung wurde lyo-

philisiert. Unter Verwendung eines Lésungsmittelgemisches

rung wurde noch 90 Stunden ausgefiihrt.
Nachdem die Kultivierung vollstindig war, wurde die Kul-
turbriihe auf pH 2,0 eingestellt und mit Rad_iolite als Filterhilfs-
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mittel unter Rithren vermischt. Das Gemisch wurde mit einer einer Saulenchromatographie unterworfen. Es wurden hierzu
Filterpresse filtriert, und die erhaltenen Filtrate wurden ver- 800 ml DEAE Sephadex A-25 (Essigsdure-Typ) verwendet und
einigt. Es wurden 100 Liter Filtratgemisch mit einem Gehaltan  mit einer kleinen Menge 0,5 M Ammoniumbromid-Essigsdure-
100 meg/ml an 7-(5-Amino-5-carboxyvaleramido)-7-methoxy-3-  pufferlésung gefiillt. Es wurden die effektiven Fraktionen iso-

(1-methyl-1H-tetrazol-5-yl)thiomethyl-A 3-cephem-4-carbon- 5 liert. Die so gesammelten antimikrobiell aktiven Fraktionen
séure erhalten. wurden durch eine 500-ml-Amberlite-XAD-2-Siule gegeben.

b) Das Filtrat wurde auf pH 3,0 eingestellt und durch eine Die Saule wurde mit Wasser gewaschen und mit wisserigem
12-Liter-Amberlite-X AD-2-Siule gegeben. Die Sdule wurde mit ~ 25%igem Aceton eluiert. Das Eluat wurde dann im Vakuum zur
30 Liter Wasser gewaschen und mit 30 Liter wisserigem Trockene eingedampft. Das getrocknete Produkt wurde einer
50%igem Aceton eluiert, Das Eluat wurde bis auf 5,5 Liter ein- 10 Sdulenchromatographie mit einem Losungsmittelgemisch aus
geengt. Das Konzentrat wurde auf pH 7,5 unter Verwendung Isopropanol:Wasser (7:3 im Volumenverhiltnis) mittels mikro-
wisseriger Natriumhydroxidlésung eingestellt und die herge- kristalliner Cellulose (Avicel) unterworfen. Die Sdule war mit
stellte Verbindung isoliert. dem Lasungsmittelgemisch der vorstehend angegebenen

Zusammensetzung gefiillt. Die Fraktionen mit antimikrobieller
Beispiel 9 15 Aktivitit wurden tropfenférmig auf eine Diinnschichtplatte aus

Herstellung von 7{5-Amino-5-carboxyvaleramido)-3{1-me-  Avicel SF aufgetragen und mit einem Losungsmittelgemisch
thyl-1H-tetrazol-5-yl)thiomethyl-7-methoxy-A *-cephem-4-car- aus n-Butanol:Essigsdure:Wasser (6:1,5:2,5 im Volumenverhalt-

bonsiure. nis) entwickelt.

Ein Kulturmedium, welches 1% Stirke, 1% Glucose, 1,.5% Eine Pyridinlosung von 0,25% Ninhydrin wurde aufge-
Sojabohnenmehl, 0,5% Hefeextrakt, 0,1% Dikaliumhydrogen- 20 spriiht, und die Anfirbung wurde durch Erwéarmen entwickelt.
phosphat, 0,05% Magnesiumsulfat und 0,3% Natriumchlorid Die Fraktionen mit dem Rf-Wert 0,31 wurden gesammelt, im
enthielt, wurde in 500-ml-Sakaguchiflaschen in jeweils einer Vakuum bei 45-50 °C zur Trockene eingedampft und einer Séu-

Menge von 100 ml eingefiillt. Jedes Medium wurde 20 Minuten  lenchromatographie mit mikrokristalliner Cellulose (Avicel)
bei 120 °C sterilisiert. Das sterile Kulturmedium wurde mit dem  unterworfen. Die Séule enthielt ein Losungsmittelgemisch aus
Streptomyces oganonensis Y-G19Z-Stamm beimpft. Es wurde 25 Isopropanol:n-Butanol:Essigsdure:Wasser (21:3:7:9 im Volu-

