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Przedmiotem wynalazku jest sposdéb wytwarza-
nia nowych 3-(5’-rybonukleotyddéw) zwigzkéow typu
klindamycyny, w ktérych rodnik kwasu propylohi-
growego zostal zastgpiony rodnikiem innego cy-
klicznego aminokwasu, o wzorze ogélnym 1, w kto-
rym R1 oznacza atom wodoru, rodnik alkilowy
ewentualnie podstawiony, majgcy w czesci alkilo-
wej 1—8 atomow wegla lgcznie, rowniez jego po-
stacie izomeryczne R, oznacza atom wodoru lub
grupe CHJ, -CZH5 lub -CH2CH20H, n oznacza
liczbe calkowitg 1-—4 wigcznie, Y oznacza 7(S) chlor
lub 7(R) chlor, ewentualnie w postaci,ich farma-
ceutycznie dopuszczaliiych soli.

Okreslenie grupa alkilowa oznacza grupe alki-
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Sposobem wedlug wynalazku otrzymuje sie nowe
zwigzki — 3-rybonukleotydy takich pochodnych
klindamycyny, w ktoérych jednostka kwasu pro-
pylohigrowego zostala zastgpiona rodnikiem innego
cyklicznego aminokwasu. Niecoczekiwanie okazalo
sie, Ze nukleotydy te wykazujg czynno$¢ przeciw-
bakteryjng in vivo tak wysoka, jak zwigzki ma-
cierzyste.

Z powodu tych wlasciwosci, zwigzki ktorych wy-
twarzanie stanowi przedmiot wynalazku, sg uwa-
zane za kandydujace do stosowania w lecznictwie.
Sa one uzyteczne rowniez w profilaktycé i leczeniy
pacjentéw zakazonych pierwotniakami.

Zwiazki typu klindamycyny, kiére mozna prze-

lows o lancuchu prostym lub rozgalezionym. 15 prowadzi¢é w 3-rybonukleotydy sposobem wedlug

Charakterystyke i wytwarzanie klindamycyny wynalazku moga by¢ przedstawione wzorem 10.
o wzorze 9, przedstawiono w opisach patentowych W zwigzkach tych grupe wodorotlenowa w polo-
Stanow Zjednoczonych Ameryki nr nr 3086 912 zeniu 3 jednostki linkozamidyny zostapiono nukleo-
i 3496 163. Antybiotyk ten jest szeroko stosowany 20 tydem 2z grupy obejmujgcej kwas adenylowy,
w leczeniu ludzi i zwierzat. W wielu krajach guanylowy, cytydylowy lub urydylowy. We wzo-
udzielono na ten antybiotyk i na réine jego po- rze 10 R, moze byé podstawiony w kazdym po-
chodne szereg patentow. lozeniu pierscienia pirydyny nie podstawionym
\Zi—nukleotydy klindamycyny opisano w opisie przez R, i ma wyzej podane znaczenie, a Ry, ktory
patentowym  Stanéw  Zjednoczonych Ameryki 23 moze wystepowaé jednokrotnie w dowolnym po-
nr 3 671 647. Zwigzki te zawierajq jednostke kwasu lozeniu pierscienia pirydynowego nie zajetym przez
propylohigrowego. W prébach wobec S.aureus pro- R, oznacza grupe -C(O)X, w ktorej X oznacza
wadzonych in vivo powyzsze 3-nukleotydy maja grupe aminowa zwigzku z grupy obejmujagcej na
aktywnos$é rowng okolo 1/10 aktywnosci zwigzku przyklad 7(S)-chlorometylo-1-tio-a-linkozaminid lub
macierzystego. 30 7(R)-chlorometylo-1+tio-a-linkozaminid,
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Sposobem wedlug wynalazku omawiane 3-(5'-
-rybonukleotydy) o wzorze ogélnym 1, w ktérym
R, R;, n i Y maja podane znaczenie wytwarza
sie metoda transformacji mikrobiologicznej, przez
hodowle Streptomyces rochei, NRRL 3533, w wod-
nej pozywce zawierajgcej jako substancje odzywcze
zrodlo wegla w postaci przyswajalnego . weglowo-
danu oraz Zrodlto azotu w postaci przyswajalnego
zwigzku azotu lub substancji bialtkowej, w obec-
nosci zwiazku o wzorze 1 i wyodrebnia z pozywki
2adany 3-(5’-rybonukleotyd).

Jako Zrodlo wegla w pozywce stosuje sig weglo-
wodahy takie jak glukoza, cukier nierafinowany,
sacharoza, gliceryna, skrobia, skrobia kukurydzia-
na, laktoza, dekstryna, melasa itp.

Jako zrodlo przyswajalnego azotu lub substancji
bialkowych stosuje sie namok kukurydziany, droz-
dze, autolizowane drozdze piwne wzbogacone mle-
kiem w proszku, mgczke sojowa, maczke z ziarn
bawelny, maczke kukurydziang, mleko w proszku,
roztwory peptonowe zwierzece, odpady miegsne
i kostne itp.

W przypadku wytwarzania 3-(5-rybonukleoty-
dow) zwigzkéw przedstawionych wzorem 2 lub 3
hodowle Streptomyces rochei NRRL 3533 prowadzi
sie w wodnej pozywce, w obecnosci zwiazku
o wzorze 2 lub 3 odpowiednio, po czym wyodreb-
nia sie z pozywki pozadany 3-(5"-rybonukleotyd).
W taki sam sposdb otrzymuje sig 3-(5"-rybonukleo-
tydy) zwigzku o wzorze 4, w ktérym R oznacza
atom wodoru, oznaczonego numerem kodowym
U-57930.

3-(5’-rybonukleotydy) otrzymane przez transfor-
macje zwigzku oznaczonego numerem kodowym
U-57930 przedstawia wzor 4, w ktéorym R oznacza
kolejno rodnik 5’-cytydylowy (wzoér 5), rodnik 5'-
" -adenylowy (wzor 6), rodnik 5-urydylowy (wzor 7)
lub rodnik 5-guanylowy (wzor 8).

Zwigzki macierzyste o wzorze 10 mozna otrzy-
mywaé¢ sposobami opisanymi w opisie patentowym
Stanoéw Zjednoczonych Ameryki nr 4 278 789.

Poniewaz wytwarzane sposobem wedlug wyna-
lazku zwigzki sa substancjami amfoterycznymi
mozna je przeprowadzi¢ w sole z kwasami lub za-
sadami. Przykladami nieorganicznych kwasow, ja-
kie mozha stosowaé do sporzadzenia soli sg kwas
solny, siarkowy, fosforowy i podobne.

Przykladami nieorganicznych zasad sg zasada
sodowa, potasowa, wapniowa, litowa i podobne.
Sole zwigzkéw mozna stosowaé do takich samych
celow jak zwigzki macierzyste.

Wytwarzane sposobem wedlug wynalazku nukleo-
tydy mozna badaé i charakteryzowaé¢ nastepuja-
cymi sposobami: Oznaczanie 3-(5'-rybonukleoty-
dow). .

Poniewaz omawiane 3-rybonukleotydy nie prze-
jawiaja czynno$ci przeciwbakteryjnej in vitro, ich
powstawanie z czynnych przeciwbakteryjnie zwigz-
koéw macierzystych tatwo mozna kontrolowaé przez
pomiar utraty czynnosci antybiotycznej. Do ozna-
czenia ilo$ci przeciwbakteryjnie czynnego zwigzku
macierzystego w przesaczu z hodowli lub w mie-
szaninie reakcyjnej stosuje sie standardowg probe
z Sarcina lutea ATCC 8341,
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W celu stwierdzenia obecnosci 3-rybonukleoty-
dow w cieczy fermentacyjnej, ekstrakcie lub ma-
teriale oczyszczonym, wpierw hydrolizuje sie wia-
zanie fosfodwuestrowe, za pomocg surowej fosfa-
tazy alkalicznej lub fosfodwuesterazy z jadu weza,
nizej opisanymi sposobami. Zwigzek przeciw-
bakteryjnie czynny w hydrolizacie oznacza 'sie
w probie standardowej.

Hydrolizy enzymatyczne.

