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Sposob wtharzania podstawionych w pozycji 3 ryfamycyn

1

Przedmiotem wynalazku jest sposéb wytwarza-
nia podstawionych w pozycji 3 ryfamycyn o ogoél-
nym wzorze 1, w ktébrym R oznacza atom wodo-
ru, rodnik alkilofenylowy lub fenyloalkilowy, a
R! i R? stanowig lgcznie tancuch karbocykliczny,
ktory lacznie z podwoéjnym wigzaniem przylegajg-~
cego pier§cienia imidazolowego tworzy pierscien
‘benzenu, niepodstawiony lub podstawiony jedno-
lub wielokrotnie atomem chlorowca, rodnikiem al-
kilowym, grupg alkoksylowsg, karboksylowsa, kar-
boalkoksylowg, sulfonowsg, sulfamylowa, nitrowa,
troéjflourometylowg, karbamylows, jedno- lub dwu-
alkilokarbamylowg lub podstawiony lub niepod-
stawiony aromatyczny rodnik skladajacy sie z2—3
skondensowanych pierScieni, w sktad ktérych
.wichodzi po 5—6 atoméw wegla oraz odpowiednich
pochodnych 25-desacetylo i 16, 17, 18, 19, 28, 29 —
sze§ciowodoro.

Rodniki alkilowe i alkoksylowe posiadajg pro-
sty lub rozgaleziony lancuch zbudowany zwykle
z 1—6 atoméw wegla, a skiladajgcy sie z 2—-3
skondensowanych pier§cieni aromatyczny rodnik
skondensowany z pier§cieniem imidazolowym w
pozycji 3 zwigzkéw o wzorze 1 to rodnik nafta-
lenu, antracenu, fluorenu, acenaftenu lub fenan-
frenu. Rodniki te moga by¢ podstawione grupa-
mi keto, wodorotlenowymi lub sulfonowymi.

Zwiazki o wzorze 1 otrzymuje sie dzialajgc na
3-formyloryfamycyne lub jej pochodng 25-deza-
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0g6lnym wzorze 2, w kté6rym R, R! i R2 majg wy-
zej podane znaczenie. Otrzymaha zasade Schiffa
lub jej izomeryczna postaé imidazolinowa utle-
nia sie do pochodnej imidazolowej, wedlug sche-
matu 1. Schemat 1 ilustruje przypadek, gdy sub-
stratem reakcji jest 3-formyloryfamycyma SV. Je-
zeli w trakcie utleniania fragment ryfamycynowy
ulega przemianie "w chinon, przemywaniem roz-
tworem kwasu askorbinowego lub. réwnowaznego
odczynnika redukuje sie go do odpowiedniego hy-
drochinonu. Jako $rodki utleniajace stosuje sie po-

wietrze, sole miedziowe, sole rteciowe, dwutlenek

manganu, azotyn izoamylowy, zelazicyjanek potasu
lub czterooctan olowiu.

W pewnych przypadkach w obecno$ci powietrza:

lub innego akcemtora wodoru nastepuje ytlenienie
powstajgcej zasady Schiffa lub izoméycznej imi-
dazoliny do imidazolu. W takich przypadkach wy-

. odrebnianie produktu przejsciowego® nie jest ko-

nieczne.

W korzystnym wariancie sposobu wedlug wy-
nalazku stechiometryczng ilo§¢é wybranej orto-
-dwuaminy. o ogblnym wzorze 2 dodaje sie do
ufrzymywanego w temperaturze poKojowej roz-
tworu 3-formyloryfamycyny SV lub jej pochodnej
25-dezacetylo lub sze§ciowodoro. Mieszanineg utrzy-

" muje sie¢ w temperaturze od pokojowej do tem-

peratury . wrzenia rozpuszczalnikge”az do zakon-

cetylo lub szeSciowodoro aromatyczng aming o 30 czenia reakeji, to jest w'ciggu 20 minut do 3 go-
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dzin. Pozadany produkt wyodrébnia sie przez od-
parowanie rozpuszczalnika. -

Korzystnym rozpuszczalnikiem jest czterowodo-
rofuran, mozna jednak stosowaé réwniez inne roz-
puszczalniki, takie jak dioksan lub niZsze alka-
nole. ' Surowy produkt mozna oczy$cié w drodze
krystalizacji lub' chromatografii. Jezeli produkt
reakcji nie jest imidazolem, to mozna go utlemaé
bez oczyszczania.

.. Utlenianije korzystnie ’przeprowadzva sie w mie-
szaninie kwasu octowego z chlorowanym nizszym
weglowodm'em za pomocy czterooctanu otowiu, w

temperaturze —5 do H0°C. Koncowy produkt wyo- .