48 Stunden bei 30 °Ckultiviert. Das vorstehend hergestellte menverhéltnis). Die antimikrobiell aktiven Fraktionen wurden
Kulturmedium wurde auch in 2-Liter-Sakaguchiflaschen in dann ausgewihlt und einer Diinnschichtchromatographie mit
einer Menge von jeweils 400 ml eingefiillt. Nach dem Sterilisie- ~ Avicel SF unterworfen. Hierbei wurde das gleiche vorstehende
ren des Mediums fiir 20 Minuten bei 120 °C wurde das Kultur- Verfahren angewendet. Die Fraktionen mit dem Rf-Wert 0,39
medium mit der im vorstehenden Verfahren erhaltenen Kultur- 30 wurden gesammelt und im Vakuum zur Trockene eingedampft.

briihe in einer Menge von 2-3% beimpft. Es wurde 24 Stunden Das getrocknete Produkt wurde in eine Chromatographie-
bei 30 °C kultiviert, um eine Animpfkultur zu erhalten. sdule mit mikrokristalliner Cellulose gegeben.

Separat wurden 60 Liter eines Kulturmediums, welches 7% Es wurde ein Losungsmittelgemisch aus n-Butanol:Essig-
Stirke, 2% Glutenmehl, 2% Sojabohnenmehl, 0,8% Glycerin, sdure:Wasser (6:1,5:2,5 im Volumenverhéltnis) verwendet, um

0,1% Casaminoséure, 0,01 % Ferrisulfat und 55 g Natriumhydro- 35 eine Reinigung der effektiven Komponente zu erzielen. Die
xid enthielt, in 200-Liter-Fermentoren zusammen mit je 10 ml gereinigten aktiven Fraktionen wurden durch Konzentration
Adecanol als Entschaumungsmittel eingefiillt. Jedes Kulturme- ~ getrocknet, in einer kleinen Menge destilliertem Wasser gelost
dium wurde fiir 30 Minuten bei 120 °C sterilisiert. Es wurde mit  und in einer Sdule mit Sephadex G 10 unter Verwendung von
800 ml der nach der vorstehenden Arbeitsweise hergestellten destilliertem Wasser entwickelt. Die antimikrobielle Aktivitit
Animpfkultur beimpft. Dann wurde zu jedem Fermentor eine 40 jeder Fraktion wurde gepriift, und die effektiven Fraktionen

Lésung von 1-Methyl-5-mercapto-1H-tetrazol, hergestellt wurden ausgewdhlt und einer Diinnschichtchromatographie
durch Auflésen in wiisseriger Natriumhydroxidlosung und Ste-  unterworfen, wie dies vorstehend erléutert wurde.

rilisieren unter hohem Druck, so dass der Gehalt 0,05% betrug. Es wurde ein Losungsmittelgemisch aus n-Butanol:Essig-
Dann wurde die Kulturbriihe 90 Stunden weiter kultiviert. sdure:Wasser (6:1,5:2,5 im Volumenverhiltnis) verwendet. Die

Nach beendeter Kultivierung wurde die Kulturbrithe auf pH 45 Fraktionen mit dem Rf-Wert 0,31 wurden gesammelt, konzen-
2,0 eingestellt und mit Radiolite als Filterhilfsmittel unter Rith-  triert und lyophilisiert. Es wurde etwa 60 mg weisse 7-(5-Amino-
ren vermischt. Das Gemisch wurde durch eine Filterpresse fil-  5-carboxyvaleramido)-3-(1-methyl-1H-tetrazol-5-yl)thiomethyl-
triert, und die Filtrate wurden zu etwa 100 Liter Filtratgemisch ~ 7-methoxy-A *-cephem-4-carbonséure erhalten.

vereinigt.
Das Gemisch wurde auf pH 3,0 durch die Zugabe von wis- s Beispiel 10
seriger Natriumhydroxidlosung eingestellt. Dann wurde es Herstellung von 7-(5-Amino-5-carboxyvaleramido)-7-me-

durch eine 12-Liter-Amberlite-X AD-2-Séule gegeben. Die Séule  thoxy-3-(5-methyl-1,3,4-thiadiazol-2-yl)thiomethyl-A 3-cephem-4-
wurde mit 30 Liter Wasser gewaschen. Es wurde mit 30 Liter carbonsdure.