Fosfataza alkaliczna: Roztwory po'astawowe
(0,5 mg/ml, 0,54 jednostek/mg) fosfatazy alkalicznej
z jelit golebia, EC 3.1.3.1 (Sigma) sporzadza sie
w buforze chlorowodorku Tris tj. tris-(hydroksy-
metylo)-aminometanu, 0,01 m, pH 8,0. Traktowane
probki rozcieficza sig w stosunku 1:2 zbuforowanym
enzymem i inkubuje w temperaturze 28°C w ciggu
18 godzin.

Fosfodwuesteraza jadu weza: Sporzadza sie roz-
twory podstawowe (100 mg/ml, 0,026 jednostek/mg)
oczyszczonej fosfodwuesterazy jadu weza w desty-
lowanej wodzie. Mieszaniny inkubacyjne zawie-
rajg 0,2 ml roztworu (1 mg/ml) traktowanej probki
‘w wodzie, 0,6 ml 0,01 m buforu chlorowodorku Tris,
pH 9,0, 0,1 ml 0,3 vagCI2 i 0,1 ml roztworu pod-
stawowego enzymu. Inkubacje prowadzi sie¢ w tem-
peraturze 37°C w. ciggu 18 godzin.

Fosforodwuestereza $ledziony: Sporzadza sie roz-
twory podstawowe fosfodwuesterazy $ledziony
EC 3.1.4.18 (Simga) w wodzie destylowanej
(1 mg/ml, 19,6 jednostek/mg). Mieszaniny inkuba-
cyjne zawierajg 0,4 ml (0,5 mg/ml) probki do trak-
towania w wodzie, 0,5 ml 0,02 m roztworu buforo-
wego Tris, pH 7,0 i 0,1 ml roztworu podstawowego
enzymu. Inkubacje prowadzi sie w temperaturze
37°C w ciggu 18 godzin.

Chromatografia cienkowarstwowa preparatow
i hydrolizatéw enzymatycznych. Produkcje i oczysz-
czanie 3-rybonukleotydoéw kontroluje sie w probie
z S, lutea (patrz wyzej) oraz chromatografig cienko-
warstwowg (TLC) na zelu krzemionkowym G, sto-
sujac jako uklad rozwijajacy keton metyloetylo-
wy-aceton-wode (186:52:20, objetosciowo) lub octan
etylu-aceton-woda). Bioaktywne zwiazki macierzy-
ste wykrywa sie bioautograficznie na agarze po-
sianym S. lutea.

Produkty enzymatycznej lub chemicznej hydro-
lizy 3-nukleotydow rozdziela sie w nastepujacych
ukladach TLC: .

A: plytka z Zelem krzemionkowym GF (Analtech
Inc.); woda jako uklad rozwijajacy.

B: plytki z Zelem krzemionkowym GF; alkohol
n-propylowy-stezony wodorotlenek amonu-woda
(55:10:35, objetociowo).

C: NM-Polygram Cellulose 300 (Brinkman Instru-
ments Inc.); butanol-l1-woda-kwas mrowkowy
(77:13:10, objetosciowo).

Materialy absorbujgce w nadfiolecie (UV) wy-
krywa sie za pomoca lampy emitujgcej w krotko-
falowym zakresie UV. Biologicznie nieczynne i nie
absorbujace w UV materialy wykrywa sie przez
spryskiwanie odczynnikiem nadmanganian-nadjo-
dan. Bioaktywne materialy nukleotydowe wykry-
wa sie bioautograficznie na agarze posianym
S. lutea.
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Sposoby fermentacji i oczyszczania sg przedsta-
wione w przykladach. Stosujgc postepowanie z tych
przykladow mozna otrzymaé 3-rybonukleotydy
zwigzkoéw o wzorze 10.

Poniewaz zwigzki wytwarzane sposobem wedlug
wynalazku sg aktywne wobec roéznych mikroorga-
nizméw Gram-dodatnich i Gram-ujemnych, mozna
je stosowaé w roznych $rodowiskach do inhibito-
wania rozwoju takich bakterii. Przykladowo, moz-
na je stosowaé¢ jako $rodki.dezynfekujace do inhi-
bitowania S. aureus na mytych i przechowywanych
naczyniach do sporzadzania produktéw zywnoscio-
wych zakazZonych ta bakterig.

Mozna je réwniez stosowaé jako srodki dezynfe-
kujace do réznych narzedzi dentystycznych i lekar-
skich zakazonych S. aureus. Ponadto, wytwarzane
sposobem wedlug wynalazku zwigzki moga by¢
stosowane jako bakteriostatyczne kapiele pluczgce
w praniu odziezy i do impregnacji papieru i tkanin.
S one rowniez uzyteczne w powstrzymywaniu
wzrostu wrazliwych organizméw w oznaczeniach
na plytkach i w innych srodowiskach mikrobiolo-
gicznych. .

Omawiane zwiazki sg uzyteczne w leczeniu scho-
rzen wywolanych mikroorganizmami rodzaju Myco-
plasma. Najbardziej znanymi z nich sg PPLO
(organizmy podobne do pleuropneumonia), takie
jak M. hominis, M. salivarium, M. mycoides,
M. hyopnemumonia, M. hyorhinis, M. gallisepticum,
M. arthriditis i inne gatunki u czlowieka i zwierzat,
w tym zwierzat domowych, jak owce, psy, bydlo,
$éwinie i drob (np. kurczeta, indyki, kaczki i gesi)
i zwierzat laboratoryjnych (np. szczury i myszy).

3-(5-rybonukleotydy) zwigzku o wzorze 4, w kto-
rym R oznacza grupy o wzorach 5—8 mozna sto-
sowaé¢ w leczeniu zakazen nerek i innych organow
gdy obecne sa postacie L bakterii gram-ujemnych
i gram-dodatnich, np. postacie L bakterii P. mira-
bilis. :

Ponadto zwiagzki wytwarzane sposobem wedlug
wynalazku moga byé¢ stosowane w profilaktyce
i leczeniu pacjentéw zakazonych pierwotniakami.

Przykladowo, gdy -pierowotniakiem jest pasozyt
malaryczny, obiektem leczonym mozZe byé zwierze,
np. mysz zakazona Plasmodium bergheri; ptaki,
np. kaczki zakazone P. lophurae lub kurczeta za-
kazone P. gallinaceum, oraz ssaki, jak naczelne,
np. malpy zakazone P. cynomologi i ludzie za-
kazeni P. falciparum, P. vivax i P. malariae.

Podawaniem zwigzkéw wytworzonych sposobem
wedlug wynalazku mozna leczy¢ ssaki, nosicieli
pasozytniczych pierwotniakdéw klasy Sporazoa rze-
du Coccidia (mikropasozyt wywotujacy chorobe
kokcydioze).

Przyktadowo, takiemu leczeniu mozna poddawaé
bydlo zakazone Eimeria zurnii, E. bovis, E. elli-
psoidalia, owce i kozy, z E. parva, E. faursi, swinie
z E. debliecki, E. scabra i Isospora suis, psy i koty
z Isospora bigemina, I. felis, E. canis, E. felina,
dréb z E. tenella, kroliki z E. stiedae, W. perforans;
oraz norki z E. mustalae.

Innymi pierwotnikami, jakie mozna zwalczaé
przy uzyciu zwiazkéw wytwarzanych sposobem
wedlug wynalazku sg pasozyty wewnatrzkomérko-
we, np. gatunki Plasmodia, Toxoplasma i Leishma-
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nia; pierwotniaki trawigce czerwone komsérki krwi.
(RBC) leczonych pacjentéw, np. Entamoeba_histoly- .-
tica i pewne Trypanosoma; oraz robaki pasozyt-
nicze trawigce RBC w procesach chorobowych, np.
Schistosomes. N

Zwigzki wytwarzane sposobem wedlug wyna-
lazku stosowane jako czynniki przeciwbakteryjne
sporzadza si¢ w postaci kompozycji, w postaci od- -
powiedniej do podawania ludziom i zwierzetom,
takiej jak tabletki, kapsulki, pigulki, proszki, gra-
nulki, sterylne roztwory lub zawiesiny pozajelitowe
lub roztwory, zawiesiny i emulsje doustne - olej-
woda, zawierajace odpowiednie ilosci zwigzku czyn-
nego w postaci wolnej zasady lub jej farmakolo-
gicznie dopuszczalnej soli. '