. drebnia sie po uptywie 1—3 godzin z warstwy
organicznej, odparowujac jg po uprzednim prze-
myciu 10%e roztworem wodnym kwasu askorbino-
wego, dla przeprowadzenia chmonno\wej posbam ry-
famycyny w postaé hydrochinowa. .

Jezeli kondensacje aromatycznej dwuaminy z
3-formyloryfacyng lub przeréb produktéw reakcji
przeprowadza si¢ przy dostepie powietrza, w tem-
peraturze pokojowej, nie jest konieczne poddanie
produktu utleniajgcej cyklizacji i przemywania
kwasem askorbinowym, poniewaz w takim przy-
padku uzyskuje sie bezpoSrednio w powyzszej re-
-akeji-imidazol o ogélnym wzorze 1.

Zwigzki otrzymane sposobem wediug wynalazku
maja postaé bParwnych ciat statych, krystalizuja-
cych z metanolu, acetonu, ‘octanu etylu, ‘cztero-
wodorofuranu, dioksanu lub z mieszanin powyz-
szych rozlpuszczalhik()w.

Zaleznie od rodzaju podstawnikéw R! i R%, po-
wyizsze zwigzki rozpuszczajgce sie lepiej lub go-
rzej w wiekszoSci mozpuszczalnikéw organicznych.
Na przyklad R! i R? stanowia pier§cien benzeno-
wy, zwiazki otrzymywane sposobem wedlug wy-
nalazku bardzo dobrze rozpuszczajg sie¢ w octanie
etylu, gdy natomiast R! i R? stanowia wiekszy
uklad aromatyczny, konieczng -jest stosowanie
silniejszych rozpuszczalnikéw, takich jak chloro-
form lub. dwumetyloformamid.

Zwigzki otrzymywane spasobem wedlug wyna-
lazku wykazujq silng czynno§¢ w stosunku do
Gram-dodatnich i
szczegblnie Staphylococcus aureus, Streptococcus
faecallis, Streptococcus hemolyticus, Diplococcus
pneumoniae i Mycobacterium tuberculosis HzjRy.
Najnizsze stezenie hamujgce wynosi 0,001—0,05
pg/ml. CzyBnosé przejawiana jest réwniez w obec-
no§ci plynéw biologicznych, takich jak surowica
krowia. Zwigzki otrzymywane sposobem wedlug
=wynalazku wykazuja réwniez czynno§é w stosun-
g do - Opornych na ryfa.mplcy'ne szczepbw Stap-
txy)ococéus aureus w reprezentatywmych bada-
‘mach in vitro zwigzki opisane w przykladach IV,
_’V ‘VI i VIII w stezeniu 1—5 pg/ml hamowaly
wzrost Staphylococcus aureus Tour. Omawiane
,zwia,zkl wykazuja bardzo niskg toksyczno$é.

; Inna bardzo cenng wlasciwoscia zwigzkéw wy-
twarzanych sposobemn wedtug wy'nalazku jest ha-
mujace dziatanie przejawiane w stosunku do poli-
', meraz DNS, charakterystycznych dla limfoblastéw z
i ludzi chorych na biataczke i w stosunku do
ansferaz nukléotylowych (polimeraz) wiruséw,
‘ktbre nie biora udzialu w metabolifmie komérek

Gram-ujemnych bakterii, a’
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normalnych. Z badain nad reprezentatywnymi
przedstawicielami grup wiruséw wiadomo, Ze w
znacznej czeSci cyklu reprodukcji w komoérkach
zywiciela sg one nosicielami lub wytwarzajg poli-
merazy.

Tak wiec na przyklad wirusy Picorna, czy Polio
wyctwanrza;a zalezng od RNS polimerazg¢ RNS, pod-
czas gdy wirusy innych grup, na przykltad wirusy
bialaczki sg nosicielami zaleznej od RNS polime-
razy DNS. Obecno$é i niezwykle wazna rola jaka
spelnia zalezna od RNS polimeraza DNS (przeciw;
transkryptaza) w preypadku rakotwoérczych wiru-
sébw RNS zostaty odkryte przez B. Baltimore’a,
Nature 226, 1209 (1970) i przez H.M:. Temina i
wspétpracownikéw, Nature 226, 1211 (1970). Wy-
stgpowanie zaleznej od RNS polimerazy DNS w
zwierzecych rakotwérczych wirusach RNS zostalo
stwierdzone réwniez przez innych badaczy.