wisserigem 50%igem Aceton eluiert. Das Eluat wurde bis auf Ein Kulturmedium, welches 1% Stérke, 1% Glukose, 1,5%
5,5 Liter eingeengt. Das Konzentrat wurde auf pH 3,5 mit ver- 55 Sojabohnenmehl, 0,5% Hefeextrakt, 0,1% Dikaliumhydrogen-
diinnter wisseriger Chlorwasserstoffsdurelosung eingestellt phosphat, 0,05% Magnesiumsulfat und 0,3% Natriumchlorid

und durch eine 3-Liter-Amberlite-IRA-68(Cl-Typ)-Sdule gege-  enthielt, wurde in 500-m}-Sakaguchifiaschen in einer Menge von
ben. Die Saule wurde mit 6 Liter Wasser gewaschen und mit jeweils 100 ml eingefllt. Jedes Medium wurde 20 Minuten bei
wisseriger Losung (pH 7,2), die 1 n Natriumnitrat und 0,1 M 120 °C sterilisiert. Das Kulturmedium wurde dann mit dem

Natriumacetat enthielt, eluiert. Es wurden etwa 5 Liter Losung, g Streptomyces oganonensis Y-G19Z-Stamm beimpft. Anschlies-

die ein antimikrobiell aktives Material enthielt, gewonnen. Die  send wurde 48 Stunden bei 30 °C kultiviert.

Losung wurde auf pH 3,0 eingestellt, und sie wurde durch eine Das vorstehende Kulturmedium wurde in 2-Liter-Sakagu-

1-Liter-Amberlite-X AD-2-Siule gegeben. Die Siule wurde mit  chiflaschen in einer Menge von jeweils 400 ml eingefiillt und 20

Wasser gewaschen. Es wurde mit wésserigem 50%igem Aceton Minuten bei 120 °C sterilisiert.

eluiert. g5 Dannwurde mit 2-3% Kulturbriihe, geméss dem vorstehen-
Es wurde etwa 400 ml wisserige Losung mit antimikrobiell ~ den Verfahren erhalten, angeimpft. Es wurde 24 Stunden bei

aktivem Material erhalten, welches lyophilisiert wurde. Es wur- 30 °Ckultiviert,um eine Animpfkultur zu erhalten.

den etwa 54 g rohes Pulver erhalten. Das rohe Pulver wurde Separat wurden 60 Liter eines Kulturmediums, welches 7%
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Stirke, 2% Glutenmehl, 2% Sojabohnenmehl, 0,8% Glycerin,
0,1% Casaminosiure, 0,01% Ferrisulfat und 55 g Natriumhydro-
xid enthielt, in 200-Liter-Fermentoren zusammen mit 10 ml
Adecanol gefiillt und 30 Minuten bei 120 °C sterilisiert. Dann
wurde mit 800 ml Animpfkultur, hergestellt nach dem vorste-
henden Verfahren, geimpft. Es wurde 24 Stunden bei 30 °C kul-
tiviert. In jeden Fermentor wurde eine Losung von 2-Mercapto-
5-methyl-1,34-thiadiazol, hergestellt mit wisseriger Natriumhy-
droxidlésung und Sterilisieren bei hohem Druck, hinzugegeben,
so dass ihr Gehalt 0,05% der Kulturbriihe betrug. Die Kultivie-
rung wurde 90 Stunden fortgesetzt.

Nach vollstindiger Kultivierung wurde die Kulturbriihe auf
pH 2,0 eingestellt. Radiolite wurde als Filterhilfsmittel unter
Rithren zugesetzt. Das Gemisch wurde unter Verwendung
einer Filterpresse filtriert. Die Filtrate wurden vereinigt und
ergaben etwa 100 Liter Filtratgemisch,

