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Opfindelsen angdr en fremgangsmdde til fremstilling af hidtil
ukendte 7-(5-amino-5-carboxyvaleramido)-7-methoxy-cephalosporin-

derivater.med den almene formel
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hvori R2 betyder en 5-leddet heterocyclisk gruppe, som indeholdér
2—4"nitrogenatomer og yderligere kan indeholde et svovlatom og som
kan>vé£e~substi£ueret med en lavere—éikylgruppe eller en carboxy-
lavere-alkylthiogruppe, og M betyder et hydrogenatom eller en salt-
dannende kation udvalgt blandt alkalimetaller, jordalkalimetalier,

tungmetaller og baser, der danner kvaternzre salte eller aminsal-

te.

Som eksempler pd den heterocycliske gruppe angivet for R2 i den
ovenstiende formel kan nzvnes 5-carboxymethylthio-1,3,4~thiadiazol-
2-y1, 1-methyl-1H-tetrazol-5-yl, 5-methyl-1,3,4-thiadiazol-2~y1l

og 1,3,4-thiadiazol-2-yl.

Eksempler pd alkalimetaller er natrium og kalium, eksempler pd jord-
alkalimetaller er calcium, magnesium 0g barium, eksempler pd tung-
metaller er jern, kobber og zink, 0g eksempler pd baser, der danner
kvaternzre salte eller aminsalte er triethylamin, diethanolamin,

piperidin og morpholin.

Nogle af de forbindelser, der fremstilles ved fremgangsmdden ifelge
opfindelsen er angivet at veare fremstillet ved kemiske synteser

i britisk patentskrift nr. 1 321 412 (1970), men der er ikke angivet
nogen praktiske fysiske og kemiske egenskaber for disse forbindel-

ser i det britiske patentskrift.

De ved den foreliggende fremgangsmade fremstillede 7-methoxycephalo-

sporinderivater ma derfor betragtes som hidtil ukendte.

Cephalosporiner viser udmerkede antimikrobielle aktiviteter overfor
Gram-positive og Gram-negative bakterier, men de foreliggende ce-
phalosporinderivater, som har en methoxygruppe i 7-stillingen og

en heterocycklisk thiomethylgruppe i 3-stillingen, viser sarlig
udmerket virkning ved behandling af alvorlige sygdomme fordrsa-

get af infektion med sddanne bakterier som Pseudomonas- og Pro-
teus-arter, overfor hvilke almindelige antibiotica er ineffekti-
ve, eller med bakterier, som er resistente overfor almindelige

cephalosporiner, der ikke har nogen methoxy-gruppe i 7-stillingen.

Cephalosporansyre-derivater med en heterocyclisk thiomethylgruppe
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i 3-stillingen fremstilles sadvanligvis ved ferst at fremstille
de tilsvarende forbindelser, som har en acetoxymethylgruppe el-
ler en carbamoyloxymethylgruppe i 3-stillingen, ved en gerings-
metode og derpd omsaztte produkterne med en heterocyklisk thiol-

forbindelse.

Det har imidlertid ifelge den foreliggende opfindelse vist sig, at
forbindelserne, som har en heterocyklisk thiomethylgruppe i 3-stil-

lingen, kan opnds direkte ved et enkelt garingstrin.

I overensstemmelse hermed er fremgangsmdden ifelge opfindelsen ejen-
dommelig ved det i krav 1l's kendetegnende del anferte.

De fremstillede forbindelser viser som nevnt udmazrkede antimikro-
bielle aktiviteter i sig selv, og yderligere kan forbindelsernes
antimikrobielle aktivitet foreges og deres antimikrobielle spek-
tre andres ved udskiftning af acylsidekaden i 7-stillingen, dvs.

HZN\
HOOC*"CH~(CH2)3'CO_' med andre acylgrupper, som f.eks. ac-amino-

phenylacetyl, a-carboxylphenylacetyl, a-sul fophenylacetyl, o-hydroxy-
phenylacetyl, pyridylthioacetyl, thiadiazolylthioacetyl, triazolyl-
acetyl, cyanmethylthiocacetyl og trifluormethylthioacetyl, saledes

at forbindelserne med formlen Aa ogsd er nyttige som mellem—
produkter ved fremstilling af derivaterne med disse acylgrupper,
f.eks., 7ﬂ—cyanmethylthioacetamido~7¢—methoxy—3—(1mmethy1tetrazol—
5~y1—thiomethy1)~Z§?—cephem—h—carboxylsyre og Te~methoxy-3-
(1—methyltetrazo1—5—y1-thiomethyl)—7p—(trifluormethylthioacetamido)-
Z&;—cephem—h—carboxylsyre.

En sarlig foretrukken mikroorganisme, der anvendes ved fremgangs-
madden ifelge opfindelsen, er en hidtil ukendt stamme, som be-
tegnes Streptomyces oganonensis Y-Gl9Z, og som er isoleret fra
jorden i Ogano-Town, Chichibugun, Saitama Prefecture, Japan.
Denne stamme er blevet deponeret i the Institute of Microbial
Industry, Agency of Industrial Science and Technology, Ministry
of International Trade and Industry, Japan, under accessionsnr.
FERM-P 2725 og ogsd i the American Type Culture Collection, 12301
Parklawn Drive, Rockville Maryland 20852, USA under accessionsnr.

ATCC 31167. Stammens mycologiske egenskaber er som folger:

I. Morphologiske egenskaber af stammen 5. oganonensis Y-Gl9Z:
den vokser bade pd naturlige og syntetiske medier under dannelse
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af et velforgrenet substratmycelium, medens dannelsen af luft-
mycelium ikke er tilstrzkkelig og dannelsen af sporer derfor
ringe. Sporekzder er lige, tilhgrer R (rectus) eller RF (recti-

flexibiles). type og bzrer 10-50 sporer pé hver kade. Sporerne er
elliptiske, sfzriske eller cylindriske af form og har en storrelse

p& 0,45-0,60 x 0,55-0,90 pm. Sporeoverfladen er glat. Der blev
hverken iagttaget flagellatsporer eller sporangium.

IT. Kulturegenskaber af stammen S. oganonensis Y-G19Z:

brun

orange til
blegt brunt

, . ) .- Oplaseligt
Medium Vaekst Luftmycelium pigment
Czapek's agar megef ringe sparsomt intet

‘ hvid’ hvidt o
Czapek's glucose~- god moderat intet
agar flgdegul gulliggré® meget 1id¥
glucose-aspara- god ringe intet
gin-agar hvid hvidt
glycerol-aspara~ - god ringe intet
gin-agar hvid til hvidt til
' gullighvid gullighvidt
uorganisk salt- god ringe intet
stivelse-agar gulliggra til gulliggrat
blegt gulligbrun
tyrosin—~agar god ringe lidt
) bleggul gulliggrét blegt gullig-
' grét
jern og gerekstrakt god godt meget 1idt
~tyrosin-agar bleggul til brunlig hvidt lyst brunlig~
gulligbrun til gulliggirdt grat
nerings-agar god godt, pulver- lidt
blegt gullig~ agtigt blegt gulligbrunt
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Opleseligt
Medium Vaekst Luftmycelium pigment
Bennett's agar god godt meget lidt
blegt gulligbrun brunliggrét
blegt orange til
blegt lyseredt
calciummalat-agar. - moderat : intet intet:
fledefarvet
kartoffelprop god . godt brunliggrat til

blegt gulligbrun gulliggrat til mgrkt gullig-
" blegt brunliggrdt brunt

blodagar god intet gulliggrat til
olivengréd til morkt redlig-
merk olivengrad brunt
Loeffler's god intet intet
serummedium '

III. Fysiologiske egenskaber af stammen 8. oganonensis Y -GLl9Z:

tyrosinasedannelse " negativ
nitratreduktion ~ positiv
koagulering af skummetmelk positiv, svagt
peptonisering af skummetmelk' positiv, svagt
hydrolyse af stivelse positiv
smeltning af gelatine positiv
cellulosenedbrydning negativ
hemolyse positiv

solubilisering af calciummalat positiv
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Udﬁ&ftelse af carbonforbindelser:

Carbonkilde Udnyttelse
glucose ' .+
arabinose +
saccharose ' -
xylosé. +
inositoir -
mannitol +
fructose 7 +

~ rhamnose , , . -
rhaffinose » -

,Karakteristiske trek ved stammen Streptemyces oganonensis Y-Gl9Z

_kan sammenfattes som folger:

(o)}

7.

Den tilhsrer de ikke-chromogene Streptomyces~stammer.

Dens luftmycelium er lige, uden verticilier (R eller RF type).
Spoierne er sfariske eller elliptiske. '
Sporeoverfladen er glat.

Den giver blegt gulliggréd til blegt gulligbrun vekst pd for-
skellige medier. . '
Luftmyceliets farve er brunlighvid, qullighvid og gulliggra.
Den producerer et antibiotisk stof kaldet Y-G19ZD3 tilherende
gruppen 7-methoxycephalosporiner.