Zagadnienia te s3 omoéwidne w nastepujacych
publikacjach: Green i wsp6tpracownicy, ,Mecha-
nizm of carcinogendses by RNS tumor viruses. I.
An RNA-dependent DNA-polymerase in murine
sarcoma viruses”, Proc. Nat. Acad. Sci. USA, 67,
385—393, 1970, Spiegelman 1 wspbipracownicy,
»Characterization of the products of RNA directed
DNA-polymerase in oncogenic RNA viruses”, Na-
ture, London, 227 536, 1970, Hanaka i wsp6tpraco-
wnicy, ,,DNA polymerase activity associated with
RNA tumor viruses”, Prnoc.Nat. Acad. Sci. USA 67,
143, 1970, Scolnick i wspoélpracownicy, ,DNA syn-
thesis by RNA containing tumor viruses”, Proc.
Nat. Acad. Sci. USA 67, 1034, 1970.

. Obeanoéé¢ wiruséw RNS w pewnych nowotworach
potwierdzaja rbwniez dalsze fakty: w mleku ko-
biet, w'rodzinach, w ktérych wystepowaty przypad-
ki raka piersi i w malzenstwach oséb spokmew-

nionych znaleziono przeciwtranskryptaze (Scholn
i wsp6tpr., Nature 231, 97, 1971), a Priori i wsp6t-

~pracownicy, (Nature New Biology, 232, 16, 1971)

z komérek plynu oplucnej dziecka z zapaleniem
wezléw chlonnych wyodrebnili wirusa ESP-1,
ktéry zawiera przeciwtranskryptaze i ktéry daje
si¢ rozmnazaé w hodewli tkankowej.

Axel i wspblpracownicy, Nature 235, 32, 1972,
w drodze hybrydyzacji molekularnej wykazali wy-
stepowanie w przypadkach raka piersi kobiet wi-
rusa RNS homologicznego z wirusem RNS nowo-
tworu sutki myszy. Mozliwo§é wirusowego pocho-
dzenia raka | piemssi wykazuja przeprowadzéne
technikg mikroskopii elektronowej badania mleka
kobiecego (N.H. Sarkar i wsp6lpracownicy, Natu-
re, 236, 104, 1972). R6wniez z komérek ludzkiego
miesaka mieéni prazkowanych wyodrebniono czyn-
ng w stosunku do RNS polimeraze DNS i wiruso-
podobne czastki. (Mc Allister. i wspélpracawmcy,
Nature New Biology, 235, 3, 1972).

Dotychczas iue ma lekéw skutecznie zwalczaja-
cych schorzenia wirusowe, poniewaz warunki prze-
miany materii wiruséw i komérek sg takie same.
Najbardziej obiecujacag drogg chemioterapii choréb
wirusowych jest opracowanie odpowiednich zwigz-
kéw wybibérezo lsczgeych sie z polimerazami. wi-
rusowymi, lub i polimerazami komérkowymi trans-
formowanymi przez wirusy, a nie taczacymi sie z
polimerazami normalnyech komérek zywiciela, co
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daloby mozliwosé kontroli informacji genetycznej
wirus6w. Wybiércze inhibitory enzyméw wirusa
lub enzyméw komérkowych trensformowanych
przez wirusa, a 'w szczegblnosci inhibitory poli-
meraz rakotwoérczych wirus6w RNS -odgrywaja
znaczng role w lekach do terapii biataczki i innych
schorzefi nowotworowych.

Zbadano hamujgca czynno$é zwigzkéw wytwa-
rzanych sposobem wedlug wynalazku w stosunku
do oczyszczonej, zaleznej od RNS polimerazy DNS
endogennego wirusa Muridae i w stosunku do
oczyszczonej, zaleinej od DNS polimerazy wirusa
Poly d-(A-T) (jako ,Template”). ‘W badaniach
postuzono sie sposobami opisanymi przez C. Gar-
go i wspbipracownik6w (Nature, New Biology,
229, 111, 1971). Dzialanie lekéw w réinych steze-
niach na czynno$§é -polimerazowg okre§lano na-
stepnie w stosunku do *H-dTTP (irytowany tréj-

fosforan tyminodezoksyrybozy) polaczonego - z
frakejg nitjuzpuszczalna. . !
Ponizej przedstawiono typowy przyklad postepo-

wania do§wiadczalnego.

Wyodrebnianie wirusa i oczyszczame pohme'ra-
zy wirusowej.