Das Filtrat wurde auf pH 3,0 durch die Zugabe von wisseri-
ger Natriumhydroxidlosung eingestellt. Die Lésung wurde
durch eine 12-Liter-Amberlite- X AD-2-Siule gegeben. Die Siule
wurde mit 30 Liter Wasser gewaschen und mit 30 Liter wisseri-
gem 50%igem Aceton eluiert. Das Eluat wird konzentriert bis
zu 5,5 Liter, auf pH 3,5 mit verdiinnter wisseriger Chlorwasser-
stoffsdurelosung eingestellt und in eine 3-Liter-Amberlite-IRA-
68{Cl-Typ)Séule gefiillt. Die Sdule wurde mit 6 Liter Wasser
gewaschen und mit einer wisserigen Losung (pH 7,2), die 1 M
Natriumnitrat und 0,1 M Natriumacetat enthielt, eluiert. Es
wurden etwa 5 Liter einer Losung, die antimikrobiell aktives
Material enthielt, gewonnen. Die so erhaltene Lésung wurde
auf pH 3,0 eingestellt und in eine 1-Liter-Amberlite-XAD-2-
Saule eingefiillt. Die Séule wurde mit 50%igem wiisserigem
Aceton eluiert. Es wurden etwa 400 ml wisserige Losung, die
das antimikrobielle Material enthielt, gewonnen. Die Losung
wurde lyophilisiert. Das Produkt wurde einer Saulenchromato-
graphie mit einem Losungsmittelgemisch aus n-Butanol:Essig-
sdure:Wasser (4:1:2 im Volumenverhéltnis) unter Verwendung
von mikrokristalliner Cellulose (Avicel) und einer Fiillung mit
dem gleichen Losungsmittelgemisch, wie vorstehend angege-
ben, unterworfen. Die erhaltenen antimikrobiell aktiven Frak-
tionen wurden tropfenférmig auf eine Diinnschichtplatte aus
Avicel SF aufgetragen, und es wurde mit einem Losungsmittel-
gemisch Isopropanol:n-Butanol:Essigsiure:Wasser (21:3:7:9 im
Volumenverhaltnis) entwickelt. Mit einer Pyridinlésung von
0,25% Ninhydrin wurde bespriiht, um durch Erwarmen anzufér-
ben. Dann wurden die Fraktionen mit dem Rf-Wert 043 gesam-
melt und zur Trockene unter vermindertem Druck bei 45-50 °C
eingedampft. Das erhaltene Produkt wurde der Siulenchroma-
tographie mit mikrokristalliner Cellulose (Avicel), gefiillt mit
einem Losungsmittelgemisch aus Acetonitril: Wasser (7:3 im
Volumenverhltnis) unterworfen. Die erhaltenen antimikro-
biell aktiven Fraktionen wurden einer Diinnschichtchromato-
graphie auf Avicel SF, wie bei der vorstehenden Arbeitsweise,
unterworfen. Die Fraktionen mit dem Rf-Wert 0,43 wurden
gesammelt und zur Trockene unter vermindertem Druck einge-
dampft. Es wurden 0,78 g eines rohen Pulvers erhalten.

Das Produkt wurde in einer kleinen Menge destilliertem
Wasser aufgelst und in einer Saule aus Sephadex G 10 unter
Verwendung von destilliertem Wasser entwickelt. Die antimi-
krobielle Aktivitit jeder Fraktion wurde gepriift. Die effektiven
Fraktionen wurden einer Diinnschichtchromatographie, wie
vorstehend angegeben, unter Verwendung eines Lésungsmit-
telgemisches aus n-Butanol:Essigsdure:Wasser (4:1:2 im Volu-
menverhéltnis) unterworfen. Dann wurden die Fraktionen mit
dem Rf-Wert 0,43 gesammelt, eingeengt und lyophilisiert. Es
wurde 82 mg weisse 7{(5-Amino-5-carboxyvaleramido)-7-me-
thoxy-3(5-methyl-1,3,4-thiadiazol-2-yl)-thiomethyl-A 3-cephem-
4-carbonsgure erhalten.
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Beispiel 11

Herstellung von 7-(5-Amino-5-carboxyvaleramido)-3-(5-carbo-

xymethylthio-1,34-thiadiazol-2-yl)-thiomethyl-7-methoxy-A

3-cephem-4-carbonsiure.

Ein Kulturmedium, welches 1% Stirke, 1% Glukose, 1,5%
Sojabohnenmehl, 0,5% Hefeexirakt, 0,1% Dikaliumhydrogen-
phosphat, 0,05% Magnesiumsulfat und 0,3% Natriumchlorid
enthielt, wurde in eine 500-ml-Sakaguchiffasche mit jeweils
100 ml gefiillt und 20 Minuten bei 120 °C sterilisiert. Jedes Kul-
10 turmedium wurde dann mit dem Streptomyces oganonensis

Y-G19Z-Stamm beimpft. Es wurde anschliessend 48 Stunden
bei 30 °C kultiviert. Ein weiteres vorstehendes Kulturmedium
wurde in 2000-ml-Sakaguchiflaschen jeweils mit 400 ml gefiillt,
und jedes Kulturmedium wurde 20 Minuten bei 120 °C sterili-

15 siert. Dann wurde mit 2-3% der Kulturbriihe, hergestellt nach
dem vorstehenden Verfahren, beimpft und anschliessend 24
Stunden bei 30 °C kultiviert, um eine Animpfkultur zu erhalten.