Do podawania doustnego mozna stosowac posta-
cie stale lub plynne. W celu sporzadzenia kompo-
zycji stalych, takich jak . tabletki, podstawowy
skladnik czynny miesza sie¢ z konwencjonalnymi
substancjami pomocniczymi, jak talk, stearynian
magnezu, fosforan dwuwapniowy, glinokrzemian
magnezu, siarczan wapnia, skrobia, laktoza, guma
arabska, metyloceluloza i funkcjonalnie podobne
materialy stanowigce farmaceutyczne rozpuszczal-
niki lub no$niki. ’

'I;abletki mozna laminowaé¢ lub inaczej formo- .:
wa¢, otrzymujac lek o przedluzonym lub opdinio-
nym dzialaniu lub o okreslonej kolejnosci dziala-
nia substancji czynnych. Przykladowo, tabletka
moze zawiera¢ skladnik wewnetrzny i zewnetrzny,
ten drugi w postaci powloki na pierwszym. Oba
sktadniki mozna rozdzieli¢ warstwg zwang jelitowa, v
ktoérej zadaniem jest przeciwdzialanie dezintegracji
w zoladku i wumozliwienie przejscia skladnika
wewnetrznego w stanie nienaruszonym do dwuna-
stnicy, lub opéZnienie wydzielania substancji czyn-
nej. Na takie warstwy lub powloki jelitowe mozna
stosowaé roézinorodne materialy, w tym polime~ -
ryczne kwasy lub mieszaniny polimerycznych kwa-
sow z materiatami takimi jak szelak, alkohol cety-
lowy, octanoftalan celulozy, kopolimer styrenu
i kwasu maleinowego i podobne. o

Alternatywnie, uklad dwuskladnikowy mozna
stosowaé¢ do wytwarzania tabletek zawierajgcych
dwa lub wiecej skladnikéw czynnych, ktéorych nie
mozna miesza¢ ze sobg. W taki sam sposdb jak
tabletki sporzadza sie optatki, ktére roznig sie je-
dynie ksztaltem i zawartoscig sacharozy lub-innych
substancji stodzacych i smakowo-zapachowych.

W najprostszym wykonaniu, kapsulki, podobnie
jak tabletki, sporzadza sig przez zmieszanie zwigz-
ku czynnego z obojetnym nosnikiem farmaceutycz-
nym i rozsypanie mieszaniny do kapsulek z twar-
dej zelatyny o odpowiedniej wielkogci.

W innym wykonaniu, kapsulki sporzadza sig
przez napelnienie kapsulek z twardej zelatyny po-
wleczonymi *polimerycznym kwasem kuleczkami
zawierajagcymi zwigzek czynny. Kapsulki z migk-
kiej zelatyny sporzgdza sie przez maszynowe kap-
sulkowanie zawiesiny zwigzku czynnego w odpo-
wiednim oleju ro$linnym, cieklej wazelinie lub
innym obojetnym oleju.

Mozna réwniez sporzgdzaé leki w postaci plynnej
do podawania doustnego, jak syropy, eliksiry i za-
wiesiny. Rozpuszczalne w wodzie postacie zwigzky
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moina rozpuscié w wodnym nosniku, lgcznie z cuk-
rem, .aromatycznymi czynnikami zapachowymi

i $rodkami konserwujgcymi, z wytworzeniem sy-
ropu. Eliksir sporzadza sie¢ stosujac nosnik alkoho-
lowy (etanol) z odpowiednimi czynnikami slodza-
> cymi, jak sacharoza i aromatyczne S$rodki zapa-
chowe.

Zawiesiny mozna sporzadza¢ z nierozpuszczal-
nych postaci zwigzku i nosnika oraz czynnika za-
wieszajacego, jak guma arabska, tragakant, metylo-
celuloza i podobne. :

Mascie do stosowania miejscowego mozna spo-
rzadzaé¢ przez rozprowadzenie zwigzku czynnego
w odpowiedniej bazie masci, takiej jak wazelina,
lanolina, glikole polietylenowe, ich mieszaniny i po-
dobne. Korzystnie, zwigzek mialko rozdrabnia sie
w mlynie koloidalnym, wpierw w cieklej wazeli-
nie, a nastepnie w bazie masci. Kremy i plyny
do stosowania miejscowego sperzadza sie przez
rozprowadzenie zwigzku w fazie olejowej i na-
stepne zemulgowanie fazy olejowej w wodzie.

Do stosowania pozajelitowego sporzgdza sie
plynne postacie leku ze zwiagzku czynnego i steryl-
nego nosnika, korzystnie wody. Zwigzek czynny
mozna, zaleznie od jego postaci i stezenia, za-
wiesza¢ lub rozpuszcza¢ w nosniku. Przy sporzg-
dzaniu roztworow, rozpuszczalng.w wodzie postac
zwigzku mozna rozpusci¢ w wodzie do injekcji
i wysterylizowaé¢ przez sgczenie, a nastepnie rozla¢
do odpowiednich fiolek lub ampulek i zamknaé je.

Korzystnie, w no$niku mozna rozpusci¢ substan-
cje pomocnicze, jak $rodki znieczulajgce o dzialaniu
miejscowym, srodki konserwujace i czynniki bu-
forujace. Dla zwiekszenia trwalosci, kompozycje
mozna po rozlaniu do ampulek zamrozi¢ i pod
zmniejszonym cisnieniem usung¢ wode. Suchy

liofilizowany proszek zamyka sie nastepnie w fiol-.

ce, a do fiolki dolgcza wode do injekcji, w kiorej
rozpuszcza sie preparat przed uzyciem.

W zasadniczo taki sam sposOb sporzgdza sie
zawiesiny pazajelitowe, z tym, Ze zamiast roz-
puscié, zwigzek zawiesza sie¢ w nosniku, a steryli-
zacji nie mozna dokona¢ przez sgczenie. Mozna
sterylizowa¢ zwigzek przez wystawienie go na
dzialanie tlenku etylenu, przed zawieszeniem
w sterylnym nosniku. Dla uzyskania -czynnosci
przediuzonej, sporzgdza sie zawiesing domiesniowq
ze zwiazku w postaci nierozpuszczalnej, jak eter
trojmetylosililowy lub sél kwasu pamowego. Ko-
rzystnie jest doda¢ do kompozycji Srodek po-
wierzchniowo czynny lub zwilzajgcy, utatwiajacy
rownomierne rozprowadzenie zwigzku.

Do leczenia systemowego sporzadza sie¢ dawki
jednostkowe, ktore zawierajg 10, 25, 50, 100, 250
lub 500 mg zwigzku czynnego, a do leczenia poza-
jelitowego kompozycje o stezeniach 15—65% obje-
tosciowo.

Ponizszy przyklad ilustruje wytwarzanie 3-(5'-
-rybonukleotydu) zwigzku oznaczonego symbolem
U-57930, to jest wytwarzanie zwigzku o wzorze 4,
w ktorym R oznacza grupe o wzorze 5, 6, 7 lub 8.
Rybonukleotydy te stanowig pochodne kwasu ade-
nylowego, cytydylowego, guanylowego lub urylo-
wego. W taki sam sposob sperzadza sie 3-(5'-rybo-
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nukleotydy) zwiazku  oznaczonego . symbolem
U-60970, tj. amidu kwasu 4-cis-n-butylo-L-pipeko-
lowego i 7-Cl metylotialinkozyamidyny, wytwarza-
nego sposobem wedlug opisu patentowego Stanow
Zjednoczonych Ameryki nr 4278 789, ktorego 3-(5'-
-rybonukleotydy wykazujg takie same dzialanie
jak rybonukleotydy zwigzku oznaczanego symbolem
U-57930.

Jesli nie zaznaczono inaczej % w ponizszym przy-
kladzie oznaczajg % wagowe a proporcje mieszanin
rozpuszczalnikoOw wyrazone sg objetosciowo.

Przyktad A. Fermentacja.

Streptomyces rochei, NRRL 3533 hodowuno w po-
zywce zawierajacej 10 g/litr glukozy, 4 g/litr pep-
tonu Difco, 4 g/litr ekstraktu z drozdzy Difco,
0,5 g/litr MgSO,-TH,0, 2,0 g/litr KH,PO,, 4 g/litr
H,HPO,, przez 3 dni w temperaturze 28°C, na
wstrzgsarce obrotowej. Grzybnie z tej hodowli sto-
sowano do inokulacji pozywki fermentacyjnej za-
wierajgcej te same skladniki. ’

Fermentacje prowadzono przez 48 godzin w tem-
peraturze 28°C na wstrzasarce obrotowej. Po za-
konczeniu 48 godzinnej inkubacji dodano U-57930
do koncowego stezenia 50 mg/litr i kontynuowano
fermentacje w temperaturze 32°C. Po uplywie
12 godzin dodano dalsze ilosci U-57930, do suma-
rycznego stezenia 150 mg/litr.