Sposobem . opisanym przez Greena i wspélpra-
cownik6w, Proc. Nat. Acad. Sci. USA, 67, 385—393,
1970 i przez Rokutande i wspbipracownikéw, Na-
ture, 227, 1026—1028, 1970, wyodrebnia sie wirusa
Muridae z nowotworowych komérek szczura
(szczep Moloney’a) oraz z nowotworowych komé-
rek myszy (szczep Harvey’a), a nastepnie oczysz-
cza. Polimeraze wirusowa otrzymuJe sie w wyniku
inkubacji oczyszczonego wirusa 0,5% NP-40 (noni-
det P-40) w 01 M NaCl, 0,01 M buforze Tris

(PH 7,6) i 0,001 M EDTA, w ciggu 5 minut, w "

temperaturze pokojowej i 20—40-krotnie oczyszcza
przez wirowanie strefowe w ciggu 24 godzin w
roztworze sacharozy o stezeniu wzrastajgecym od
15 do 30%, 10 mM. buforze Na-fosforanowym
(pH 17,4), 25 mM MgClz, 10 mM ditiotreicie i 5%
glicerynie, z szybkogcia 38 000 obroté6w na minute,
w ultrawiréwde Spinco SW. 41. Zebrano 22 frakcje,
a wykazujgce na;wyzsza czynndsé enzymatyczng
fl‘akCJe 13—17 polaczono i. przechowywano w tem-
peraturze —70° w ‘30% glicerynie.
Oznaczanie polimerazy DNS.

Inkubacje enzymu prowadzi sie w ciagu godziny
w 37°C, w 100 ul mieszaniny skladajgcej sie z
40 mM buforu Tris (pH 8,0, 5 mM ditiotreicie,
30 mM NaCl, 25 mM MgCl,, 0,1 mM dATP, dGTP,
dCTP .i 10 pCi *H-ATTP (12—18 Ci/mmol), spo-
~sobem oplsanym/przez Greena i Mitaro, Proc. Nat.
Sci. USA, 67, 385—393, 1970. Reakcje przerywa SIQ
dodajac 150 ul 1 M kwasu nadchlorowego. W cha-
rakterze noénika dodaje sie DNS grasicy cielecia
(100 fig).- Radioaktywny produkt DNS przerabia sie
w 'spos6éb opisany w obu powyzej cytowanych po-
zycjach literaturowych. Endogenng czynno$é za-

leznej od RNS polimerazy DNS okresla sie po do-

daniu 0,01% NP-40 do oczyszczonego wirusa w
momencie przeprowadzania do§wiadczenia. Czyn-
nosé’ polimerazowa oczyszezonej polimerazy wiru-
sowej oznacza sie 2 ug Poly d (A-T) (Jako Tem-
plate) i bez NP-40
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Oznaczanie hamujacego dzialania pochodnych‘
ryfamycyny. '
Sporzadza si¢ roztwér pochodnej ryfamycyny
w  dwumetylosulfotlenku (DMSO), - o steieniu_
5 mg/mol i przechowuje go w temperaturze 4°C.
Hamujgcy wplyw na czynno$§é endogennej zalez-
nej od RNS polimerazy DNS okreSla si¢ w ten
spos6b, Ze 2 pl roztworu antybiotyku w DMSO
lub 2 pl DMSO (kontrola) dodaje si¢ do badanej
préby, zawierajgcej 15—30 pg bialka wirusowego,
a nastepnie do préby wprowadza sie ostabionego
wirusa. Inkubacje enzymu prowadzi sie w ciggu
70 minut w 37°C. Nastepnlle dodaje sie 70 ul
mieszaniny substratéw i mieszanine 1nkubu§e i
przerabia' w wyzZej opisany spos6b. -
W reprezentatywnych badaniach zwigzki wytwa-
rzane sposobem wedlug wynalazku w steg
2—100 pg/ml ograniczaly przylaczanie ..*H-dTTP
do ponizej 10°% warto$ci oznaczonej w badaniach
kontrolnych. W ten oczywisty sposéb wykazano,
ze wplywaja one hamujgco na mechanizm nowo- -
twérczy nowotworowych wirus6w RNS, zgodnie z

najnowszymi poglgdami biochemicznymi.