Ved eftersegelse af kendte stammer med de ovennevnte egenskaber

kan der som den nermest beslazgtede stamme nzvnes Streptomyces globig~
porus, beskrevet i S.A. Waksman: the Antinomycetes 2, 218 (1961) o
International Journal of Systematic Bacteriology, 18, (4) 324-325
(1968). :

Ved sammenligning med den qvennavnte S. globisporus adskiller
stamme Y-{19Z sig imidlertid fra denne pd de punkter, som er anfert

i den folgende tabelt
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Egenskab Y-G19Z .. .S, globisporus

sporesterrelse (pm) 0,45-0,60 x 0,55-0,90 1,2-1,4 x 1,8—2;0 eller
P ;
' 0,9-1,4 sfmrisk

opleseligt pigment intet gult til grenliggult
pd glycerol-aspara-

gin-medium

rhamnoseudnyttelse negativ | pdsitiv
stivelsehydrolyse  stark svag
koagulering af positiv negativ
skummetmslk

peptonisering af svag. . sterk
skummetmeslk

produktion af positiv negativ
cephalosporin-

antibiotica

Som det klart fremgdr af de forskelle, som er anfert i den oven-
stdendetabel, er stammen Y-G19Z, som kan anvendes ved fremgangs-
md3den ifslge opfindelsen, en hidtil ukendf stamme, Den har

f&et navnet "Streptomyces oganonensis" og er deponeret under nr.
ATCC 31167. -

Ud over denne hidtil ukendte stamme kan de felgende kendte stammer
anvendes ved fremgangsméden ifglge opfindelsen: Streptomyces virido-
chromogenes IF0 13347, Streptomyces rochei IF0 12908, Streptomyces
lipmenii IFO 13306 (se US patentskrift nr. 3 719 563) og Strepto=-
myces clavuligerus IFO 13307 (se japansk fremlmggelsesskrift nr,

45 594/74).

Fremstillingen af de gnskede forbindelser med formlen ha udferes
ved dyrkning af en af de ovennsvnte stammer 1 et almindeligt nwe-
ringsmedium, hvortil der er sat en heterocyclisk thiol svarende
t11 den heterocycliske. thiogruppe, som skal indferes i 3-stil-
lingen.
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Som eksempler pa de heterocycliske thioler, som kan tilszttes
n&ringsmediet ved fremgangsmdden ifglge opfindelsen, kan nzvnes
imidazolthiol, dihydroimidazolthiol, pyrazolthiol, triazolthiol,
tetrazoithiol, thiadiazolthiol og thiatriazolthiol. Disse hete-
rocycliske ringe kan vare substitueret med en lavere alkylgruppe

ellef'en'carboxy—lavere—alkylthiogruppe.

Disse heterocycliske thioler kan anvendes som saltene deraf, og
disse salte kan v&re uorganiske salte, sésom alkalimetalsalte,
jordalkalimetalsalte, ammoniumsalte osv., og salte med organiske
baser, s&som triethylamin, triethanolamin, dicyclohexylamin,
lysin, arginin, histidin, et basisk vandopleseligt antibioticum,
f.eks. kanamycin, alkaloid, basisk protein, osv. Der kan om ned-
vendigt valges salte med hej vendoplesselighed, og hvis de hetero-
cycliske thioler viser en sterk toxicitet overfor de antibiotica-
producerende stammer, kan der velges salte, som er tungtopleselige

i vand.

Ogsa to molekyler af den samme heterocycliske thiol bundet sammen
af S/S-bindingen, dvs. R?S-SRZ, kan anvendes.

Fremstillingen af de onskede antibiotica ved fremgangsmdden ifslge
opfindelsen gennemfores ved dyrkning af en af de ovennmvnte stammer
i et neringsmedium med tilsetning af den ovenfor beskrevne hetero~-
cycliske thiol eller et salt eller et derivat deraf, Dyrkningen
udferes ved konventionelle metoder til dyrkning af mikroorganismer,
‘men sedvanligvis foretrazkkes submers dyrkning i et flydende dyrk-
ningsmedium. Ethvert dyrkningsmedium, som indeholder neringsstoffer
for den anvendte stamme, kan anvendes. Det kan vare bé&de syntetiske
og halvsyntetiske dyrkningsmedier og naturlige dyrkningsmedier indehol-
dende de fornmvnte nzringsstoffer. Til sammensatning af dyrknings-
mediet kan glucose, saccharose, mannitol, glycerol, dextrin, sti-
velse, vegetabilske olier osvV. anvendes som carbonkilder, og
kodekstrakt, pepton, glutenmel, majsfremel, sojabsnnemel, jord-
noddemel, fiskemel, majsstebevand, tergzr, gerekstrakt, ammonium-
sulfat, ammoniumnitrat, urinstof og andre organiske og uorganiske
nitrogenkilder som nitrogenkilder. Om nedvendigt kan der ogsd
settes et metalsalt, sdsom sulfaterne, nitraterne, carbonaterne
og pﬁgsphaterne af Na, K, Mg, Ca, Zn og Fe, til dyrkningsmediet.
Endvidere kan der om ngdvendigt ssttes materialer til fremme af
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dannelsen af antibiotica eller skumdsmpende midler, sésom
methionin, cystein, cystin, methyloleat, svinefedt, siliconeolie, -
overfladeaktive midler osv.,til dyrkningsmediet.

Den fernzvnte heterocycliske thiol eller saltet eller derivatet
deraf tilsmttes smdvanligvis i en koncentration p4 0,1-5 mg/ml,
fortrinsvis 0,5-2 mg/ml, beregnet som den heterocycliske thiol,

og kan tilsettes dyrkningsmediet pd én gang fer dyrkningens ‘
begyndelse eller i flere opdelte portioner i de feorste stadier

af dyrkningen.

Det er almindeligvis gnskeligt at udfere dyrkningen under

aerobe forhold, og dyrkningstemperaturen er sedvanligvis fra
omkring 18 til omkring 35°C, fortrinsvis omkring 30°C. Endvidere
opnds snskelige resultater, nér dyrkningsmediets pH-vardi holdes
ved fra omkring 5 til omkring 10, fortrinsvis 6-8. Dyrkningstiden
afhenger af det anvendte dyrkningsmediums sammensetning og tempe-
raturen, men er almindeligvis fra omkring 3 dage til omkring 10
dage, og sdledes er det onskede materiale selektivt dannet i
mediet efter dyrkningens afslutning.

Det gnskede produkt kan isoleres eller udvindes fra dyrknings-
viesken p& konventionel méde til isolering af antibiotica fra -
dyrkningsvesken eller myceliet. Det gnskede antibioticum inde-
holdes hovedsageligt i dyrkningsvassken, og derfor fjernes
myceliet derfra ved centrifugering eller filtrering, og det
effektive materiale ekstraheres fra filtratet. Det onskede
‘materiale adskilles, udvindes og renses fra filtratet ved
midler, der almindeligvis anvendes til fremstilling af anti-
biotica, sdsom udnyttelse af forskellene i opleselighed 1 et
egnet oplesningsmiddel, forskellene i adsorbtiv affinitet til
forskellige adsorbenser eller forskellene i opdeling mellem 2
veskefagser. Disse metoder kan anvendes hver for sig eller om
nedvendigt som en passende kombination, eller de kan gentages
flere gange. '

Flere praktiske eksempler p& de hidtil ukendte 7-methoxycephalosporin-
forbindelser, som kan fremstilles ved fremgangsmlden ifglge opfin-
delsen, er anfert nedenfor:
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I. 7—(5—amino—5;carbovaaleramido)—3—(5—carboxymethy1thio—1,3,4—7
thiadiazol-z—yl)thiomethyl—?—methoxy—[l?—cephem—ﬁ—carboxylsyre;

0CH

3 S ,
HOOC—?H—CHZCHZCHZCONd f/, W“:ﬁ
NH, y N —CH,-5 g F-S-CH,CO0H

- COOH -

Tilsetningsforbindelse:

2—carboxymethylthio—5—mercapto-l,3,4—thiadiazol;

N_—————-
.
HS \\\S/// S CHZCOOH

De fysiske og kemiske egenskaber af den ovennevnte ‘forbindelse I
med den almene formel Aa (R®= /JLSlL\ s M =H)

. SCH,COCH.
er som fglger ,

(1) hvidt pulver;
(2) %begynder at smelte ved 156-160°C og bliver brunt og dekompo=-
' neres fra omkring 170°C;
(3) letopleselig i vand, tungtoplsselig i methanol og nazsten uoplese-
_ lig i andre organiske oplgsningsmidler; :

(4) amphotert materiale, som viser positiv ninhydrin-reaktion;

(5) giver et ultraviolet absorptionspektrum som vist i fig. 1 pa
tegningen, mdlt i en 1/100 M phosphatpufferoplesning med en
pH-verdi pd 6,4 og viser absorptionsmaksimum ved 287 nm;

(6) giver et infraredt absorptionspektrum som vist i fig. 2,
malt som kaliumbromidtablet, og viser absorptioner ved
5615 cn Y, 2920 cn M, 1763 cu™, 1620 om™Y, 1515 cwm *
og 1380 cm'l; ‘

(7) giver de felgende signaler i det magnetiske kerneresonansspek-

" 4rum, malt under anvendelse af TNS som ydre standard i tungt

vand
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$ verdi (ppm):

2,35 (4H, multiplet), 2,96 (2H, multeplet),

4,00 (3H, singlet), 3,73-4,33 (2H, kvartet, J=18Hz),
4,25 (1H, multeplet), 4,44 (2H, singlet),

L,42-4,91 (2H, kvartet, J=14Hz),

5,63 (1H, singlet);

(8) produktet opndet i denm hidtil reneste tilstand viser de
feolgende elementanalytiske verdier: '

C: 35,95%; H: 3,87%; N: 10,85%, S: 18,33%;

(9) giver «-aminoadipinsyre, ndr den hydrolyseres med 6N saltsyre;
(10) forbindelsens massespektrum efter N-chloracetylering af for-
bindelsen og omdannelse af produktet til methylesteren giver

det folgende fragment med m/e 392, dvs.