Po dalszych 12 godzinach zwiekszono stezenie
U-57930 do 250 mg/litr. Po ostatnim dodaniu
U-57930 kontynuowano fermentacje w temperaturze
32°C w ciggu 24 godzin. Po uplywie tego czasu
zebrano przesacze z hodowli, stwierdzajac, ze za-
wieraja one nie wiecej niz 1 mg U-57930 w litrze.
Pozostale 249 mg/litr uleglo przemianie w material
biologicznie nieaktywny.

S. rochei NRRL 3533 jest znanym mikroorga-
nizmem ogolnie dostepnym w zbiorach NRRL, pod
adresem Northern Utilization and Research Divi-
sion, Agricultural Research Service, U.S. Depart-
ment of Agriculture, Peoria, Ill., USA.

B. Izolowanie i oczyszczanie.

Izolowanie 3-rybonukleotydow U-57930 z brzeczki
fermentacyjnej.

Adsorpcja na Amberlite XAD-2: Brzeczke fer-
mentacyjng (okolo 12 litrow) zawierajcg 3 g nie
wykazujgcego aktywnosci U-57930 przesgczono przy
pH 77, stosujac pomocniczy material filtracyjny.
Placek grzybni przemyto 1,2 litra wody i odrzucono.
Klarowny przesacz i popluczyny polgczone, dopro-
wadzono do pH 6,0 i przepuszczono przez kolumne
z 600 ml Amberlite XAD-2 (Rohm Haas Co., Phila-
delphia, PA) z szybko$cig przeplywu 40 ml/minute.
Wyciek z kolumny zbadano na aktywnosé biologicz-
nag przed i po traktowaniu fosfatazg alkaliczng
i odrzucono.

Kolumne przemyto 2 litrami wody. Popluczyny
wodne, ktore byly rowniez biologicznie niéaktywne
przed i po traktowaniu fosfatazg alkaliczng, odrzu-
cono. Nastepnie kolumne eluowano metanolem —-
wodg (70:30 obj./obj). Odbierano frakecje 20 ml,
z szybkosciag 20 ml/minute. Oznaczenia czynnosci
biologicznej przed (—E) i po (+E) traktowaniu
fosfatazg alkaliczng daly” nastgpujgce wyniki:
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Frakcja No. Strefa (S. lutea) '

—E +E

5 0 .
10 0 o
11 0 0
13 : 36
20 33 55
2 32 54
0 31 50
b 29 48
50 26 | 39
5 23 38
60 21 37
s 19 21
70 11 26
» 17 26
80 16 26
8 16 26
90 16 26
% 16 26
100 T %
110 16 ”1
120 15 21
130 15 o1
140 15 ”1
150 15 o1
160 15 o1
170 15 o1
180 15 o1
190 15 o1
200 15 ”

Frakcje 12—80 polaczono, odparowano do roz-
tworu wodnego i liofilozowano, otrzymujac 12,22 g
preparatu ADA-34.1.

W innej serii prob, 6 litrow brzeczki fermenta-
cyjnej zawierajgcej 2 g nie wykazujacego aktyw-
nosci U-57930 traktowano tak jak opisano powyZzej.
Metanolowe eluaty z kolumny z Amberlite XAD-2
przechowywano jako ADA-1438. Tego roztworu nie
odparowano do sucha, natomiast oczyszczano chro-
matograficznie na zywicy Dowex-1, jak opisano
ponizej.

Chromatografia na Dowex-1. Kolumne przygoto-
wano z 300 ml Dowex-1 (X-4) w postaci octanowej.
Przez kolumne przepuszczono metanolowy roztwor
ADA-1438 o pH 8,2. Wyciek odbierano z szybkoscia
2,5 ml/minuta we frakcjach objetosci 20 ml. (Frak-
cja 1—60). Kolumne przemyto 1,5 litra wody
(10 ml/minute, frakcje 66—108). Nastgpnie eluowano
kolumne 5% kwasem octowym (z szybkoseig
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10 ml/minute; frakcje 109—310). Frakcje 1gczono
w nastepujace zbiory:

zbi6ér 1 frakcja 1— 80 1000 ml (ADA-1A)
2 frakcje 81—110 600 ml (ADA-2A)
3 frakcje 111—130 450 ml (ADA-3A)
4 frakcje 131—150 450 ml (ADA-4A)
5 frakcje 151—190 900 ml (ADA-5A)
6 frakcje 191—230 900 ml (ADA-6A)
7 frakcje 231—270 900 ml (ADA-TA)
8 frakcje 271—310 900 ml (ADA-8A).

Oznaczenia przed (—E) i po (+E) traktowaniu
fosfatazg alkaliczng daly nastepujace wyniki:

Strefa (S. lutea)

—E +E

zbior 1 31 52
2 36 49

3 34 45

4 18 40

5 25 30

6 27 29

7 27 29

8 29 31

Zbiory 1i2 polaczono, odparowano do roztworu
wodnego i liofiliozowano, otrzymujac 1,48 g pre-
paratu ADA-2.1.

Zbiory 3 i 4 rowniez polgczono i traktowano po-
dobnie, otrzymujgc 2,5 g preparatu ADA-2.2.

Po potraktowaniu fosfatazg alkaliczng z prepa-
ratow ADA-2:1 i ADA-2.2 otrzymano U-57930.

Preparaty ADA-34.1, ADA-2.1 i ADA-2.2 pola-
czono i oczyszczono nizej opisanym sposobem dwu-
krotnego rozdzialu przeciwpradowego. '

Dwukrotny rozdzial przeciwprgdowy: 16,20 g ma-
terialu otrzymanego przez polgczenie preparatow
ADA-34.1, —2.1 i —2.2, rozpuszczono w 25 ml kaz-
dej z faz ukladu rozpuszczalnikéw skladajgcego sie
z jednakowych objetosci butanolu-1 i wody (1:1).
Roztwory dodano do centralnych probowek wyko-
nanego calkowicie ze szkla aparatu do podwoéjnego
rozdzialu przeciwpragdowego (100 probowek,
25 ml/faza).

Rozdzial oznaczano, po 150 przeniesieniach, na
aktywno$é biologiczng przed (—E) i po (+E) trakto-
waniu fosfatazg alkaliczng. Wyniki byly nastepu-
jace: .

Strefa (S. lutea — wrazliwa)
Dolny kolektor

—E +E
1 : 2 3
5 29 31
10 31 33
15 30 33
20 27 33
25 22 33
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1 2 3
30 17 34
35 0 34
40 0 33,5
45 0 33
50 0 34
55 0 34
60 0 35
65 0 36
70 0 38
75 0 39
80- 0 40
85 0 41
90 0 42
95 0 43
100 0 435

10

15

20

Dolna maszyna

Strefa (S. lutea — wrazliwa)

25

—E +E
50 0 45
45 dlad 46 .
40 15 . 47
35 17 415
30 17 47
} 25 18 47 o
20 17,5 48
15 17 48
10 16 48 0
5 15 50
0 slad 50
Goérna maszyna
5 slad 49 s
10 glad 48,5
15 $lad 48
20 slad 48,5 "
25 slad 49
‘ 30 30 50
35 slad - 51
40 15 52 55
45 16 53 .
0 21 54
Strefa (S. lutea — wrazliwa)
Goérny kolektor _E +E 60
100 17,5 54
95 17 53,5
90 19 53,5 65

12°
1 2 3
85 20 53,5
80 21 53,5
75 22 53,5
70 24 53,5
65 26 53,5
60 28 53,5
55 30 52,5
50 32,5 52
) 33 52
40 35 52
35 36 52
30 39 29
25 , 41 o
20 _ 43 48
15 43 46
10 43 43
5 35 35

Sporzadzono nizej podane zbiory. Kazdy zbior
odparowano do wodnego roztworu i liofilizowano,
otrzymujac odpowiednie preparaty. !