Hamujgce dziatanie w stosunku do przeciwtrans-
kryptaz okre§la sie¢ r6wniez w badaniach na . wi-
rusach Muridae. Zalezng od RNS polimeraze DNS
wirtisa Muridae otrzymuje sie w spos6éb- opisany
przez Callo i wspélpracownikéw. Nature New Bio-
logy, 232,141, 1971 z wirusa ostabionego Tritonem X
100. Wirusy szczep6w Rauschera i Moloney’a
oczyszcza sie wigzge je w:zakresie 1,16 g/mol gra-
dientu gesto$ci sacharozy, po wstepnym wirowaniu
przy ograniczonej szybkosci, w Toztworze sacha-
rozy o. stezeniu malejgeym od 60 do 20%, dla .
oddzielenia fragmentéw komoérek. Koficowe. steze-
nie preparatu wirusowego wynosi 101%. czgstek w .
ml. Jako ,.Template stosuje sie .70 SR.N.S. Stwier-
dzono, Ze stezenie 50 pg/ml 1 nizsze skutecznie
hamuje czynnoéci enzymeatyczne.. Podobne wymniki
otrzymuje sie stosujgc polimerazy z komérek. no-
wotworowych pochodzenia ludzkiego. W tym przy-
padku dla scharakteryzowania selektywnego wply-
wu bada sie dzialanie hamujgce réwnieg w sto-

!

‘sunku do polimeraz komérek normalnych. Badano

czynno§é reprezentatywnych pochodnych ryfamy-
cyny w wzorze ogélnym .1 w stosunku do 2 oczysz-
czonych polimeraz DNS, wyodrebnionych z nor-
malnych ludzkich limfocytéw. krwi (stymulowa-
nych PHA), z komérek limfoblastéw krwi zdro-
wego- dawcy i z limfoblastéw krwi . b1a!ecquwej
Stosowano syntetyczne i/lub natux*alne ,,Temp.late”

Ponizej opisano typowy przyklad: przeprowadze-
nia oznaczenia.

Limfoblasty krwi ludzker

Biataczkoweé limfoblasty wyodrebnia s1e z obwp-
dowej krwi pacjentéw = ostra biataczka., Komfeki
przemywa sie, a erytrocyty usuywa, przez pr)dc;s-
nieniowe rozpuszczenie. Normalne limfocyty otrzy-
muje sie z- obwodowej krwi zdrowych dawc6w.po
oddzieleniu granulocytéw -w drodze chromatografii
kolumnowej na tworzywie poliamidowym. Pnddaje
sie je obrbbce opisanej przez Gallo. i.wspfipra-~
cownikéw, Nature-228,.-927, 1970 .i Science 163.
400; 1968, dziatajac .w- ciggu 72 Endzin f;tchem
glutyring. (PHA), w celu mozliwie 'na]wmkg,‘v,r"'\

ot
e
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wzmocnienia ich czynno§ci DNS-polimerazowej.
W niektérych orientacyjnych badaniach wstepnych
stosowano - stabiej oczyszczong polimeraze .DNS,
otrzymang z hodowli ,normalnych” tkanek ludz-
kich (1788). Interesujgce zwigzki zbadano nastep-
nie na lepiej oczyszczonych enzymach z normal-
nych i biataczkowych limfocytéw. Kultury tkanek
otrzymano z Associated Biomedic Systems, Inc.

Preparaty polimerazy DNS.

Polimerazy DNS otrzymuje sie znormalnych (sty-
mulowanych PHA) i bialaczkowych limfocytow
oraz z komérek limfoidalnych 1788, w drodze ho-
fnogenizowania w hipotonicznych roztworach bu-
forowych i nastepnego traktowania Tritonem X
100 i/lub ekstrakcji roztworami soli zewnetrznych
lizozomalnych blon komérkowych. Po réznicujgcym
wirowaniu w roztworach soli ekstrakty komoérko-
we oczyszcza sig dalej w drodze chromatografii
kolumnowej - na celulozie DEAE, fosfocelulozie
i dekstranie Sephadex G 200.

Badanie pohmerazy DNS.

Badanie polimerazy DNS przeprowadza sie w
- koncowej objetoSci 100 pl. Badana mieszanina za-
‘wiera 50 mM buforu Tris-HCl o pH 83, 6,0 mi
octanu magnezu, 8,0 mM ditriotreitu i 60 mM
NaCl. Warto§¢ pH nastawia sie po dodaniu troz-
puszczonych w DMSO inhibitor6w. Koncowe ste-
zenie DMSO wynosi 0,5% i taka ilo§¢ zawieraja
wszystkie préby kontrolne. W badaniach stosuje
sie enzymy w stezeniu katalizujgeym przytaczanie
okoto 1 pM w ciggu godziny. W wiekszoSci przy-
padkéw enzym inkubuje: sie wstepnie inhibitorem
w ciggu 5 minut. Nastepnie przeprowadza sie pod-
stawienie dodatkiem syntetycznego DNS (Poly
d/AT/ Miles Lab.) i hybrydy DNS.RNS (Oligo dT.
poly rA) w ilosci 5 pg/ml lub naturalnego, akty-
wowanego DNS nasienia lososia, w ilo§ci 50 pg/ml
i RNS endogennegé wirusa 70S, 10 uCi ((H-mety-
10)-TTP (New England Nuclear, 18,6 mCi/uM, lio-
filizowany i ponownie rozpuszczony -w 0,01 M HCL
bézpoﬁrednio przed uzyciem) i ATP (8 X 107°M, z
substanc:a syntetyczna) lub dodatkiem wszystkich
trzech 1réjfosforanéw dezoksynukleozydéw (8 X
10% M z RNS lub DNS)