é%i\ ) .
,/ CH,~5- S/;§NS-CHZCOOCHB

COOCH

' I betragtning af alle de ovennmvnte resultater er det klart, at
denne forbindelse er en 7-methoxycephalosporin~forbindelse, da

den giver en absorption ved 1763 cm™t (cyklisk lactam) i det
infrarede absorptionsspektrum og viser signalerne ved 4,00 ppm

(3H, singlet, 7-0CH, ), 5,63 ppm (1H, singlet, 6-CH),

3,73-4,33 (2H, kvartet J=18 Hz, 2—CH2) og 4,42-4,91 (2H, kvartet,
J=14 Hz, 3-sidekade- CH ) i det magnetiske kerneresonansspektrum, og
den giver a—aminoadipinsyre ved sur hydrolyse, og da den yderligere
giver absorptionen ved 4,44 ppm (2H, singlet,_CH2 i —S—CHZ—COOH)

i det magnetiske kerneresonansspektrum og giver fragmentet med

m/e 392 i derivatets massespektrum, er forbindelsen blevet

bestemt til at have den fernsvnte struktur, bhvori der er indfert

den heterocykliske thiol.

II. 7-(5-amino-5-carboxyvaleramido)=-3-(l~methyl-1H-tetrazol-5- yl)—
thlomethyl—?—methoxy—[kB—cephem—h—carboxylsyre- :
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(T ANTTT ~
HOOC ?ﬂ CH,CH,CH,CONH —T/’ _
NH, c,-s-L Y
2 N 2
04/ "y

COOH CHy

Tilswtningsforbindelse:
5—mercapto—l—methyl—lH—tetrazdl.
/N~——N
N\
IJ\:T.
H3 7

De fy31ske og kemiske egenskaber af den ovennzvnte forbindelse II
N——N

med formlen Aa T (R2= /”\E,N , M=H) er som fglger:
i

(1) - .hvidt pulver;
(2) giver brun misfarvning og dekomponering ved 160-170°C;
(3) letopleselig i vand, tungtopleselig i methanol og nmsten

) uoplegselig i andre organiske oplesningsmidler;
(&) amphotert materiale som viser positiv ninhydrin-reaktion;
(5) giver det i fig. 3 viste ultraviolette absorptionsspektrum,

mdlt i en 1/100 M phosphatpufferoplesning med en pH-vaerdl Pa
. 6,4, og har absorptionsmaksimum ved 273 nmj;

(6) -  giver det i fig. 4 viste infrargde absorptionsspektrum, malt
- som. kaliumbromidtablet, og viser absorptioner ved 3413 crn s

- 5920 om™Y, 1765.cm”t, 1620 em™t, 1515 cm -1 og 1390 cm™;

(7) . det magnetiske kerneresonansspektrum, mlt under anvendelse

af TMS som ydre-standard i tungt vand, viser de felgende
‘gignaler:

§ verdi (ppm):
2,36 (4H, multiplet), 2,96 (28, multiplet),

3,98 (3H, singlet), 4,38 (1H, multiplet),
4,50 (3H, singlet). 5,59 (1H, singlet);
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(8) Det ovennmzvnte materiale, opndet i den hidtil reneste tilstand,
viser de folgende elementanalytiske verdier:

C: 37,48%, H: 4,25%, N: 16,74% og S: 10,90%;

(9) Forbindelsen giver a-aminoadipinsyre, ndr den hydrolyseres
med 6 N saltsyre, og giver 5-mercapto-l-methyl-1H-tetrazol, nér
den hydrolyseres i methanol med "Dowex - 50 W" (H-type) . :

I betragtning af alle de ovennmvnte resultater er det klart,. at
forbindelsen er en 7-methoxycephalosporin-forbindelse, da den gi-
ver signalerne ved 3,98 ppm (3H, singlet, 7—OCH3) og 5,59 pﬁm
(1H, singlet, 6-CH) i det magnetiske kerneresonansspektrum, ab-
sorptionen ved 1765 et (cyklisk lactam) i det infrarsde absofpm
tionsspektrun og giver a-aminoadipinsyre ved sur hydrolyse, bg

da den yderligere viser absorptionen ved 4,50 ppm (3H, singlet,
“tetrazol-N-methyl) i det magnetiske kerneresonansspektrum og -
ogsd giver 5-mercapto-l-methyl-lH-tetrazol ved mild hydrolyse,

er forbindelsen blevet bestemt til at have den for nzvnte struktur,
hvori der er indfert den heterocykliske thiol.

III. 7-(5-amino-5-carboxyvaleramido)-7-methoxy-3-(5-methyl-1,3,4-
thiadiazol-z—yl)thiomethyl—Aﬁ;—cephem—h—carboxylsyre.

OCH,
- HOOC~ ?H—CHQCHlqu CONH -
N, N _~ CHzo—l\\ /,i——-CH

COOH

Tilsmtningsforbindelse:

9-mercapto-5-methyl-1,3,k-thiadiazols
' N—N

o

De fysiske og kemiske egenskaber af den ovennmvnte forbindelse III

med formlen Aa (R2 N"“N
/J\\CH » M = H)
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er som'legér:

(1)

(2)

(3)

(4)

(5)

(6)

(7)

(8)

(9)

lyst gulligt hvidt pulver;

viser intet distinkt smeltepunkt og giver brun nisfarvning

og dekomponering ved omkring 17000;

let opleselig i vand, tungt oplsselig i methanol, men uop-

_1gselig i andre organiske oplesningsmidler;

amphotert materiale, som viser positiv ninhydrin-reaktion;
giver det i fig. 5 viste ultraviolette adsorptionsspektrum, .
m&lt i en 1/100 M phosphatpuffer-oplesning med en pH verdi

pd 6,4, og har absorptionsmaksimum ved 272 mm;

giver det i fig. 6 viste infrarzdé absorptionsspektrum, malt

som kaliumbromid-tablet, og viser absorptioner ved

1

1, 1515 cm — og

5420 cm~Y, 2930 cm™Y, 1765 cm Y, 1610 cm”
3 _

1385 cm .
Det magnetiske kerneresonansspektrum, m&lt under anvendelse
af TS som ydre standard i tungt vand, giver de folgende sig-

naler:

$ verdi (ppm):

2,34 (4H, multiplet), 2,95 (2H, multiplet),

3,19 (3H, singlet), 3,72-4,31 (2H, kvartet, J = 18 Hz),
3,99 (%H, singlet). 4,26 (1H, multiplet), &,40-4,95.
(2, kvartet, J = 14 Hz), 5,63 (1H, singlet);

forbindelsen fremstillet i den hidtil reneste tilstand viser
de feglgende elementanalytiske verdier:

c: 37,82%, H: L4,01%, N: 12,90%, S: 14,97%;

giver a-aminoadipinsyre, ndr den hydrolyseres med & N saltsy-
re, og giver 2—mercapto—5—methyl—l,3,é-thiadiazoi, ndr den
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hydrolyseres i methanol med "Dowex(:>50 W' (H type).

I betragtning af alle de ovennmvnte resultater er det klart,
at forbindelsen er en 7-methoxycephalosporin-forbindelse, da den
giver absorptionen ved 1765 cm“l,(cyklisk lactam) i det infrarsde
absorptionsspektrum, signalerne ved 3,99 ppm (1, singlet 7=
OCH ), 5,63 ppm (1H, singlet, 6-CH), 3,72-4,31 ppm (2H, kvartet,
J = 18 Hz, 2-CH,), &, 40-4,95 (2H, kvartet, J = 14 Hz, 3-sidekwde
CH ) i det magnetiske kerneresonansspektrum og giver a—-aminoadi-
plnsyre ved sur hydrolyse, og da den endvidere viser absorption-
en ved 3,19 ppm (3H, singlet, thiadiazol C-CH ) i det magnetiske
kerneresonansspektrum og glver Z-mercapto 5—methy1 -1,3,4~thiadia~
zol ved mild hydrolyse, er forbindelsen blevet bestemt til at
have den ovennsmvnte struktur, hvori der er indfert den hetero-
cykliske thiol. ' |

IV. 7-(5-amino-5-carboxyvaleramido)-7-methoxy-3-(1,3,4~thiadiazol-
2-yl)thlomethyl~4&3—cephem—h—carboxylsyre

OCH
HOOC»CH~CHQCH20H2CONH
b, CHZQ/H
COOH
Tilsetningsforbindelse:
2-mercapto-1,3,4~thiadiazol N~—~N

-y

De fysiske og kemiske egenskaber af den ovennsmvnte forbindelse
IV med formlen Aa (R N—N

i l _
er som folger: "\S’)’ M = H)

(1) lysf gulligt hvidt pulver;

(2) viser intet distinkt smeltepunkt, men glver brun misfarvning
og dekomponering ved omkring 175-180 C
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(3) let oplsselig i vand, tungt opleselig i.methanol, men uop-
1lpselig i organiske oplzsningsmidler;

(&) ampﬂoteft materiale, som'viser positiv ninhydrin reaktion;