Zbior I. dolny kolektor 1—50;

Zbior II: dolny kolektor 51—100; dolna maszyna
50—30; ’

Zbioér III: dolna maszyna 29—0; gorna maszyna
1—50; goérny kolektor 100—30.

Otrzymano: nastepujgce preparaty:

Ze zbioru I preparat ADA-47.1 w ilosci 9,78 g
Ze zbioru II preparat ADA-47.2 w ilosci 0,30 g
Ze zbioru III preparat ADA-47.3 w ilosci 5,29 g.

Preparaty ADA-47.2 i -47.3 polgczono i oczysz--
czano chromatograficznie na nosniku DEAE-
-Sephadex: 300 g DEAE-Sephadex (A-25) mieszano
przez 1 godzine z wodg i przez 2 godziny z 0,5 n
wodnym roztworem wodorotlenku sodu. Jonit prze-
mywano woda az uzyskano pH okolo 7,5. Materiat
ten nastepnie mieszano w ciggu 2 godzin z 05 n
wodnym kwasem octowym, przemyto wodg do od-
czynu obojetnego, wlano do kolumny i upakowano
pod naciskiem okolo 0,9 kg stalej wysokosci.

Kolumne przemyto 4 litrami wody, 8 litrami
0,1% wodnego roztworu tris-(hydroksymetylo)
aminometanu (THAM) i 3 litrami buforu 0,03 m
buforu octanowego THAM o pH 8,0 (sporzgdzonego
przez rozpuszczenie 3,64 g THAM w 800 ml wody,
doprowadzenie za pomocg lodowatego kwasu octo-
wego do pH 8,0 i uzupelnienie objetosci do 1 litra).

Material wyjsciowy, preparaty ADA-47.2 i ADA-
-47.3 w ilosci okglo 5,50 g rozpuszczono w 20 ml
0,03 m buforu octanowego THAM o pH 8,0 i po-
dano na gore kolumny. Kolumne eluowano na-
stepnie od gory 0,3 m buforem octanowym THAM
o pH 8,0. Zbierano frakcje 1—190 (20 ml). W tym
punkcie rozpoczeto eluacje kolumny od dolu ku
gorze, Zbierano frakcje A, B, C, D i E (po litrze
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objetosci). Oznaczenia aktywnos$ci biologicznej przed
(—E) i po (+E) traktowaniu fosfotazg alkaliczng
daly nastepujgce wyniki: -

. Strefa (S. lutea — wrazliwa)
Frakcja No. — _E g
3 0 0
6 0 0
9 0o 0
12 0 0
15 0 0
18 0 0
21 0 0
24 0 0
27 0 0
- 30 0 0
33 0 0
36 38 39
39 43,5 44
42 36 36
45 23,5 23
48 15 16
51 0 .0
54 0 0
57 0 0
60 0 0
63 0 0
66 0 0
69 15 16
72 17 20
75 21 26
78 23 27
81 23 30
84 23 29
87 22 24
90 21 23
93 21 24
96 22 26
99 21 35
102 22 44
105 23 51
108 22,5 54
111 22,5 52,5
114 22 52
117 22 54,5
120 20,5 56
123 20 56

Sporzadzono nastepujace zbiory:

Zbior I 34— 38, 280 ml (ADA-69B)
Zbiér II 75— 90, 330 ml (ADA-69C)
Zbiér III 101—111, 180 ml (ADA-69D).
Zbiér IV 114—150, 580 ml (ADA-69E)
Zbiér V 151—164, 100 ml (ADA-69F)

frakcje
frakcje
frakceje
frakcje
frakcje
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Zbiér VI frakcje 165—186, 125 ml (ADA-69G)
Zbiér VII frakcja C, litr (ADA-69A).

Zbior I (ADA-69B) zawieral niezmieniony U-57930
i zostat odrzucony.

Zbior II (ADA-69C) zawieral nieznany material,
z ktéorego po potraktowaniu fosfatazg alkaliczng
otrzymano U-57930. UV: Amax 275 nm.

Zbiér III (ADA-69D) zawieral cytydylan U-57930
i poddano go niZej opisanej obrébce UV: }"max
270 nm.

Zbior 1V (ADA-69E) zawieral adenylan U-57930;
poddano go nizej opisanej obrébce. UV: Amax
260 nm.

Zbior V (ADA-69F) zawieral mieszanine adeny-
lanu U-57930, urydylanu U-57930 i guanylanu
U-57930. Roztwor poddano nizej opisanej obrdbce.

Zbior VI (ADA-69G) zawieral guanylan U-57930;
poddano go nizej opisanej obrébce. UV: A .. 254,
przegiecie przy 275.

Zbior VII (ADA-69A) zawieral mieszanine guany-
lanu U-57930 i urydylanu U-57930. Roztwér ten
traktowano w sposob opisany ponizej.

Izolowanie zasadniczo czystego cytydylanu
U-57930, adenylanu U-57930 i guanylanu U-57930
ze zbiorow odpowiednio III, IV i VI oraz usuwa-
nie buforu octanowego THAM za pomocg chroma=
tografii na Amberlite VAD-2 prowadzono nastepu-
jaco:

Zbiory III, IV, i VI otrzymane jak wyzej opisano
przepuszczono przez kolumny zawierajgce Amber-
lite XAD-2. Wycieki odrzucono. Kolumny przemyto
wodg i eluowano mieszaning metanolu i wody
(70:30). Frakcje analizowano w UV i oznaczano
aktywnos¢ biologiczng przed i po traktowaniu fos-
fataza alkaliczng. Odpowiednie frakcje polgczono,
odparowano do roztworu wodnego i liofilizowano.
Dane dotyczgce ilosci Amberlite XAD-2 uzytego
dla kazdego ze zbiorow, ilo$¢é wody plucznej, ilosci
metanolowego eluatu i ilosci uzyskanego materiatu
zestawione w ponizszej tablicy.

Uzyty
Amber- | Woda mEgig_ Wydzielony
Zbior lite pluczna material
XAD-2 | (m]) | owWY (mg)
(ml) (ml)
III 50 200 300 150
v 200 800 600 3150
VI 50 200 300 470

Material uzyskany ze zbioru III przechowywano
jako ADA-73.1; ze zbioru.IV jako ADA-74.1; ze
zbioru VI jako ADA-75.1.

Usuwanie buforu octanu THAM ze zbioru V
(ADA-69F) i ze zbioru VII (ADA-69A) za pomoca
chromatografii na Amberlite XAD-2: Kolumne
przygotowano z 300 ml Amberlite XAD-2. Przez
kolumne przepuszczono zbiory V i VII zawierajace
mieszanine adenylanu U-57930, urydylanu U-57930
i guanylanu U-57930. Wycisk odrzucono. Kolumne
przemyto 600 ml wody.

Wycisk odrzucono. Kolumne przemyto miesza-
ning metanolu i wody (70:30). Frakcje dajgce ma-
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terial biologicznie czynny po traktowaniu fosfatazg
alkaliczng potgczono (300 ml), odparowano do roz-
tworu wodnego i liofilizowano, otrzymujac 670 mg
preparatu ADA-T71.1. Preparat ADA-71.1 poddano
nizej opisanej obrobce.

Oddzialanie urydylanu U-57930 od adenylanu
U-57930 i guanylanu U-57930 za pomocg chroma-
tografii na nosniku DEAE-Sephadex przeprowa-
dzono nastepujgco:

600 ml DEAE-Sephadex w postaci octanowej
sporzadzonego jak wyzZej opisano, przemyto 0,03 m
buforem octanowym THAM e pH 8,0 i upakowano
w szklanej kolumnie (srednica wewnetrzna 4,5 cm,
wysokos$¢ 40 cm), pod cisnieniem hydrostatycznym.

Preparat ADA-71.1 rozpuszczono w 10 ml 0,03
buforu octanowego THAM o pH 8,0 wprowadzono
na kolumne od gory. Kolumne eluowano kolejno:

1) 0,03 m buforem octanowymi THAM o pH 8,0
(frakcje 1—T19),

2) 0,12 m buforem octanowym THAM o pH 8,0
(frakcje 80—395),

1)

15

20

16

3) 0,25 m buforem octanowym THAM o pH 8,0
(frakcje 396—1750). :

Zbierano frakcjeé objetosci po 20 ml i analizo-
wano w UV oraz oznaczajgc atywnosé biologiczng
’ przed i po traktowaniu fosfatazg alkaliczng. Frak-
cje 51—60 zawieraly adenylan U-57930; frakcje
62—73 (ADA-94.B) zawieraly urydylan U-57930;
frakcje 75—110 zawieraly guanylan U-57930.