w pewnych przypadkach nie przeprowadza sie
wstepnej 1nkubac;|1 enzymu inhibitorem, lecz
przeprowadza sie reakcm Wprowadzajac do goto-
wej mieszaniny enzym laczme z inhibitorem. Na
poczatku 1nkubac]1 i po 30 minutach pobiera sie
préby, przerywa w nich reakcje dodatkiem 2 ml
0,08 M pirofosforanu sodu i przeprowadza wytra-
eenie dodatkiem 12,5% zimnego kwasu tréjchloro-
oetowego (TCS) z 400 pg RNS drozdzy jako noéni-
kiem. Produkty odsacza sie na mikroporowatym
filtrze, dokladnie przemywa 5% kwasem tr&jchlo-
rooctowym i 1 ml mieszaniny DMSO-etynol-0,1 M
NaCl (0,5:70:29:5), suszy, rozpuszcza W 2 ml
BBS; (Beckman) i 10 ml liguifluoru (New England
Nuclear) i liczy za pomocg cieczowego licznika
scyntylacyjnego produkceji Packard.

Stwierdzono, Ze stezenie 5—20 pg/rhl powoduje
przy syntetycznym ,DNS-Template” 50% zaha-
mowanie aktywnoSci polimerazy biataczkowej. Przy
syntetycznym ,,RNS-Template” (Poly rA: rU) re-
akcja byla jeszcze czulsza.
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Reprezentatywne badania, przeprowadzone z na-
turalnym ,Template” na polimerazach komérek
normalnych i nowotworowych wykazaly, ze enzy-
my nowotworowe sg czulsze na dzialanie testowa-
nych zwigzkéw. -

Spoéréd innych wtasciwoéei biologicznych no-
wych pochodnych: ryfamycyn nalezy wymienié¢
hamowanie powstawania ognisk nowotworowych
w komoérkach myszy, szczuré6w i ludzi zakazonych
szczepem Moloney’a i Kirstena wirusa Muridae.,
selektywne hamowanie wytwarzania wiruséw przez
zmienione komérki mysie i ludzkie, odtwarzanie
komoérek normalnych przez zmienione przez wiru-
sa Muridae komoérki mysie i szczurze.

Ponadto, pochodne hydrazonowe sa selektywhie
toksyczne w’ stosunku do zmienionych przez wiru-
sy komoérek mysich, szczurzych i ludzkich, co
wynika z badan ich zdolnosci do tworzenia kolonii.

Badania ozynnoSci  hamujacej Wywolywanie
ognisk nowotworowych przez szczep Moloney’a w
hodowli tkankowej przeprowadza sie .w nastepu-
jacy spos6b.

' Komérki BALB/3T3 hodu]e sie w 250 ml po-
Jemmkach z tworzywa sztucznego na pozywce
Eagle’a zawierajgcej surowice krowiego ptodu.
Liczenie komoérek przeprowadza sie za pomocag
licznika Soultera po zawieszeniu ich w no$niku
trypsynowym i rozcienczeniu pozywka.

Jako homogenat nowotworowy stostue sie szczep
Moloneya Poddaje sie go czterokrotnemu pasazo-
waniu komérkowemu na wielokrotnie pasazowa-
nym zarodku myszy rasy szwajcarskiej i bada
wlasciwosei tworzenia ognisk nowotworowych w
komoérkach BALB/3T3. Stosuje sie zmodyfikowany
spos6b opracowa'hy przez Hatley!a i Rowe’a, Proc.
Nat. Acad. Sci., 55, 780, 1966. Zawartg 'w pojemni-
kach pozywke szczepi sie komérkami w iloSei 1—2
X106 na 25 ml i inkubuje w ciggu 24 godzin
W 37°C. Po oddzieleniu ptynu wprowadza sie wi-
rusa w okreSlonej liczbie jednostek nowotworo-
twérezych. ‘