(5) giver'det'i fig. 7 viste ultraviolette absorptionsspektrum,
mdlt i en 1/100 M phosphatpuffer-oplesning med en pH pd 6,4,
og har maksimal absorption ved 274 mm; ' '

(6) giver det i fig. 8 viste infrarede absorptionsspektrum, wdlt
som kaliumbromid-tablet, og viser absorptioner ved 3400 cm ™,
292570m—1, 1765 cm™+, 1610 em™F, 1515 cn™t og 1365 cm‘l;

(7) det magnetiske kerneresonansspektrum, m&1lt under anvendelse af
TMS som ydre standard i tungt vand, giver de felgende signaler:

8 verdi (ppm):

2,30 (LH, multiplet), 2,93 (2H, multiplet), 3,69-4,29 (eH,
kvartet, J = 18 Hz), 3,97 (3H, singlet), 4,26 (1H, multiplet),
bL,45-4,99 (2H, kvartet, J = 14 Hz), 5,56 (1H, singlet), 9,85
(1H, singlet); '

(8) det ovennzvnte materiale, opndet i den hidtil reneste tilstand,
viser de folgende elementanalytiske verdier:

C: 37,53%, H: 4,36%, N: 12,77%, S: 16,42%;

(9) giver a-aminoadipinsyre, nar den hydrolyseres med 6 N saltsyre,
og giver 2-mercapto-l,3,4-thiadiazol, ndr den hydrolyseres i
methanol med "Dowex — 50 W" (H type). '

I betragtning af alle de ovennmvnte resultater er det klart, at
forbindelsen er en 7-methoxycephalosporin-forbindelse, da den
giver absorptionen ved 1765 om™+ i det infrarede absorptions-
spektrum, giver signalerne ved 3,97 ppm (3H, singlet, 7—OCH3),
5,56 ppm (1H, singlet, 6-CH), 3,69-4,29 ppm (2H, kvartet, J =

18 Hz, 2-CH,), b, 454,99 (2H, kvartet, J = 14 Hz, 3-sidekwzde-CH,)
i det magnetiske kerneresonansspektrum og giver o-aminoadipinsyre
ved sur hydrolyse, og da den endvidere viser absorptionen ved 9,85
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ppm (1H, singlet, thiadiazol-CH) i det magnetiske kerneresonansspek-
trum og giver 2-mercapto-l,3,4-thiadiazol ved mild hydrolysé, er
forbindelsen blevet bestemt til at have den ovennmvnte strdktur,
hvori der er indfgrt den heterocykliske thiol. '

Resultaterne af de forskellige chromatografiske og papirelektro-
phoretiske analyser af de ovennmvnte forbindelser I, II, III og

IV, fremstillet ved fremgangsmdden ifglge opfindelsen, er anfert
nedenfor. ' o

Rf-verdierne for disse forbindelser ved tyndtlagschromatogfafi
under anvendelse af mikrokrystallinsk cellulose ("Avicel SF", han- -
delsnavn) er anfert i den felgende tabel. '

; 1 2 3
Forbindelse T 0,39 0,37 ‘ 0,32
Forbindelse II 0,39 0,34 0,31
Forbindelse IIT 0,43 0,43 0,40
Forbindelse IV 0,39 0,38 0,33
Cephalosporin C 0,37 0,36 A 0,31
7-methoxy-cephalspo- A
rin C 0,41 0,36 ' 0,32
Cephamycin C 0,37 - 0,36 0,31
Y-G192-D3 0,26 0,26 0,22
Y-G19Z-D2 : 0,39 0,32 0,26

Udviklingssystem/(volumenforhold):

-1 Isopropandl : n-butanol : eddikesyre : vand
(21 : 3 : 7 :9).

2. n-butanol : eddikesyre : vand (4 : 1 : 2).

3. n-butanol : eddikesyre : vand (6 : 1,5 : 2,5).

e

Kontrolpreven, cephamycin C, er 7-(5-amino-5-carboxyvaleramido)-
3—carbamoyloxymethyl—?—methoxy-4&3—cephem—4—carboxylsyre.

Kontrolpreverne Y-G19Z-D3 og Y-G19Z-D2, er de 7-methoxycephalos-
porin-forbindelser, som tidligere er udskilt fra dyrkningsvmsken -
af Streptomyces oganonensis af de samme opfindere (se de japanske
tilgengelige patentansegninger nr. 109 753/74° og 146 593/75).
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7Rf—#ardierné, opndet ved papiradskillelseschromatografi under
anvendelse af Wattman nr. 1 filterpapir og ogsd et udviklingssys-
tem bestdende af n-butanol : eddikesyre : vand {(volumenforhold

L s+ 1 : 2), er som faglger: :

Rf-verdi
Forbindelse I ' 0,40
Forbindelse ITI . - 0,39
Cephalosporin C 0,36
7—methoxy—cephalosporin C 0,40
Cephamy01n C 0,35
Y-G192-D3 ’ : 0,24
Y-G19z-D2 - 0,25

Derpé blev forbindelserne analyseret under anvendelse af et"Hitachi
635 High Speed Liquid Chromatography Apparatus", og resultaterne

.er som fglger:

Sejle: 3 x 500 mm rustfast stélkolonne

Harpiks: "Hitachi 2610" (kationbytterharpiks, handelsnavn)
Udviklingssystem: 0,2 M citratpufferoplesning (pH 3,6)
Str@mningshastighed: 0,6 ml/min.

Korthastighed: 1,0 cm/min.

Tilbagehéldelsestid

Forbindelse T 5 min. 33 sek.
Forbindelse II 6 min. 00 sek.
Forbindelse III - 9 min. 35 sek.
Cephalosporin C 5 min. 18 sek.
7-methoxy-cephalos—

porin C 5 min. 09 sek.
Cephamycin C ' 5 min. 18 sek.
Y-G19Z-D3 3 min. 42 sek.
¥-G19z-D2 ' © 3 min. 42 sek.

Fndvidere er resultaterne, opndet ved analyse under anvendelse af
det ovennmvnte apparat under de folgende betingelser, anfert i den
folgende tabel. '
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Sejle: "u Bondapak Cyg" (fremstillet af Waters Ltd.) p& 4 x

300 mm. : C
Udviklingssystem: acetonitril : 0,1% eddikesyreoplesning (pH 3,3)/
(volumenforhold 1 : 9) : »
Stremningshastighed: 0,8 ml/min.
Korthastighed: 1,0 cm/min.

- Tilbageholdelsestid
Forbindelse I 3 min. 14 sek.
Forbindelse II 1 min. 52 sek.
Forbindelse III 2 min. 55 sek.
Forbindelse IV 1 min. 56 sek.

Resultaterne opnéet’ved hojspendings-papirelektrophorese er som
folger:

Filterpapir: Wattman Nr. 1.
Udviklingsmiddel: 10% eddikesyre (pH 2,2).
Spending: 42 V/cm.

Lebetid: 1 time. -

. Vandringsafstand
Forbindelse I - 3,6 cm
Forbindelse II - 3,5 cm
Forbindelse III - 3,6 cm
Forbindelse IV - 3,9 cm
Cephalosporin C - 3,5 cm
7-methoxy-cephalospo- :
rin C , - 3,4 cm
Cephamycin C ~ 3,5 cm
Y-G19Z-D3 - 6,1 cm
Y-G19Z-D2 - 6,1 cm
Cysteinsyre - 7,5 cm
Glutathlon - 1,2 cm

Herefter or den antibakterielle aktivitet af de ovenmmvate forbin-
delser I, II, IIT og IV, fremstillet ved fremgangsméden ifelge
opfindelsen, anfert i den felgende tabel sammen med verdierne for
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cephalosporin C til sammenligning.

Der anvendtes hjerteinfusionsagar-skive-metoden (500 /ug/ml oplos-

ning). -

Talverdierne i den nedenstdende tabel angiver diameteren  (mm) af

inhiberingszonen.

1 T III IV o

Sarcina lutea ATCC 9341 0 o 0 © 14,0
Staphylococcus aureus :
209 P , 0 o 0 0 12,8
Bacillus subtilis

ATCC 6633 0 0 0 0 23,1
Bscherichia coli NIHJ 19,2 18,7 14,2 13,0 10,4
Klebsiella pneumoniae 21,8 23,5 23,0 23,0 13,0
Salmonella gallinarum 24,0 25,2 23,5 25,1 23,5
Proteus vulgaris 0X 19 . 22,6 20,2 20,0 21,0 17,5
Proteus mirabilis .

" IMF OM-9 . 22,2 19,8 19,5 23,0 23,0

(Note): I: Forbindelsen I (opfindelsen).
II: Forbindelsen IT n
IIT: Forbindelsen IIT "
IV: Forbindelsen IV "
C: Cephalosporin C (sammenligning)

Hver af de ved fremgengsmdden ifelge opfindelsen fremstillede
forbindelser I, II, III og IV kan indgives 1 forskellige for-
mer alene eller i kombination med andre lmgemidler. S&ledes kan
forbindelserne indgives oralt, ved intramuskuler injektion, ved
intravenss injektion osv. i form af kapsler, tabeletter, pulvere,
granulater, oplgsninger og suspensioner. Forskellige bmrere til-
settes preparaterne, f.eks. mannitol, saccharose, glucose, steri-
liseret destilleret vand, saltoplesning og en vegetabilsk olie,
sdsom jordngddeolie eller sesamolie. Endvidere kan der tilszttes
andre ingredienser, sdsom stabilisatorer, bindemidlef, antioxi~
danter, konserveringsmidler, giittemidler til fremstilling af
tabletter, suspensionsmidler, viskositetsforegende midler, per-
fumer osv. ‘
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Som salte af de ifglge opfindelsen fremstillede forbindelser anvendes
saltene af uorganiske eller orgeniske baser, som er farmaceutisk
acceptable eller nyttige. Doserne af lsgemidlerne afhanger hoved-
sageligt af patientens tilstand og vegt og ogsd af indgivnings-
maden, dvs. oral eller parenteral indgivning. I almindelighed ind-
gives 50 mg/kg pé& en gang eller nogle f& gange om dagen.