Izolowanie zasadniczo czystego urydylanu
U-57930. Usuwanie buforu octanowego THAM za
pomocg chromatografii na Amberlite XAD-2.

Kolumne przygotowano z 50 ml Amberlite XAD-2.
Zbior ADA-94B zawierajacy urydylan U-57930
przeprowadzono przez kolumne z szybkoscig
2 ml/minuta. Wyciek odrzucono. Kolumne przemyto
200 ml wody. Popluczyny odrzucono. Kolumne
eluowano mieszaning metanolu i wody (70:30) obj./
obj. Frakcje zawierajgce (w UV) urydylan U-57930
potaczono (200 ml), zatezono do roztworu wodnego
i liofilizowano, otrzymujac 60 mg ADA-95.1.

Charakterystyka 3-/5"-cytydylanu U-57930.

Widmo w podczerwieni. Pasma absorpcji (Nujol i KBr)

Nateze- Nateze-
Pasmo nie Typ Pasmo nie Typ
3417,3 ) 24 przegiecie 1249,0 33 przegiecie
3341,1 19 szerokie 1214,3 21 | $rednie
3211,8 19 szerokie 1146,8 42 przegiecie
3108,6 25 szerokie 1089,9 15 szerokie
2951,4 2 ;;emkie 1070,6 12 | $rednie
2926,3 1 szerokie 1056,1 14 | przegiecie
M >

2854,9 2 szerokie 992,4 39 | ¢rednie
M

2729,6 48 szerokie 972,2 39 $rednie
M N

2693,9 51 przegiecie 955,8 49 przegiecie
2535,7 65 przegiecie 930,7 51 érednie
1649,3 8 $rednie 889,2 36 $rednie
1610,7 26 $rednie 860,3 52 $rednie
1575,0 35 $rednie 849,7 53 Srednie
1528,7 31 §rednie 804,4 46 przegiecie
1489,2 23 srednie 788,9 40 srednie
1462,2 9 TVTI ednie 721,4 44 | srednie M
1404,3 41 szerokie 705,0 47 szerokie
13773 18 | rednie 654,9 45 | przegiecie
1368,6 31 ;’[f zegiecle 632,7 38 $rednie
1286,6 34 $rednie

Pasmo: czestofliwoéc’ w liczbie falowej (cm—1)

Natezenie: w % transmitancji (%T)

M: mozliwa interferencja z oleju mineralnego
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2. Widmo absoipeji w UV [A_ .. (8)]
W wodzie przy:
pH 2,0 279 nm (6,5)
pH 7.0 270 nm (9,9)
pH 11,0 271 (9,6)
3. Sklad pierwiastkowy dla wzoru sumarycznego
C,H,3N5-0,,SCIP. Ciezar czasteezkowy: 715

24
aktywny wobec¢ rézhych organizméw G, zarowno
in vitro jak i in vivo.
7. Temperatura topniehia: 205—207°C (z rozkladem)
Charakterystyka 3-(5-adenylanu) U-57930.

25 najsilniejszych pikow

Obliczono %: C 4364 H 6,01 N 979 O 2688 == =
S 447 Cl 489 P 433 %T | czestotliwosé %T czestotliwogé
4, Skrgcalno$¢ optyczha 17 o
(—a7 B+ 107°/C, 0,854, woda) 1 2 3 4
5. Rozpuszczalnosé.

Wysoce rozpuszczalhy w wodzié, metanolu i eta- 2 2924,3 22 1684,0
nolu. Stabo rozpuszczalny w acetoiiie i innych ke- _ 3 2954,2 24 1377,2
tonach, octanie etylu i innych &strach, chloro- 13 P 2854,8 24 1245,0
formie, 1:’hlorku metif}t;a}r{lu.hNiergfp?szcz:lay c\g' na- ¢ 2868,3 28 1600,0
syconych rozpuszczaliikach wegloWwodorowych.

6. Czynno$é¢ przeciwbakteryjna. 10 1089,5 81 1576,0

3-(5"-cytydylan)U<57930 nie jest aktywny in vitro. 13 1089,8 31 635,5
Jednakze traktowanie fosfataza alkaliczng lub 20 13 1055,0 32 889,1

 fosfodwuesterazg I daje U-57930, ktory jest wysoce
1. Widmo w podczerwieni. Pasma absorpcji (Nujol i KBr)
Nate- Nate-

Pasmo Jenie Typ Pasmo enie Typ

3335,3 16 szerokie 12451 24 przegiecie

32678 17 szerokie 1213,3 17 $rednie

32108 17 | szerokie 11757 43 px_‘zeg@ec‘i_g“

2954,3 3 szero- 11468 40 przegiecie
kie M

29244 2 Szero= 1089,9 13 srednie
kie M _ '

28684 6 | przesie- 1969,6 10 | érednie
cie M

2854,9 4 §rednie M 1055,1 13 przegiecie

2727,6 46 SZero- 991,5 35 érednie

‘ ) | kie M »

25202 | 81 | szerokie 972,2 36 | 4rednie

1684,0 22 | przegiecie 957,7 45 | przegiecie

1641,6 14 $rednie 930,7 48 érednie

[ S P — _ R
- 1600,1 28 érednié 889,2 32 érednie
1578,0 81 | grednte 861,3 47 | érednie
1550,9 43 przegiecie 848,7 49 $rednie
! 1509,4 53 i przegiecie 818.8 45 | $rednie

1463,1 15 4rednie M | 7986 40 | srednie

14207 35 | $rednie 722,4 36 $rednie m

1377,3 24 érednie M 708,9 40 przegigcie

1367,6 85 p'rzegie- 6471 33 przegiecie
cie M

1332,0 36 $rednie 635,6 31 srednie

1299,2 34 $rednie

Pasmo: czestotliwo$¢é w liczbie falowej (cm—1)

Natezenie: w % transmitancji (%T)

M: mozliwa interferencja z oleju mineralnego
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1 2 3 4 25 najsilniejszych pikéw
14 16415 33 647.0 %T czestotliwosé %T czestofliwoéé
15 1463,0 34 1299,1 5 1 9 3 4
16 3335,2 35 1420,6
17 32677 35 1367,5 5 1069,5 23 1576,0
17 3210,7 35 9915 7 3375,7 24 889,1
17 12132 " 7 1643,5 25 522,6
8 1090,7 25 503,3
Preparat: zawiesina w oleju mineralnym 8 1050,2 26 648,0
Max %T: 85 przy 1864,4 10 3223,3 26 636,5
%T przy 3800 (cm—1!): 81 12 1215,1 26 571,8
Gestosé (cm—1/pt): 0,964 15 ’
Pasmo I;T;:'?‘; Typ Pasmo li\rearf?(; Typ
3375,8 7 szerokie 1090,8 8 srednie
3223,4 10 szerokie 1069,6 5 Srednie
3124,0 17 przegigcie 1050,3 8 przegiecie
2963,0 22 Srednie 990,5 27 $rednie
2929,2 22 szerokie 972,2 29 srednie
2878,1 31 Srednie 956,8 38 przegiecie
2863,6 33 przegiecie 929,8 42 Srednie
2756,6 45 szerokie 889,2 24 srednie
2521,2 60 szerokie 861,3 38 v srednie
2i88,5 75 szerokie 851,68 40 przegiecie
1678,2- 16 przegiecie 818,8 36 srednie
1645,5 7 $rednie 807,3 36 szerokie
1602,0 20 Srednie 798,6 30 Srednie
1576,0 23 Srednie 768,7 41 szerokie
1553,8 35 przegiecie 721,4 30 srednie
15114 49 przegiecie 706,9 31 szerokie
1475,7 27 $rednie 648,1 26 drednie
1421,7 29 $rednie 636,5 26 $rednie
1384,0 32 $rednie 584,5 28 przegiecie
1‘322,0 31 $rednie 571,9 26 Srednie
1301,1 28 $rednie 533,3 27 przegiecie
1246,1 19 przegiecie 522,7 25 $rednie
12i5,2 12 $rednie 503,4 25 srednie
1176,7 36 przegiecie