Separat wurden 60 Liter eines Kulturmediums, welches 7%
Stérke, 2% Glutenmehl, 2% Sojabohnenmehl, 0,8% Glycerin,

20 0,1% Casaminoséure, 0,01 % Ferrisulfat und 55 g Natriumhydro-
xid enthielt, in 200-Liter-Fermentoren zusammen mit 10 ml
Adecanol als Entschiumungsmittel gefiillt. Jedes Medium
wurde 30 Minuten bei 120 °C sterilisiert und mit 800 ml der
Animpfkultur, hergestellt nach dem vorstehenden Verfahren,

25 geimpft. Anschliessend wurde 24 Stunden bei 30 °C kultiviert.
Dann wurde in jeden Fermentator eine Losung von bis(5-Carb-
oxymethylthio-1,3 4-thiadiazol-2-yl)-disulfid, hergestellt durch
Auflésen des Disulfids in wasserhaltigem Methanol, und Sterili-
sieren durch Filtration unter Verwendung eines Millipore-Fil-

% ters, in einer solchen Menge zugefiigt, dass der Gehalt 0,05% in
der Kulturbriihe betrug. Die Kultivierung wurde 90 Stunden
durchgefiihrt. Nach beendeter Kultivierung wurde die Kultur-
briihe auf pH 2,0 eingestellt und mit Radiolite als Filterhilfsmit-
tel unter Rithren versetzt. Das Gemisch wurde unter Verwen-

35 dung einer Filterpresse filtriert. Die Filtrate wurden vereinigt.
Es wurden etwa 100 Liter eines Filtratgemisches erhalten. Das
Filtrat wurde auf pH 3,0 durch die Zugabe einer wisserigen
Natriumhydroxidlosung eingestellt. Es wurde die Lésung in
eine 12-Liter-Amberlite-X AD-2-Sule eingefiillt. Die Saule

40 wurde mit 30 Liter Wasser gewaschen und mit 30 Liter wisseri-
gem 50%igem Aceton eluiert. Das Eluat wurde bis auf 5,5 Liter
eingeengt. Nach Entfernung der gebildeten unléslichen Anteile
wurde Wasser zu dem Konzentrat hinzugefiigt, um 10 Liter
Losung zu erhalten. Die Lésung wurde auf pH 3,5 mit verdiinn-

a5 ter wisseriger Chlorwasserstoffsiureldsung eingestellt, durch
eine 3-Liter-Amberlite-IRA-68-(Cl-Typ)-Saule gegeben. Die
Séule wurde mit 6 Liter Wasser gewaschen und mit einer wiis-
serigen Losung (pH 7,2), die 1 M Natriumnitrat und 0,1 M
Natriumacetat enthielt, eluiert. Es wurde etwa 5 Liter Losung

so erhalten, die antimikrobiell aktives Material enthielt. Die
Losung wurde auf pH 3,0 eingestellt, in eine 1-Liter-Amberlite-
XAD-2-Séule gefiillt. Die Siule wurde mit Wasser gewaschen
und mit wisserigem 50%igem Aceton eluiert. Es wurde etwa
400 ml wisserige Losung, die antimikrobiell aktives Material

ss enthielt, erhalten. Durch Lyophilisieren der wésserigen Losung
wurde etwa 23 g rohes Pulver erhalten. Dann wurde 23 g des
rohen Pulvers einer Saulenchromatographie unter Verwen-
dung von 800 ml DEAE-Sephadex A-25 (Essigsaure-Typ),
gefiillt mit einer kleinen Menge 0,5 M Ammoniumbromid-Essig-

g0 sdurepufferlosung, unterworfen, um die effektiven Komponen-
ten abzutrennen. Die antimikrobiell aktiven Fraktionen wurden
gesammelt und in eine 500-ml-Amberlite-XAD-2-S4ule gege-
ben. Die Siule wurde mit Wasser gewaschen. Es wurde mit
wisserigem 25%igem Aceton eluiert. Das Eluat wurde zur

65 Trockene im Vakuum eingedampft. Das Produkt wurde einer
Séulenchromatographie mit einem Lésungsmittelgemisch aus
Isopropanol:Wasser (7:3 im Volumenverhaltnis) unter Verwen-
dung mikrokristalliner Cellulose (Avicel) unterworfen, wobei