De ved fremgangsm&den ifglge opfindelsen fremstillede forbindelser
viser udmsrkede antimikrobielle aktiviteter og er nyttige til
prophylaxe og behandling af sygdomme hos mennesker og dyr og kan
endvidere anvendes som mellemprodukter til fremstilling af andre
effektive 7-methoxycephalosporin-derivater. I alle tilfelde fore=-
trekkes det, at forbindelsen isoleres som det rene produkt eller
som et hejkoncentreret réprodukt.

Fremgangsméden ifslge opfindelsen belyses nmrmere ved de efter-
felgende eksempler.

EKSEMPEL 1

Fremstilling af 7-(5-amino-5-carboxyvaleramido)-3-(5-carboxymethylthio-
1,3, h-thiadiazol-2-yl)thiomethyl~7-methoxy-/\’~cephem-4-carboxylsyre I.

Bt dyrkningsmedium indeholdende 1% stivelse, 1% glucose, 1,5%
sojabgnnemel, 0,5% gzrekstrakt, 0,1% dikaliumhydrogenphosphat,

0,05% magnesiumphosphat og 0,3% natriumchlorid blev anbragt i 500 ml
Sakaguchi-kolber med 100 ml i hver og steriliseret ved 120°%C i

20 min., Hvert medium blev podet med Streptomyces oganonensis

stamme Y-G19Z og dyrket i 48 timer ved 30°C.

" Bt dyrkningsmedium med den ovennmvnte sammensmtning blev anbragt
i 2000 ml Sakaguchi-kolber med 400 ml i hver, steriliseret ved
120°C i 20 min. og podet med det ovenfor fremstillede podemateriale
i en koncentration pd 2-3% efterfulgt af dyrkning i 24 timer ved
30°C til frembringelse af en podekultur.

Derefter blev 60 1 af et dyrkningsmedium indeholdende 7% stivelse,
2% glutenmel, 2% sojabennemel, 0,8% glycerol, 0,1% "Casamino"-syre,
0,01% jern(III)-sulfat og 55 g natriumhydroxid fordelt i to 100



22 145583

11ters fermentorer sammen med 10 ml af et skumdampende middel be-
staende af en stabil hejmolekylar polyoxyalkylenforbindelse forhand—
let under navnet "Adecanol", og efter sterilisering i 30 min. ved
120 °C blev hvert medium podet med 800 ml af podekulturen og dyr-
ket i 247timer”ved 30 °c. "I en vandig natriumhydroxidoplesning
oplestes 2- carboxymethylthlo 5-mercapto-1,3,4-thiadiazol, og den
séledés. dannede oplgsning blev steriliseret ved hgjt tryk og sat
til hver fermentor op til 0,05% af podematerialet, hvorpd der

blev dyrket i yderligere 90 timer.

Eftef>a§ dyrknlngep var fuldfert blev dyrkningsvesken indstillet
til pH 2,0 og derpd blandet med et filtreringshjzlpemiddel bestden-
de af flnpulverlseret dlatomejord forhandlet under navnet "Radio-
1ite". Blandingen blev filtreret ved hjazlp af en filterpresse, og
filtraterne. blev kombineret til opndelse af omkring 100 1 fil-

trat. Filtratet blev indstillet til pH 3,0 med en vandig natriumhy-
droxidoplesning, sendt igennem en 12 liters s@jle af ionbytterhar-
piks "Amberlite™ XAD-2", og sejlen blev vasket med 30 1 vand og
derpd elueret med 30 1 50% vandig acetone. Det opsamlede eluat

blev koncentreret til 5,5 1, og efter fjernelse af dannede urenhe-

- der sattes vand til remanensen til frembringelse af 10 1 oples-

ning. Den sé&ledes fremstillede oplesning blev indstillet til pH

3,5 med fortyndet saltsyre og derpéd sendt igennem en 3 liters soj-

le af 1onbytterharp1ks "AmberllteqleA—68" Efter vaskning af
,,szalen med 6 1 vand wdfertes eluering ved hjelp af en vandig
oplzsnlng (pE 7, 2) indeholdende 1 M patriumitrat og 0,1 M natrium-
acetat til opndelse af omkring 5 1 oplesning indeholdende antimikro-
bielt aktivt materiale. Oplssningen blev indstillet til pH 3 o,
sendt igennem en 1 liters "Amberlite XAD-2"sgjle, og efter vaskning
af sgjlen med vand blev den elueret med 50% vandig acetone til op-
naelse af omkring 400 ml vandig oplegsning indeholdende antimikro-
bielt aktivt materiale. Ved lyophilisering af oplesningen blev

der opnaet omkring 18 g rat pulver af den enskede forbindelse I.

De 18 g r&t pulver blev underkastet sejlechromatografi under an=-
vendelse af omkring 800 ml tverbunden dextran substitueret med di-

ethylamlnoethylgrupper forhandlet under navnet "DEAE-Sephadex
'A-25" (eddikesyre-type) fyldt med en lille mangde 0,5 M ammonium-
bromid/eddikesyre-pufferoplesning og fraktioneret i effektive
komponenter. De opndede antimikrobielt aktive fraktioner blev op-
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samlet, sendt igennem en 500 ml “AmberliteG§XAD—2"szjle, og efter
vaskning med vand blev sejlen elueret med 25% vandig acetone, og

eluatet blev inddampet til terhed.

Derpd blev den opndede produktremanens underkastet sejlechromatografi
under anvendelse af mikrokrystallinsk cellulose ("Avicel"),
praepareret med en oplesningsmiddelblanding af isopropanocl og

vand i volumenforholdet 7:3, og under anvendelse af den samme
oplesningsmiddelblanding. Den opndede antimikrobielt aktive

fraktion blev anbragt m en plet pd en tyndtlagsplade af "Avicel SF",
udviklet med en blanding af isopropanol: n-butanol: eddikesyre:
vand (volumenforhold 21:3:7:9), og derpd blev der sprejtet en
0,25% oplegsning af ninhydrin i pyridin p& pladen efterfulgt af
opvarmning til frembringelse af farvning. De fraktioner, som
udviste en Rf-verdi p& 0,39, blev opsamlet. Fraktionen blev
vacuuminddampet til terhed ved 45-50°C og derpd underkastet
s@jlechromatografi pa mikrokrystallinsk cellulose ("Avicel"),
prepareret med en oplesningsmiddelblanding af isopropanol/n-buta-
nol/eddikesyre/vand (volumenforhold 21:3:7:9). Den sdledes opndede
antimikrobielle fraktion blev underkastet tyndtlagschromatografi

pd "Avicel SF" med den ovennmvnte oplesningsmiddelblanding, 0g

ved at folge den samme procedure som . ovenfor blev de fraktioner,
som udviste en Rf-verdi p& 0,39 opsamlet og vacuuninddampet til
terhed.

produktremanensen blev yderligere renset ved en spjlechromatografi
pad mikrokrystallinsk cellulose under anvendelse af en oplesnings-
middelblanding af n-butanol/eddikesyre/vand {(volumenforhold 6:1,5:
2,5). Den rensede aktive fraktion blev inddampet til terhed og
derpd oplegst i en lille mengde destilleret vand. Oplesningen blev
udviklet pd en sejle af tvarbundet dextrangel forhandlet under
navnet "Sephadex= G-10" under anvendelse af destilleret vand.

De fraktioner, som udviste antimikrobiel aktivitet, blev opsam-
let og underkastet tyndtlagschromatografi som angivet ovenfor
under anvendelse af en oplesningsmiddelblanding af n-butanol/
eddikesyre/vand ( volumenforhold 6:1,5:2,5). De fraktioner, som
udviste Rf 0,32 blev opsamlet, koncentreret og derpad underkas-
tet lyophilisering, hvorved der blev opndet omkring 80 mg hvid

7-(5-amino—5—carboxy—valeramido)—3—(5—carboxymethy1—1,3,4—thiadiae ]
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zol—2*y1)thiomethyl—?—methoxy—[)3—cephem—4—carboxylsyre.
EKSEMPEL 2

Fremstilling af 7~(5-amino~5-carboxyvaleramido)-3-(1l-methyl-1H~
tetrazol—5—y1)thiomethyl—?—methoxyﬂZXB—cephem—&—carboxylsyre 1T,

Et dyrkningsmedium indeholdende 1% stivelse, 1% glucose, 1,5%
sojebegnnemel, 0,5% garekstrakt, 0,1% dikaliumhydrogenphosphat,

' 0,05% magnesiumsulfat og 0,3% natriumchlorid blev anbragt i 500

ml Sakaguchi-kolber med 100 ml i hver og steriliseret 1 20 min.

ved 120°C. Derpd blev hvert medium podet med Streptomyces ogénonénsis
stamme Y-G19Z efterfulgt af dyrkning i 48 timer ved 30°C. Bt yder-
ligere'dyrkningsmedium med den ovennzvnte sammensztning blev anbragt
i 2 liters Sakaguchi-kolber med 400 ml i hver, og efter sterili-
sering i 20 min. ved 120°C blev hvert medium'podet med op til 2-3%

af den ovenfor fremstillede dyrkningsvaske og dyrket i yderligere 24
timer ved 30°C til opndelse af et podemateriale.