Pasmo: czestotliwos$é w liczbie falowej (cm—1?)
Natgzenie: w % transmitancji (%T)
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23 24

s obliczono: C 4431 H 594 N 1355 O 22,13
1 2 s S 442 Cl484 P 428
znaleziono: N 12,87 S 5,39 Cl 4,76 P 3,83
15 1678,1 27 1475,6 ..
4. Skrecalnos¢ optyczna
I 9 N
17 3124,0 27 990,5 [ B+ 94° (0,887, woda)
19 1246,0 27 533,2 5. Rozpuszczalnosé
20 1602,0 28 1301,0 Wysoce rozpuszczalny w wodzie, metanolu i eta-
29 2963,0 28 5845 nolu. Stabo rozpuszczalny w acetonie i innych keto-
1Y nach, octanie etylu i innych estrach, chloroformie
22 i chlorku metylenu. Nierozpuszczalny w nasyco-
nych rozpuszczalnikach weglowodorowych.
Preparat: pastylka KBr 6. Czynnos¢ przeciwbakteryjna.
Max %T: 95 przy 405,0 _ 3~(F-adenylan) U-57930 nie jest aktywny in vitro.
%T przy 4000 (cm—1): 77 1 Jednakze dzialanie fosfataza alkaliczng lub fosfo-
Gestos¢ (ecm—!/pt): 0,964 dwuesteraza I daje U-57930, ktory jest wysoce
2. Widmo absorpcji w UV [A .. (a)] aktywny wobec roéinych organizmoéw G+, zaréwno
w wodzie przy: in vitro jak i in vivo. Stwierdzono, ze 3-(5'-adeny-<
pH 2,0 258 nm (16,0) _lan) U-57930 jest aktywny in vivo (podskornie,
pH 7,0 261 nm (16,5) ® mysz), CDy, = 0,62 (0,48—0,79) my/kg wobee S.pyo-
pH 11,0 261 nm (16,0) gonas.
3. Sklad pierwiastkowy dla wzoru sumarycznego 7. Temperatura topnienia: 203,5—205° (z rozkla-
CgyH,;N;0,,SCIP. dem).
Ciezar czasteczkowy: 723. Charakterystyka 3(5’-urydylanu) U-57930.
1. Widino w podczerwieni. Pasma absorpcji (Nujol i KBr).
- Nate- " : o Nate-
Pasmo senie Typ Pasmo zenie Typ
3330,4 19 szerokie 1332,9 44 szerokie
32244 21 szerokie 1296,3 40 przegiecie
2952,4 1 iie“’kle 1251,9 28 | szerokie
29244 0 ;Zerokle 1215,2 19 $rednie
28617,5 4 przegiecie 1089,9 13 $rednie
2854,0 3 srednie M 1071,5 i 9 Srednie
27334 49 ﬁzeg‘eme 1056,1 13 przegiecic
2695,8 53 przegigcie 991,5 39 srednie
2532,8 67 przegigcie 973,2 39 $rednie
1757,3 73 przegigcie 957,7 48 przegiecie
1685,9 8 $rednie 931,7 49 $rednie
1647,4 21 przegiecie 890,2 34 $rednie
1602,0 41 Srednie 858,4 50 Srednie
1574,1 42 srednie 813,0 43 Srednie
1555,7 43 szerokie 798,6 47 Srednie
1462,2 12 $rednie M 67,7 50 $rednie
1425,5 37 przegiecie 721,4 42 srednie M
1378,3 22 $rednie M 634,6 35 $rednie
13676 37 przegiecie 5
M

Pasmo: czestotliwos¢é w liczbie falowej (cm—1)
Natezenie: w % transmitancji (%T)

Ta lista pikéw nie jest wydana

M: mozliwa interferencja z olejem mineralnym

i S e Lt




-~

-

133485

25 26
25 ‘najsilniejszych pikow 25 na.jgilpiejszych pikow
%T czestotliwosé %T czestotliwosé %T czestotliwosé %T czestotliwosé
. 5 -
0 2924,3 22 1378,2 6 1685,0 32 11384,0
1 2952,3 28 1251,8 ki 1070,5 34 567,0
3 2854,0 34 890,1 10 1090,7 35 1605,8
4 2867,5 35 634,5 10 1055,0 35 1423,5
8 1685,8 37 1425,5 10 12 33817,3 35 9923
9 1071,5 37 1367,5 17 1647,3 35 523,6
12 1462,1 39 991,5 17 12142 36 2879,0
13 1089,8 39 973,1 24 1255,7 36 973,1
13 1056,0 40 1296,2 25 3114,3 37 1576,0
19 3330,3 41 1602,0 15 26 2962,0 37 634,5
19 1215,1 42 1574.,0 26 2931,0 38 2863,5
21 3224,3 42 21,3 31 1463,0 38 1297,1
21 .. 1647,3 31 889,1
Preparat: zawiesina w oleju mineralnym 20 Preparat: pastylka KBr
Max %T: 86 przy 3764,5 Max %T: 101 przy 405,0
%T przy 3800 (cm—1): 85 %T przy 4000 (cm—1): 76 °
Gestosé (cm—1/pt): 0,964 Gestosé (cm—1/pt): 0,964
Nate- Nate-
Pasmo zenie Typ Pasmo zenie Typ
3387,4 12 szerokie . 1055,1 10 przegiecie
31144 25 | przegiecie 9924 35 srednie
2962,0 - 26 Srednie 973,2 36 . - | $rednie -
2931,1 26 szerokie 956,8 45 przegiecie
2879,1 36 $rednie 929.8 48 $rednie
2863,6 38 przegiecie 889,2 31 Srednie
2833,7 43 przegiecie 859,3 46 §rednie
2509,6 64 szerokie 813,0 40 $rednie
1685,0 6 szerokie 811,1 40 przegiecie
1646,4 17 przegiecie 798,6 43 Srednie
1605,9 35 przegiecie 782,2 48 szerokie
1576,0 37 srednie 68,7 48 $rednie
1556,7 39 szerokie 707,9 43 $rednie
1463,1 31 Srednie 669,3 43 przegiecie:
1423,6 35 $rednie 649,1 40 przegiecie
1384,0 32 §rednie 634,6 37 $rednie
1331,0 43 $rednie 585,4 38 przegiecie
1297,2 38 przegiecie 567,1 34 Srednie
1255,8 24 Srednie 523,7 35 Srednie
1214,3 17 $rednie 44175 39 $rednie
1090,8 10 Srednie
1070,6 7 $rednie

Pasmo: czgstotliwo$¢ w liczbie falowej (cm—1)
Natgzenie: w % transmitancji (%T)




2. Widmo absorpcji w U

2

W wodzie przy:

pH 2,0 261 nm (11,5)
pH 7,0 262 nm (10,7)
pH 11,0 262 nm (11,5)
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3. Sklad pierwiastkowy dla wzoru sumarycznego
CygH ,N,0,4SCIP. CigZar czaleczkowy: 7186.

Obliczono:

O 43,57
S 4,46

H 5,86
.Cl 4,89

4, Skrecalno$¢ optyczna
[0]1P+ 105° (o, 0,94, woda)
5. Rozpuszczalnos¢.

N 17,82
P 4,33

0O 29,05

a8
Wysoce rozpuszczalny w wodzie, metanolu i eta-
nolu. Stabo rozpuszczalny w acetonie i innych keto-
nach, octanie etylu i innych estrach, chloroformie
i chlorku metylenu. Nierozpuszczalny w nasyconych
'S rozpuszczalnikach weglowodorowych.
6. Czynnos$é¢ przeciwbakteryjna.
3l(5’-urydylan) U-57930 nie jest aktywny in vitro.
Jednakze dzialanie fosfatazg alkaliczng lub fosfo-
dwuesterozg I daje U-57930, ktory jest wysoce
19 aktywny wobec réznych organizméw G+, zaréwno
in vitro jak i in vivo.
7. Temperatura topnienia: 202—203° (z rozkladem).
Charakterystyka 3-(5’-quanylanu) U-57930.