5
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das Losungsmittelgemisch verwendet wurde, das die gleiche eingestellt und mit Radiolite als Filterhilfsmittel unter Riihren
Zusammensetzung wie bei der vorstehenden Fraktionierung vermischt, Das Gemisch wurde unter Verwendung einer Filter-
der antimikrobiell aktiven Fraktionen hatte. Die so erhaltenen  presse filtriert. Die Filtrate wurden vereinigt, und es wurden
Fraktionen wurden tropfenformig auf eine Diinnschichtplatte ~ etwa 100 Liter Filtratgemisch erhalten. Das Filtrat wurde

aus Avicel SF aufgetragen und mit einem Losungsmittelge- 5 durch Zugabe einer wisserigen Natriumhydroxidlosung auf pH
misch aus [sopropanol:n-Butanol:Essigsédure:Wasser (21:3:7:9 3,0 eingestellt und in eine 12-Liter-Amberlite-XAD-2-S4ule

im Volumenverhiltnis) entwickelt. Dann wurde eine Pyridinlo-  gefiillt. Die Séule wurde mit 30 Liter Wasser gewaschen und
sung von 0,25% Ninhydrin aufgespriiht und die Anfirbung mit 30 Liter wésserigem 50%igem Aceton eluiert. Das Eluat
durch Erhitzen entwickelt. Dann wurden die Fraktionen mit wurde auf 5,5 Liter eingeengt, auf pH 3,5 mit verdiinnter wisse-
dem Rf-Wert 0,39 gesammelt, zur Trockene unter verminder- 10 riger Chlorwasserstoffsdure eingestellt und dann in eine

tem Druck eingedampft. Der Riickstand wurde einer Saulen- 3-Liter-Amberlite-IRA-68-(Cl-Typ)Saule gegeben. Die Séule

chromatographie, mit mikrokristalliner Cellulose (Avicel) wurde mit 6 Liter Wasser gewaschen. Eluiert wurde mit einer
gefillt, unterworfen. Es wurde ein Losungsmittelgemischaus ~ wésserigen Losung (pH 7,2), die 1 M Natriumnitrat und 0,1 M
Isopropanol:n-Butanol:Essigsaure:Wasser (21:3:7:9 im Volu- Natriumacetat enthielt. Es wurden 5 Liter Losung, die antimi-
menverhéltnis) verwendet. Die antimikrobiell aktiven Fraktio- 15 krobiell aktives Material enthalt, gewonnen. Die Losung wurde
nen wurden gesammelt und einer Diinnschichtchromatogra- auf pH 3,0 eingestellt, in eine 1-Liter-Amberlite-X AD-2-Séule

phie au_f einer Avicel-SF-Platte unterworfen. Das Losungsmit-  gegeben. Die Siule wurde mit Wasser gewaschen und mit
telgemisch hatte die gleiche Zusammensetzung wie das vorste-  50%igem Aceton eluiert. Es wurden etwa 400 ml wisserige

hende Gemisch. Es wurde hierbei, wie vorstehend schon Losung, die antimikrobiell aktives Material enthielt, welches

beschrieben, verfahren. Die Fraktionen mit dem Rf-Wert 0,39 20 lyophilisiert wurde, erhalten,

wurden gesammelt und im Vakuum zur Trockene eingedampft. Das erhaltene Produkt wurde einer Sdulenchromatogra-
Das Konzentrat wurde mittels Sdulenchromatographie phie mit einem Losungsmittelgemisch aus n-Butanol:Essig-

unter Verwendung mikrokristalliner Cellulose und eines sdure:Wasser (4:1:2 im Volumenverhiltnis) unter Verwendung

Losungsmittelgemisches aus n-Butanol:Essigsaure:Wasser mikrokristalliner Cellulose (Avicel) als Fiillung unterworfen,

(6:1,5:2,5 im Volumenverhiltnis) gereinigt. Die gereinigten akti- 25 wobei das Losungsmittelgemisch mit der gleichen vorstehend
ven Fraktionen wurden im Vakuum zur Trockene eingedampft. angegebenen Zusammensetzung Anwendung fand, um die anti-