Derefter blev 60 1 af et dyrkningsmedium indeholdende 7% stivelse,
2% glutenmel, 2% sojabennemel, 0,8% glycerol, 0,1% "Casamino"-syre,
0,01% jern(iII)-sulfat og 55 g natriumhydroxid anbragt i 2 100
liters fermentorer, hver portion sammen med 10 ml af det skumdazm-
pende middel "Adecanol", og efter sterilisering i 30 min. ved

120 °c, blev hvert medium podet med 800 ml af det ovenfor frem-
stillede podemateriale efterfulgt af dyrkning i 24 timer ved 30

°C. Derpa oplestes 1-methyl-5-mercapto-1H-tetrazol i en van-

dig natriumhydroxidoplesning, og oplesningen blev steriliseret

ved hejt tryk og tilsat dyrkningsvasken i en koncentration pa

0,05%; hvorefter blandingen blev dyrket i yderligere 90 timer.

Efter at dyrkningen var fuldfert, blev den saledes dannede dyrk-
ningsvaeske indstillet til pH 2,0 og derpad blandet med filtrerings-—
hjzlpmidlet "Radiolite" under omrgring. Blandingen blev filtre-
ret under anvendelse af en filterpresse, og de opndede filtrater
blev kombineret til opndelse af omkring 100 1 filtrat.

Filtratet blev indstillet til pH 3,0 med en vandig natriumhydroxid-
oplesning, sendt igenmem en 12 liters "Amberlite XAD-2"sgjle,

og efter vaskning af sgjlen med 30 1 vand blev den elueret med

30 1 50% vandig acetone. Eluatet blev koncentreret til 5,5 1, og
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koncentratet indstillet til pH 3,5 med fortyndet saltsyre og
sendt igennem en 3 liters "aAmberlite IRA-68" (Cl-type) swoijle.
Sejlen blev vasket med 6 1 vand og fraktioneret med en vandig
oplesning (pH 7,2) indeholdende 1 M natriumnitrat og 0,1 M

natriumacetat til opndelse af omkring 5 1 af en oplesning
indeholdende et antimikrobielt aktivt materiale. Oplegsningen
blev indstillet til pH 3,0, sendt igennem en 1 liters "Amberlite

XAD-2"sgjle, vasket med vand og elueret med 50% vandig acetone
til opndelse af omkring 400 ml af en vandig oplesning indeholdende
det anitmikrobielt aktive materiale. Ved lyophilisering af oples-
ningen blev der opndet omkring 54 g r&t pulver af den enskede
forbindelse II. Det r& pulver blev underkastet sgjlechromatografi
med omkring 800 ml "Sephadexqu—ZS" (eddikesyre-type) fyldt med en
lille mengde 0,5 M ammoniumbromid/eddikesyre-pufferoplesning til
fraktionering af aktive komponenter. De antimikrobielt aktive
 fraktioner blev opsamlet, sendt igennem en 500 ml "AmberliteanAD—Z"
sejle, og ssjlen blev vasket med vand og elueret med en vandig
25% acetoneoplesning. De antimikrobielt aktive fraktioner blev op-

samlet og vacuuminddampet til terhed.

Den dannede remanens blev underkastet sgjlechromatografi under
anvendelse af mikrokrystallinsk cellulose ("Avicel") fyldt med

en blanding af isopropanol og vand (volumenforhold 7:3), under
anvendelse af den samme oplesningsmiddelblanding. Den opndede
antimikrobielt aktive fraktion blev opsamlet, anbragt som plet

p& en tyndtlagsplade af "Avicel SF", udviklet med en blanding

af n-butanol"eddikesyre/vand (volumenforhold 6:1,5:2,5) og

derpé sprejtet med en oplesning af 0,25% ninhydrin i»pyridin,
efterfulgt af opvarmning til frembringelse af farvning. De frak-
tioner, som udviste Rf 0,31 blev opsamlet. Fraktionerne blev
koncentreret under formindsket tryk og terret, og derefter

blev den dannede remanens underkastet sgjlechromatografi pd
mikrokrystallinsk cellulose ("Avicel"), prazpareret med en op-
lesningsmiddelblanding af isopropanol/n-butanol/eddikesyre/vand
(volumenforhold 21:3:7:9). De opndede antimikrobielt aktive
fraktioner blev underkastet tyndtlagschromatografi pa "Avicel SF"
med en oplesningsmiddelblanding med samme sammensetning som
ovenfor, og ved at fglge den samme procedure som ovenfor blev
de fraktioner, som udviste Rf 0,39, opsamlet og vacuuminddampet
til terhed. | ’
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Den saledes dannede remanens blev yderligere underkastet en
sejlechromatografi pd mikrokrystallinsk cellulose under anven-
delse af en oplesningsmiddelblanding af n-butanol /eddikesyre/
vand (volumenforhold 6:1,5:2,5) til rensning af den effektive
komponent. Den s&ledes rensede aktive fraktion blev vacuumind-
dampet til tgrhed, oplest i en 1lille mzngde destilleret vand

0g ﬁdviklet pd en sejle af den tvarbundne dextrangel "Sephadex
,5:10" uﬁde: anvendelse af destilleret vand. Fraktionerne med
éﬁtimikrobiel aktivitet blev opsamlet og underkastet tyndtlags-
chromatografi under anvendelse af en oplgsningsmiddelblanding af
nfbutAnol/éddikesyre/vand (volumenforhold 6:1,5:2,5) som angivet
ovenfor. Derpd blev fraktionerne med Rf 0,31 opsamlet, koncentre-
ret og derpd lyophiliseret, hvorved der blev opndet 60 mg hvid
7—(S-amino—S-carboxyvaleramido)—3—(l—methyl—lH—tetrazol—5—y1)thio—
. methyl—7—methoxy—[53-cephem—4—carboxylsyre.

EKSEMPEL 3

Fremstilling af 7-(5-amino-5-carboxyvaleramido)-7-methoxy-3-
(5—methyl—l,3,4—thiadiazol—2-y1)thiomethyl—[ﬁ?—cephem—h—carboxylsyre
I1T.

Bt dyrkningsmedium indeholdende 1% stivelse, 1% glucose, 1,5%
sojabgnnemel, 0,5% gerekstrakt, 0,1% dikaliumhydrogenphosphat,
0,05% magnesiumsulfat og 0,%% natriumchlorid blev anbragt i 500
ml Sekaguchi-kolber med 100 ml i hver og steriliseret i 20 min.
ved 120°C. Hvert medium blev derpd podet med Streptomyces ogano-
'nensis stamme Y-G19Z og dyrket i 48 timer ved 30°C. Yderligere
dyrkhingsmedium med den ovenfor beskrevne sammensztning blev
anbragt i 2 liters Sakaguchi-kolber med 400 ml i hver og sterili-
seret i 20 min. ved 120°C. Hvert medium blev podet med den oven-
for fremstillede dyrkningsveske i en koncentration pd 2-3% og
derpd dyrket i 24 timer ved 30°C til dannelse af en podekultur.

For sig blev 60 1 af et dyrkningsmedium indeholdende 7% stivelse,
- 2% glutenmel, 2% sojabgnnemel, 0,8% glycerol, 0,1%-"Casamino"-syre,

0,01 % jern(III}sulfat og 55 g natriumhydroxid anbragt i 2 100
liters fermentorer sammen med i hver portion 10 ml af det skum-

dampehde middel "Adecanol", steriliseret i 30 min. ved 120 °C
og podet med 800 ml podekultur efterfulgt af dyrkning i 24 timer
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ved 30 °C. Derpd blev 2-mercapto-5-methyl-1,3,4-thiadiazol oplest
i vandig natriumhydroxidoplesning, steriliseret ved hejt tryk og
tilsat dyrkningsvasken i en koncentration pad 0,05%, efterfulgt

af yderligere dyrkning i 90 timer.

Efter at dyrkningen var fuldfert, blev dyrkningsvasken indstillet
til pH 2,0 og blandet med filtreringshjzlpemidlet "Radiolite" un-
der omrering. Blandingen blev filtreret under anvendelse af en
filterpresse, og filtraterne blev kombineret til opndelse af om-
kring 1 1 filtrat.

Filtratet blev indstillet til pH 3,0 ved tilsztning af vandig
,natriumhydroxidoplgsning; sendt igennem en 12 liters "Amberlite
XAD-2"sgjle, og sejlen blev vasket med 30 1 og elueret med 30 1

vandig 50% acetoneoplssning. Eluatet blev koncentreret til 5,5 1,
og koncentratet blev indstillet til pH %ﬁ; med fortyndet saltsyre

og sendt igennem en 3 liters "Amberlite ¥~ IRA-68"sgjle. Sgjlen
blev vasket med 6 1 vand og elueret med en vandig oplosning
(pH 7,2) indeholdende 1 M natriumnitrat og 0,1 M natriumacetat
til opndelse af en oplesning indeholdende omkring 5 1 antimikro-
bielt aktivt materiale. Oplesningen blev indstillet til pH 3,0,
sendt igennem en 1 liters "Amberlite XAD-2"sgjle, og efter .
vaskning af sejlen med vand blev den elueret med en vandig 50%
acetoneoplzsnihg til opnéelse af omkring 400 ml af en vandig
oplesning indeholdende det antimikrobielt aktive materiale. Pro-
duktet blev lyophiliseret.