Nastepnie w ciagu 30 minut, w '37°C przepro-
wadza si¢ adsorpcje na pojedynczej wanstwie
komoérek, po czym do 25 ml pozywkl wprowadza
sie okreflong 1loéé zwykle 5—10 ug/ml alkenylo-
wej pochodnej ryfamycyny, w postaci roztworu w
dwumetylosulfotlenku o stezeniu 1 .mg/ml i ho-
dowle ponownie umieszcza w inkubatorze. Kon-
trole stanowi dodany do odrebnej hodowli dwu-
metylosulfotlenek w pozywece. Po trzydniowej in-
Rubacji obserwuje si¢ zmiany w plynie hodowla-
nym, a nowotworowo zmienione -komérki liczy sie
po 7 dniach prowadzenia hodowli. -

W podobny sposéb przeprowadza sie badania
wirusa pecherzykowatego zapalenia- jamy ustnej.
Sposoby mnozenia i badania tego wirusa opisali
Hackett i wspbtpracownicy, Virology, 34, 114, 1967.

Powyzsze wlaSciwosci wykazuja, ze zwigzki
otrzymywane sposobem wedlug wynalazku - dzia-
Yaja hamujaco na rozwéj wirusowyeh nowotworbw
zwierzat.. -

Wynalazek ilustruja nizej podane przyktady

Przyktad I. 3-/2- benzoumdazoﬂo/ryfamycy—-
na SV. 7 L

Roztwér 2,7 g 3- formyloryfamycyna SV i3 g
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o-fenylenodwuaminy w 30 ml czterowodorofuranu
miesza sie w ciggu 30 minut w temperaturze
0—5°C. Produkt otrzymany po odparowaniu roz-
puszczalnika przerabia sie w dalszym etapie bez
" oczyszczania (préba przekrystalizowana z metano-
lu topnieje w przedziale 252—255°C). Wydaj-
nosé 80%.

1 g otrzymanej zasady Schiffa rozpuszcza sie w
mieszaninie 10 ml kwasu octowego i 20 ml cztero-
chlorku wegla, a do chlodzonego wodg z lodem

10

Przyktady III—VIII. Sposobem opisanym
w poprzednim przykladzie otrzymuje sie, stosujac
odpowiednie o-dwuaminy i 3-formyloryfamycyny
SV nastepujgce podstawione w pozycji 3 pochodne
ryfamycyny SV. . ,

Przyktad IX. 3-/1H-9-keto-fluoreno (2,3-d)
imida%ol-2-ilo/ ryfamycyna SV.

Roztwér 4,2 g 2,3-dwuaminofluorenonu-9 i 14 g
formyloryfamycyny w 200 ml czterowodorofuranu

) 10 ogrzewa sie w ciggu 3 godzin w temperaturze
roztworu dodaje 9’5 g czterooctanu otowiu. Roz- . wrzenia. Po ochlodzeniu odsgcza sie produkt top-
twér utrzymuje si¢ w ciagu 2 godzin w tempera- niejacy w temperaturze 230°C (rozkladem). Wy-
turze 0—5°C, a nastepnie rozcieficza czterochlor- dajno§é 125 g. Widmo absorpeji w nadfiolecie
kiem wegla i przemywa 10% roztworem wodnym przedstawia sie nastepujaco:
kwasu askorbinowego, po czym suszy i odparo- i3 :
wuje rozpuszczalnik. Pomzostato$é przekrystalizo- (nm)
wuje sie¢ z acetonu lub metanolu. otrzymujac pro- amax 470 s 310 256
dukt o temperaturze topnienia 189—193°C (z roz- ) 1% ' )
kladem). Wydajno$é 40%. Widmo absorpcji. w lem 1392 357,1 388,3
nadfiolecie przedstawia sie nastepujgco: 20 Przyktad X 3—/5—karboksy-z-tl)énz»odmidazo-