Der Riickstand wurde in einer kleinen Menge destilliertem mikrobiell aktiven Fraktionen auszuwéhlen. )
Wasser aufgenommen und mit einer Siule aus Sephadex G-10 Die Fraktionen wurden tropfenweise auf eine Diinnschicht-
unter Verwendung von destilliertem Wasser entwickelt. Die platte aus Avicel SF aufgetragen, und es wurde mit einem

antimikrobielle Aktivitat jeder Fraktion wurde gepriift. Die 3 Losungsmittelgemisch aus Isopropanol:n-Butanol:Essig-
effektiven Fraktionen wurden einer Diinnschichtchromatogra-  séure:Wasser (21:3:7:9) entwickelt. Eine Pyridinlosung von
phie, wie vorstehend angegeben, unterworfen. Es wurde ein 0,25% Ninhydrin wurde aufgespriiht, und durch Erwiarmen
Losungsmittelgemisch aus n-Butanol:Essigsdure:Wasser wurde angefirbt. Dann wurden die Fraktionen mit dem Rf-
(6:1,5:2,5 im Volumenverhiltnis) verwendet. Die Fraktionenmit  Wert 0,39 gesammelt, unter vermindertem Druck zur Trockene
einem Rf-Wert 0,32 wurden gesammelt, konzentriert und Iyo- 35 bei 45-50 °C eingedampft. Dann wurden die Fraktionen einer
philisiert. Es wurden etwa 45 mg weisse 7-(5-Amino-5-carboxy- ~ Diinnschichtchromatographie mit Avicel SF in der vorstehend

valeramido)-3-(5-carboxymethyithio-1,3,4-thiadiazol-2-yl)thio- beschriebenen Weise unterworfen, um die Fraktionen mit dem

methyl-7-methoxy-A 3-cephem-4-carbonsédure erhalten. Rf-Wert 0,39 zu sammeln. Die Fraktionen wurden zur Trockene
eingedampft, wobei 0,92 rohes Pulver erhalten wurde. Das Pul-

Beispiel 12 4 ver wurde in einer kleinen Menge von destilliertem Wasser auf-

Herstellung von 7-(5-Amino-5-carboxyvaleramido)-7-methoxy-  geldst und einer Sdulenchromatographie mit destilliertem Was-
31,3 4-thiadiazol-2-yl)-thiomethyl-A 3-cephem-4-carbonséure. ser unter Verwendung von Amberlite CG-50 (H-Typ) unterwor-
Ein Kulturmedium, welches 1% Stirke, 1% Glukose, 1,5% fen, um die antimikrobiell aktiven Fraktionen auszuwihlen. Die
Sojabohnenmehl, 0,5% Hefeextrakt, 0,1% Dikalimhydrogen- Fraktionen wurden dann konzentriert und lyophilisiert. Das
phosphat, 0,05% Magnesiumsulfat und 0,3% Natriumchlorid 45 Produkt wurde in einer kleinen Menge aus destilliertem Wasser
enthielt, wurde in 500-ml-Sakaguchiflaschen mit jeweils 100ml  aufgeldst und in einer Siule aus Sephadex G-10 unter Verwen-
gefiillt und 20 Minuten bei 120 °C sterilisiert. Dann wurde jedes  dung von destilliertem Wasser entwickelt. Die antimikrobielle

Kulturmedium mit dem Streptomyces oganonensis Y-G19Z- Aktivitdt jeder Fraktion wurde gepriift. Die effektiven Fraktio-
Stamm beimpft. Anschliessend wurde 48 Stunden bei 30 °Ckul- nen wurden einer Diinnschichtchromatographie in der schon
tiviert, Ein weiteres vorstehendes Kulturmedium wurde in so vorstehend erlduterten Weise unterworfen. Es wurde ein
2-Liter-Sakaguchiflaschen mit jeweils 400 ml gefiillt und 20 Losungsmittelgemisch aus n-Butanol:Essigsidure:Wasser (4:1:2

Minuten bei 120 °C sterilisiert. Jedes Kulturmedium wurde mit  im Volumenverhiltnis) verwendet, um die Fraktionen mit dem
der Kulturbriihe beimpft, die vorstehend hergestellt wordenist. Rf-Wert 0,38 zu sammeln. Die Fraktionen wurden eingeengt

Es wurde 24 Stunden bei 30 °C kultiviert, um eine Animpfkultur und lyophilisiert, und dabei wurden 75 mg weisse

zu erhalten. Separat wurden 60 Liter Kulturmedium, die 7% 55 7<(5-Amino-5-carboxyvaleramido)-7-methoxy-3-(1,3,4-thiadiazol-
Starke, 2% Glutenmehl, 2% Sojabohnenmehl, 0,8% Glycerin, -2-yl)-thiomethyl-A >-cephem-4-carbonséure erhalten.