Under anvendelse af en oplzsningsmiddelblanding af n-butanol/
eddikesyre/vand (volumenforhold 4:1:2) blev remanensen under-
kastet sejlechromatografi pa mikrokrystallinsk cellulose ("Avicel")
fyldt med den samme oplesningsmiddelblanding som ovenfor. De opnéede
antimikrobielt aktive fraktioner bliver kombineret og anbragf )
som plet p& en tyndtlagsplade af "Avicel SF", udviklet med en
oplesningsmiddelblanding af isopropanol/n—butanol/eddikesyre/

vend (volumenforhold 21:3:7:9) og derpd pasprejtet en 0,25% oples-
ning af ninhydrin i chloridin til frembringelse af farvning ved
opvarmning. S8ledes blev de fraktioner, der udviste Rf 0,43 op-
samlet, vacuuminddampet til terhed ved 45-50°C 0og derpd under-
kastet sejlechromatografi pé mikrokrystallinsk cellulose ("Avicel"),
prapareret med en oplesningsmiddelblanding af acetonitril/vand
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(volumenforhold 7:3). Den opndede antimikrobielt aktive fraktion
blev underkastet tyndtlagschromatografi pd "Avicel SE" som ved

den ovenstlende procedure, og derpd blev de fraktioner, der udviste
Rf 0,43,Vopsamlet og inddémpet til terhed, hvorved der blev op-

ndet 0,78 g rat pulver.

Pulveret blev oplest i en lille msngde destilleret vand og ud-
viklet pa en sejle af den tvarbundne dextrangel "SephadeXGDG 10"
under anvendelse af destilleret vand. De antimikrobielt aktive
fraktioner blev kombineret og underkastet tyndtlagschromatografi
under anvendelse af en oplesningsmiddelblanding af n-butanol/ed-
dikesyre/vand (volumenforhold 4:1:2) som angivet ovenfor, og
fraktionerne med Rf 0,43 blev opsamlet, koncentreret og 1yophi—'
liseret, hvorved der blev opndet 82 g hvid 7-(5-amino-5-carboxyl-
véleramido)—7-methoxy+3—(5—methy1—1,3,4—thiadiazol—2—y1)—thio—
mefhyl;Z§3—cephem-4—carboxylsyre.

EKSEMPEL -4 -

Ved den samme procedure som i eksempel 1, men under anvendelse

af en oplesning af bis—(5—carboxymethylthio—l,B,A-thiadiazol—z—yl)di—
sifid, fremstillet ved oplesning af disulfidet i vandholdigt methanol
og sterilisering ved filtrering under anvendelse af Millipore=-filter,
i stedet for oplgsningen af 5-mercapto-1l,3,4-thiadiazol-2-thioceddike-
syre i vand, fremstillet under anvendelse af vandig natriumhydroxid-
oplgsning og sterilisering ved hejt tryk, blev der opndet 23 g

r&t pulver af den gnskede forbindelse I, og rensning af produktet
som i eksempel 1 gav 45 mg 7~(5-amino-5-carboxyvaleramido)-3~
(5—carboxymethy1thip—1,3,4—thiadiazol—2—yl)thiomethyl—7—methoxy1£x3—
cephem-4—carboxylsyre (forbindelse I).

'EKSEMPEL 5

Ved den samme procedure som i eksempel 2, men under anvendelse af
en oplegsning af bis-(l—methyl—lHétetrazol—E—Yl)disulfid, frem-
stillet ved oplegsning af disulfidet i vand indeholdende methanol

og sterilisering ved filtrering under anvendelse af Millipore-filter,
i stedet for opl@sningen-af 1-methyl-5-mercapto-lH-tetrazol

irvand, fremstillet under anvendelse af en vandig natrium-
hydroxidoplesning og sterilisering ved hejt tryk, blev der opnaet

omkring 26 g rat pulver af den enskede forbindelse II, og rens-
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ning af produktet som i eksempel 2 gav 37 mg 7-(5-amino-5-
carboxyvaleramido)—3—(l—methyl—lH—tetrazol—S—yl)thiomethyl—7wmethoxy~
[3;—0ephem-h-carboxylsyre (forbindelse II).

FKSEMPEL 6

Ved den samme procedure som i eksempel 3, men under anvendelse af
en oplesning af pis-(5-methyl-1,3, 4-th1ad1azol—2—yl)dlsulfld frem-
stillet ved oplesning af disulfide i vandholdlgt methanol og steri-
lisering ved filtrering under anvendelse af Millipore-filter, i
stedet for oplesningen af 2-mercapto-5-methyl-1, 3, L.thiadiazol i

vand, fremstillet under anvendelse af en vandig natriumhydroxid-
oplesning og sterilisering ved hejt tryk, blev der opnéet omkring

19 g r&t pulver af den egnskede forbindelse III, og rensning af
produktet som i eksempel 3 gav 50 mg 7-(5-amino-5- carboxyvaleramido)-
7-methoxy~3-(5-methyl-1,3 h—thladlazol—Z—yl)thlomethy17[§3—cephem—
L4-carboxylsyre (forblndelse I11).

EKSEMPEL

Fremstilling af 7-(5- m1no—5-carboxyvaleram1do) 7—methoxy—3—
(1,3, 4—thiad1azol—2-yl)thlomethyl—ls —cephem—h—carboxylsyre Iv.

Et dyrkningsmedium indeholdende 1% stivelse, l%'glucose, 1,5%
sojabennemel, 0,5% gmrekstrakt, 0,1% dikaliumhydrogenphosphat,
0,05% magnesiumsulfat og 0,3% natriumchlorid blev anbragt i 5C0
ml Sakaguchi-kolber med 100 ml i hver, steriliseret i 20 min.
ved 120°¢C og podet med Streptomyces oganonensis stamme Y-G19Z
efterfulgt af dyrknlng i 48 timer ved 30 C Yderligere dyrk-
ningsmedium med den ovennsvnte sammensatnlng blev anbragt i 2

1 liters Sakaguchl-kolber nmed 400 ml i hver, steriliseret i 20
min., ved 120°C og derpd podet med 2- 3% af den ovenfor fremstll—
lede dyrkningsveske efterfulgt af yderligere dyrkning i ol timer
ved 30°C +til dannelse af en podekultur.

Separat blev 60 1 af et dyrkningsmedium indeholdende 7% stivelse,
2% glutenmel, 2% sojabegnnemel, 0,8% glycerol, '0,1% "Casamino"-syre,
0,01% jern(III)-sulfat og 55 mg natriumhydroxid anbragt i 2 100
liters fermentorer sammen med i hver portion 10 ml af det skum-
dempende middel "Adecanol", steriliseret i 30 minutter ved 120 °C



30 145583

og podet med 800 ml af podekulturen efterfulgt af dyrkning i 24
timer ved 30 °C. Derefter sattes en oplesning af 2-mercapto-1,3,4-
thiadiazol, fremstillet ved oplesning af thiediazolen i vand under
anvendelse af en vandig natriumhydroxidoplesning og sterilisering
ved hejt tryk, til dyrkningsvasken, sdledes at koncentrationen
af thiadiazolen blev 0,05%, og derefter blev systemet dyrket i

yderligere 90 timer.

‘Efter at dyrkningen var fuldfert blev dyrkningsvasken indstillet
til pH 2,0 og blandet med filtreringshj®lpemidlet "Radiolite"
under omrering. Blandingen blev filteret under anvendelse af en

filterpresse, og filtraterne blev kombineret til omkring 100 1

filtrat.

- Filtratet blev indstillet til pH 3,0, sendt igennem en 12 liters
"AmberlrhaGDYAD—Z"sgal og sejlen blev vasket med 30 1 vand og
elueret med 30 1 vandig 50% acetoneoplosning. Eluatet blev kon-
centreret til 5,5 1, og koncentratet blev indstillet til pH 3,5,
sendt igennem en 3 liters "Amberlite IRA-68" (Cl-type) ssjle.
Spjlen blev vasket med 6 1 vand og elueret med en vandig oples-
ning (pH 7,2) indeholdende 1 M natriumnitrat og 0,1 M natriumace-
tat til opndelse af omkring 5 1 oplesning indeholdende et anti-
mikrobielt aktivt materiale. Oplesningen blev indstillet til pH
3,0, sendt igennem en 1 liters "Amberlite ® XAD-2"spjle, vasket
med vand og elueret med en vandig 50% auetoneop Lgsning til opnd-
else af omkring 400 ml af en vandlg oplesning indeholdende

qet antimikrobielt aktive materiale. Oplesningen blev lyophilise-

ret.