1. Widmo w podczerwieni. Pasma absorpcji (Nujol i KBr)

Nate- Nate- .
Pasmo senie Typ Pasmo senie Typ
3335,3 16 szerokie 1250,0 36 przegiecie
3227,2 19 szerokie 1213,3 21 $rednie
2953,3 2 $rednie M 1173,8 39 $rednie
2925,3 1 ;Zemkle 11497 41 | érednie
2868,4 6 ;);zegieme 10817,9 14 przegiecie
I
2855,9 4 $§rednie M 1071,5 9 $rednie
2737,3 51 ;Z[emkle 991,5 42 | érednie
2521,2 73 szerokie 962,2 42 srednie
1684,0 6 §rednie 956,8 52 przegiecie
1635,8 11 $rednie 929.8 51 srednie
1598,2 21 srednie 890,2 36 $rednie
1572,1 26 §rednie 860,3 51 srednie
1534,5 34 Srednie * 800,5 46 srednie
14622 18 érednie M 783,1 42 ostre
1414,9 44 $rednie 720,4 43 $rednie M
1377,3 24 | $rednie M 707,9 45 szerokie
1365,7 31 Srednie 681,9 40 srednie
131277 44 srednie 635,68 34 $rednie

Pasmo: czestotliwosci w liczbie falowej (cm—1)

Natezenie: w % transmitancji (%T)

M: mozliwa interferencja z oleju mineralnego
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£9
25 najsilniejszych pikow

%T czestotliwosé %T czestotliwosé

1 2925,2 24 1377,2

2 2953,2 26 1572,0

4 2855,8 31 1365,8

6 2868,3 34 1534,5

6 1684,0 34 635,5

9 1071,5 36 1250,0
11 1635,7 36 890,1
14 1087,8 39 11737
16 3335,2 40 681,38
‘18 1462,1 41 1149,6
19 32217,1 42 991.5
21 1598,1 42 972,1
21 1213,2

10

15

30
25 najsilniejszych pikow

%T czestotliwosé %T czestotliwo$é

4 1683,0 29 1384,0

6 1634,7 29 1250,8

6 1070,5 30 1359,8

9 3380,5 30 502,5

9 1088,8 31 2878,0
13 3234,0 31 1174,6°
14 1598,1 — 31 635,5
16 1213,2 31 523,6
19 1571,1 32 783,0
21 2929,1 32 571,8
22 2963,0 33 .2862,6
26 1534,5 33 1147,6
28 889,1

Preparat: zawiesina w oleju mineralnym
Max %T: 97 przy 3762,6 ‘
%T przy 3800 (cm—1): 97
Gesto$é (cm—1/pt): 0,964

Preparat: pastylka KBr
Max %T: 97 przy 405,0

%T przy 4000 (cm—1): 77
Gestosé (cm—1/pt): 0,964

Pasmo I\Z.Ig;ﬁ‘; Typ Pasmo lz\gltfg Typ
3380,6 9 szerokie 1174,7 31 $rednie
3234,0 13 szerokie 11477 33 szerokie
2963,0 22 $rednie 1088,9 9 szerokie
2929,2 21 szerokie 1070,6 6 Srednie
2878,1 31 Srednie 991,5 33 Sregnie
2862,7 33 przegiecie 972,2 34 Srednie
2744,0 44 szerokie 956,8 43 przegiecie
2522,2 61 szerokie 929,8 44 $rednie
1683,0 4 szerokie 889,2 28 $rednie
1634,8 6 $rednie 860,3 41 $rednie
1598,2 14 érednie " 8005 36 érednie
1571,2 19 Srednie 783,1 32 Srednie
1534,5 26 Srednie 715,6 38 przegiecie
1482,4 38 $rednie 705,0 38 przegiecie
1461,2 36 $rednie 679,9 33 Srednie
1448,7 36 szerokie 635,6 31 $rednie
1413,9 34 $rednie 584,5 34 | przegiecie
1384,0 29 $rednie 571,9 32 ?ednie
1359,9 30 | $rednie 5237 31 | $rednie
1312,7 37 $rednie 502,5 30 $rednie
1250,9 29 przegiecie 4475 34 $rednie
1213,3 16 §rednie

Pasmo: czestotliwos$¢é w liczbie falowej (cm™1)
Natezenie: w % transmitancji (%T)
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a

2. Widmo absorpeji w UV [A . (a)]

w wodzie przy:

pH 2,0 256 nm (13,4), 280 nm (8,4) przegiecie

pH 7,0 254 nm (14,5), 273 nm (9,7) przegiecie

pH 11,0 259 nm (12,6), 266 nm (12,4) przegiecie
3. Sklad pierwiastkowy dla wzoru sumarycznego:
C,;H3N;0,,SCIP. Cigzar czasteczkowy 739.

Obliczono: C 43,34 H 581 N 1326 O 2327
S 4,33 Cl 4,73 P 419
Znaleziono: N 13,31 8 4,86 Cl 4,49 P 3,25

4. Skrecalnosé¢ optyczna
[W1 B+ 97° (0, 0,855, woda)
5. Rozpuszczalnoseé.

Wysoce rozpuszczalny w wodzie, metanolu i eta-
nolu. Stabo rozpuszczalny w acetonie i innych keto-
nach, octanie etylu i innych estrach, chloroformie
i chlorku metylenu. Nierozpuszczalny w nasyconych
rozpuszczalnikach weglowodorowych.

6. Czynnos¢ przeciwbakteryjna.

3-(5’-guanylan) U-57930 nie jest aktywny in vitro.
Jednakze dzialanie fosfotazy alkaliczng lub fosfo-
dwuesteraza I daje U-57930, ktory jest wysoce
aktywny wobec réznych organizmow C+, zaréwno
in vitro jak i in vivo.

7. Temperatura topnienia 219—220°C (z rozkladem).
Zastrzezenia patentowe

1. SposOb wytwarzania nowych 3-(5'-rybonukleo-
tydow) zwigzkéw typu Kklindamycyny o wzorze
0g6lnym 1, w kiérym R1 oznacza atom wodoru lub

rodnik alkilowy o 1—8 atomach wegla, ewentual-
nic podstawiony R, oznacza atom wodoru lub
[ J

CH)n R
0)

N SN

3 |

5

20

25

Wzor 1

32

grupe alkilowg o 1—2 atomach wegla ewentualnie
podstawiong grupg hydroksylowa, n oznacza liczbe
calkowita 1—4 za$§ Y oznacza 7(S)-chlor lub 7(R)-
-chlor, w postaci ich izomerow, ewentualnie w po-
staci farmaceutycznie dopuszczalnych soli, zna-
mienny tym, ze prowadzi sie hodowle Streptomyces
rochei, NRRL 3533, w wodnej pozywce zawierajacej
jako substancje odzywcze Zrodlo wegla w postaci
przyswajalnego weglowodanu oraz zrodlo azotu
w postaci przyswajalnego zwigzku azotu lub sub-
stancji bialkowej, przy czym hodowle prowadzi si¢
w obecnosci zwiazku o wzorze 1 i wyodrebnia sig
z pozywki hodowlanej zawierajycej mieszaning
rybonukleotydow zadany 3-(5-rybonukleotyd), ktory
ewentualnie przeprowadza sie w sol.

2. Spos6b wedlug zastrz. 1, znamienny {ym, zc
w przypadku wytwarzania 3-(5'-rybonukleolydow)
zwigzku o wzorze 2 prowadzi sie hodowle Strepto-
myces rochei, NRRL 3533, w wodnej pozywce za-
wierajgcej jako substancje odzywcze Zrodlo wegla
w postaci przyswajalnego weglowodanu oraz zrodio
azotu w postaci przyswajalnego zwigzku azotu lub
substancji  biatkowej w  obecnosci zwigzku
o wzorze 2 i wyodrebnia z pozywki hodowlancj
zadany 3-(5'-rybonukleotyd).

3. Sposob wedlug zastrz. 1, znamienny tym, ze
w przypadku wytwarzania 3-(5-rybonukleotydow)
zwigzku o wzorze 3 prowadzi sie hodowle Strepto-
myces rochei, NRRL 3533, w wodnej pozywce za-
wierajgcej jako substancje odzywcze Zrddio wegla
w postaci przyswajalnego Wweglowodanu oraz Zrédio
azotu w postaci przyswajalnego zwigzku azotu lub
substancji bialtkowej, w obecnosci zwigzku o wzo-
rze 3 1 wyodrebnia z pozywki hodowlanej zgdany
3-(5’-rybonukleotyd).

CH,
m‘«, Y

C—NH ——CH
o
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