0,1% Casaminosiure, 0,01 % Ferrisulfat und 55 g Natriumhydro- Arzneimittel, welche Verbindungen der Formel A enthal-
xid enthielt, in 200-Liter-Fermentoren zusammen mit 10 ml ten, kénnen, wie nachstehend angegeben, hergestellt werden:
Adecanol als Entschdumungsmittel gefiillt und 30 Minuten bei a) Trocken gefiillte Kapseln mit 120 mg 7-(5-Amino-5-carb-
120 °Csterilisiert. Jedes Kulturmedium wurde dann mit 800 ml ¢, oxyvaleramido)-7-methoxy-3(1-methyl-1H-tetrazol-5-yl)thiome-
der Animpfkultur beimpft und anschliessend 24 Stunden bei thyl-A >-cephem-4-carbonséure

pro Kapsel
7<(5-Amino-5-carboxyvaleramido)-7-methoxy-3(1- 120 mg
methyl-1 H-tetrazol-5-yl)thiomethyl-

A3-cephem-4-carbonséure

30 °Ckultiviert. Dann wurde eine Losung von 2-Mercapto-1,34-
thiadiazol, hergestellt mit wisseriger Natriumhydroxidlésung
und Sterilisieren bei hohem Druck, zu jedem Fermentor in
einer solchen Menge gegeben, dass der Gehalt 0,05% in der

65
Kulturbriihe betrug. Il\"?:gtg:ziumstearat Zg zg
Dann wurde die Kultivierung 90 Stunden fortgesetzt. Nach Kapsel Nr. 3 143 me

vollstandiger Kultivierung wurde die Kulturbriihe auf pH 2,0
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7-(5-Amino-5-carboxyvaleramido)-7-methoxy-3-(1-methyl- Kornstirkepaste (4 mg) granuliert und grob gesiebt, bei 40 °C
1H-tetrazol-5-yl)thiomethyl-A 3-cephem-4-carbonsiure wurde getrocknet und erneut durch ein Sieb Nr. 16 gesiebt. Das

zu einem Pulver Nr. 60 verrieben, und dazu wurden Laktose Magnesiumstearat wird hinzugefiigt, und das Gemisch wird in
und Magnesiumstearat durch ein Siebtuch Nr.60 gegeben. Die  Tabletten mit annihernd 0,8 cm Durchmesser gepresst.
vereinigten Ingredientien wurden 10 Minuten zusammen 5 ¢) Parenterale Losung mit 500 mg 7-(5-Amino-5-carboxyvaler-
gemischt und dann in trockene Gelatinekapseln Nr. 3 abgefiillt.  amido)-7-methoxy-3-(1-methyl-1 H-tetrazol-5-yl)}-thiomethyl-
b) Tabletten mit 150 mg 7-(5-Amino-5-carboxyvaleramido)-7- A3-cephem-4-carbonséure .
methoxy-3-(1-methyl-1H-tetrazol-5-yl)thiomethyl-A 3-cephem-4- pro Ampulle
carbonsiure 7-(5-Amino-5-carboxyvaleramido)-7-methoxy-3-(1- 500 mg
pro Tablette '® methyl-1H-tetrazol-5-yl)thiomethyl-
7-(5-Amino-5-carboxyvaleramido)-7-methoxy-3-(1- 150 mg A *-cephem-4-carbonsiure
methyl-1H-tetrazol-5-yl)thiomethyl-
A *-cephem-4-carbonsiure Die aktive Verbindung (50,0 g) wird in 150 ml steriles Was-
Dicalciumphosphat J.P. 115mg , ser fiir Injektionszwecke gegeben. Die erhaltene Losung wird
Magnesiumstearat 3mg ' uf pH 8,0 durch Zugabe von verdiinnter Natriumhydroxidlo-
Laktose J.P. 3I9mg

sung eingestellt. Das Volumen der Lésung wird auf 200 ml auf-

gefiillt. Die Losung wird in 100 Ampullen abgefiillt, lyophilisiert
Die aktive Komponente wird mit dem Dicalciumphosphat  und verschmolzen.

und der Laktose gemischt. Das Gemisch wird mit 15%iger

G 3 Blatt Zeichnungen
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