Under anvendelse af en oplesningsmiddelblanding af n~-butanol/

eddikesyre/vand (volumenforhold 4:1:2) blev den dannede remanens
underkastet sgjlechromatografi pd mikrokrystallinsk cellulose

("Avicel") fyldt med den samme oplesningsmiddelblanding som oven-
for. De antimikrobielt aktive fraktioner blev kombineret og an-
bragt som plet pd en tyndtlagsplade af "Avicel", udviklet under
anvendelse af en oplesningsmiddelblanding af isopropanol /n-butanol/
eddikesyre/vand (volumenforhold 21:3:7:9) og derefter sprejtet

med en 0,25% oplesning af nwnhydrln i pyridin til frembringelse

af farvnlng under opvarmning. Fraktlonerne,som udv15te Rf 0,39,
blev opsamlet og vacuuminddampet til tgrhed ved 45- 50 C. Produkt-
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remanensen blev underkastet sejlechromatografi pa mikrokrystallinsk
cellulose ("Avicel") fyldt med en oplesningsmiddelblanding af
acetonitril/vand (volumenforhold 7:3). De antimikrobielt aktive
fraktioner blev ogsd underkastet tyndtlagschromatografi pa
taAvicel SF" som ved den ovenstdende procedure, Og derpd blev
fraktionerne med Rf 0,39 opsamlet og vacuuminddampet til terhed,
hvorved der blev opndet 0,92 g rdt pulver.

Det r& pulver blev oplest i en 1ille mengde destilleret vand og
underkastet sejlechromatografi under anvendelse af "Amberlite
CG-50" (H-type)sejle med destilleret vand, og de antimikrobielt
aktive fraktioner blev opsamlet, koncentreret og lyophiliseret.
Remanensen blev oplgst i en lille msngde destilleret vand og ud-
viklet pd en sejle af den tvarbundne dextrangel "Sephadex-=C 10"
under anvendelse af destilleret vand. Den antimikrobielle aktivi-
tet af hver fraktion blev undersegt, og de effektive fraktioner
blev underkastet tyndtlagschromatografi under anvendelse af en op-
lgsningsmiddelblanding af n-butanol /eddikesyre/vand (volumenfor-
hold 4:1:2) som beskrevet ovenfor. Fraktionerne med Rf 0,38 blev
opsamlet, koncenteret og lyophiliseret, hvorved der blev opndet 75
mg hvid 7—(5—amino—5—carboxyvaleramido)—7—methoxy-3~(1,3,4—thiadia-
zol-2—y1)thiomethyl—[&3—cephem—4—carboxylsyre.

EKSEMPEL 8

Et dyrkningsmedium, som indeholdt 1,0% glucose, 1,0% sti-
velse, 1,5% sojebennemel, 0,5% gerekstrakt, 0,1% dikalium-
hydrogenphosphat og 0,05% magnesiumsulfat (7 HZO), blev
fordelt 1 500 ml Sekaguchi-kolber med 100 ml i hver og
gteriliseret. Medierne blev podet med Streptomyces clavu-
ligerus IF0 13307 og dyrket pd en rystemaskine i 3 dage
ved 27° C.

Separat blev der i hver af 100 Erlenmeyer-kolber med et
volumen pd 500 ml fyldt 50 ml af et dyrkningsmedium, som
indeholdt 3,0% kartoffelstivelse, 1,5% sojabgnnemel, 1,5%
bomuldsfremel, 0,45% natriumcitrat, 0,06% mangansulfat,
0,06% magnesiumsulfat (7 H,0) og 0,05% Jjern(III)-sulfat, og
kolberne blev steriliseret og afkelet pd sedvanlig méde.
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Medierne blev podet med stamkulturen i kimfri tilstand og
dyrket ved 27° ¢ pa et roterende rysteapparat (220 omdr./
min.). Efter 24 timers dyrkning blev dyrkningsvesken til-
sat en vandig oplzsning af 5-mercapto-l-methyl-l1H-tetra-
zol, som var fremstillet ved hjelp af en vandig oplgsning
af natriumhydroxid, i en mengde pd 0,06%, beregnet pé den
samlede mengde dyrkningsveske.

Efter 160 timers dyrkning blev dyrkningsvesken filtreret

fra fast'stof, hvorved der blev udvundet 2,5 liter filtrat.
Filtratet pﬂ—v&rdi blev indstillet 2,0, og det blev vasket

med en lige s& stor mengde ethylacetat, hvorefter den van-

dige fase blev skilt fra. Den vandige fase blev adsorberet

pd en 50 ml sejle af ionbytterharpiks "Dowex~50W", og s@jlen
blev efter vaskning med vand elueret med 125 ml 0,2 M natrium-
phosphatopl@éning (pH 4,60). Eluatet blev inddampet, og den sa-
ledes opndede koncentrerede oplesning blev underkastet sejlechro-
matografi pd filtereringshjzlpemidlet "Avicel" med en oplesnings-
middelblanding af n-propanol, methanol og vand i volumenforhol-
det 7:0,5:2,5. De sdledes opnaede virksomme komponenter blev un-
derkastet en yderligere sejlechromatografi pa "Avicel" ved hjzlp
af en oplgsningsmiddelblanding af n-propanol, eddikesyre

og vand i volumenforholdet 4:1:2.

Den antimikrobielle aktivitet blev iagttaget i fraktioner-
ne nr. 24 - 33. Disse fraktioner blev inddampet, nedfros-
set og terret i vacuum, hvorved der blev opndet 29,5 mg
af det rd produkt. Produktet blev ved hjelp af en hej-
hastigheds-veskechromatograf opdelt i fire dele. Delen

II blev skilt fra, hvorved der blev opndet ca. 4,9 mg af
et rent, hvidt produkt, som péd grundlag af NMR-, UV- og
IR-absorptionsspektre blev fastsldet at vare 7-(5-amino-
5-carboxyvaleramido )-7x-methoxy=-3-(1l-methyl-1H-tetrazol-
5-y1)thiomethy1—l&3-cephem-4-carboxylsyre.

Nir demne procedure blev gentaget under anvendelse af hen-
holdsvis Strep. rochei IFO 12908, Strep. lipmanii IFO
13306 og Strep. viridochromogenes IFO 13347 i stedet for
Strep. clavuligerus IFO 13307, blev der opndet henholds-
vis 28 mg, 23 mg og 25 mg af det rd produkt og henholds-
vis 3 mg, 7 mg og 5 mg af de rensede produkter.
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1. Fremgangsmide til fremstilling af 7-(5-amino-5-carb-
oxyvaleramido)—7-methoxycephalosporin—derivater med den
almene formel

HOOC
\CH(CH ) xCONH
) (
H Aa
. -S—
CooM
hvori R2 betyder en 5-leddet heterocydlisk gruppe, som

indeholder 2 - 4 nitrogenatomer og yderligere kan inde-
holde et svovlatom, og som kan vare substitueret med en
lavere-alkylgruppe eller en carboxy-lavere-alkylthiogrup-
pe og M betyder hydrogen eller en saltdannende kation ud-
valgt blandt alkalimetaller, jordalkalimetaller, tungme-
taller og baser, der danner kvaternzre salte eller amin-
salte, kendetegnet ved, at en af mikroorganis-
merne

Streptomyces rochei IFO 12908,

Streptomyces lipmenii IFO 13306,

Streptomyces viridochromogenes IFO 13347,

Streptomyces clavuligerus IFO 13307, og

Streptomyces oganonensis ATCC 31167

dyrkes i et nmringsmedium med tilsetning af en heterocyc-
1lisk thiol med formlen

R2SH

eller et salt deraf eller en forbindelse med formlen

2 2

R™S~-SR

hvori R2 her den ovennmvnte betydning, hvorpd det dannede
cephalosporinderivat isoleres.
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2. Fremgangsmadde ifelge kravl, kendetegne t
ved, at den 7-methoxycephalosporinantibioticum-produce-
rende mikroorganisme er Streptomyces oganonensis ATCC

31167.

3. Fremgangsmdde ifplge krav 1 eller 2 til fremstilling

af 7-(5-amino-5-carboxyvaleramido)-3-(5-carboxymethylthio-
1,3,4-thiadiazol—2—yl)thiomethyl-7-methoxy—A§-céphem—4—car—
boxylsyre, kendetegnet ved, at der som tilsat-
ning anvendes 2-carboxymethylthio-5-mercapto-1,3,4-thiadia~-

zol eller det tilsvarende disulfid.

4. Fremgangsmidde ifplge krav 1 eller 2 til fremstilling
af 7-(5-amino-5-carboxyvaleramido)-3-(l-methyl-1H-tetra-
zol—5-y1)thiomethyl—7—methoxy—A3-cephem~4—carboxylsyre,

kend é tegnet ved, at aer som tilsatning anven-

des l-methyl-5-mercapto-lH-tetrazol eller det tilsvarende

disulfid.

5. Fremgangsmadde ifslge krav 1 eller 2 til fremstilling
af 7-(5-amino-5-carboxyvaleramido)-7-methoxy-3-(5-methyl-
1,3,4—thiadia201—2—yl)thiomethyl—A3-cephem—4—carboxyl5yre,
kendetegnet ved, at der som tilsztning anven-
des 2-mercapto-5-methyl-1,3,4-thiadiazol eller det til-

svarende disulfid.

6. Fremgangsmdde ifelge krav 1 eller 2 til fremstilling
af 7-(5-amino-5-carboxyvaleramido)-7-methoxy-3-(1,3,4~
thia&iazol—2-y1)thiomethyl-A3—cephem—4—carboxy1syre,
kendetegnet ved, at der som tilsztning anven-
des 2-mercapto-1,3,4-thiadiazol eller det tilsvarende di-
sulfid.

Fremdragne publikationer:
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