(nm) lilo/ryfarpy-cyna SV.
amax o 325 460 Tytulowy zwigzek otrzymuje sie sposobem opi-
E llc:n 3225 1744 sza;ym w ‘przykladme IX, z ty‘m, z.e W miejsce
o5 ,3-dwuaminofluorenonu-9 stosuje sie kwas .3,4-
Przyktad II. 25-desacetylo-3-/2-benzoimida- .-dwuaminobenzoesowy. Temperatura topnienia
zoilo/ryfamycyna SV. 215°C (z rozkladem). Widmo absorpcji w nadfiole-
Roztwér 5 g 25-desacetylo-3-formyloryfamycyny cie przedstawia si¢ nastepujaco:
SV i 7 g o-fenylenodwuaminy w 100 ml cztero-
wodorofu'rariu mi'esza sie w ciggu 2 godzin w 30 \max (nm) 462 328
otwartym naczyniu, w temperaturze pokojowej. 19/0 :
Po odparowaniu rozpuszczalnika otrzymuje sie E 1cm 161 310,1
surowy produkt, ktéry po przekrystalizowaniu z
metanolu  topnieje w temperaturze 195—196°C. Wyniki. mikroanalizy elementarnej zwiazkéw
Wydajno§é 2,5 g. Widmo absorpcji w nadfiolecie opisanych w powyzszych przykladach sg zgodne
przedstawia sie nastepujgco: 8 2 wartoSciami teoretycznymi. _ ;
Sposobami opisanymi w przykladach I—X o-
(nm) trzymuje sie nastepujgce przedstawione w pozycji
;_maxl% 326 462 3 pochodne ryfamycyny, 25-desacetyloryfamycyny
. E lem 351 191 10 i szeSciowodororyfamycyny.

Przy- ) Podstawnik w pozycji 3 Temperatura 3 max 1%
klad Amina ryfamycyny SV topnienia °C nm El em
III 3,4-toluilodwuamina 5-metylo-2-benzoimidazolil 136 —7 464 165,5

328 316,4
IV | 45-dwumetylo-o-fe- 5,6-dwumetylo-2-benzoimidazolil 180 465 149
nylenodwuamina ) 332 296,5
v 4,5-acenaftenodwua-. 4,5-dwuwodoro 7H-acenafto 220 z rozkladem 485 140,4
mina (4,5-d) imidazol-8-il 360 246,1
VI 4-chloro-o-fenyleno- 5-chloro-2-benzoimidazolil 215 — 6 z roz- 465 166,1 "
dwuamina kladem 328 326
i ) : 485 132,5
VII 2,3-fluorenadwuandina 1,9-dwuwodorofluoreno (2,3-d) 200 z rozkladem 358 348,1
. imidazol-2-il
VIII 1,2-dwuaminoantrachi- | 6,11-dwuketo-antra (1,2-d) 230 z rozkladem 429 179
non imidazol-2-il
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Podstawnik w pozycji 3

Wyjéciowa‘ ' amina ‘ryfamycyny SV

1 2
4-nitro-o-fenylenodwu-| 5-nitro-2-benzimidazolil
amina
4-dwumetylokarba- 5-dumetylokarbamylo-2-
mylo-o-fenylenodwu- | -benzoimidazolil '
"amina
4-butylo-o-fenyleno- 5-butylo-2-benzoimida-
dwuamina zolil
4-pentylo-o-fenyleno- 5-pentylo-2-benzoimida-
dwuamina zolil
3-nitro-o-fenyleno- * 4-nitro-2-benzoimi-
dwuamina dazolil
4-bromo-o-fenyleno- 5-bromo-2-benzoimida-
dwuamina olil
4-fluoro-o-fenyleno- | 5-fluoro-2-benzoimida-
dwuamina zolil
4,5-dwuchloro-o-feny- | 5,6-dwuchloro-2-benzo-
lenodwuamina imidazolil
4,5.dwumetoksy-o-fe- | 5,6-dwumetoksy-2-ben-
nylenodwuamina zoimidazolil '
4,5-dwuetoksy-o-feny-,| 5,6-dwuetoksy-2-benzo-
lenodwuwamina imidazolil ,
4,5-metylenodwuketo- 5,6-metylenodwuketo-2-
~o-fenylenodwuamina -benzoimidazolil
4,5-dwunitro-o-feny- 5,6-dwunitro-2-benzo-
lenodwuamina imidazolil _
4-sulfamoilo-o-fenyle- | 5-sulfamoilo-2-benzo-
nodwuamina imidazolil

N-etylo-o-fenyleno- 1-etylo-2-benzoimidazo-
dwuamina 1il '

Ni-metylo-4-tr6jfluo- 1-metylo-5-tr6jfluoro-
rometylo-o-fenyleno- | metylo-2-benzoimidazo-
dwuamina 1il
Ni-metylo-4,5-dwumé- | 1-metylo-5,6-dwumeto-
toksy-o-fenylenodwu- | ksy-2-benzoimidazolil

amina _ v
N-benzylo-o-fenyleno- | 1-benzylo-2-benzoimida-
dwuamina zolil
N-fenylo-o-fenyleno- 1-fenylo-2-benzoimida-
dwuamina zolil
ester etylowy kwasu 5-karboetoksy-2-benzo-
3,4-dwuaminabenzo- imidazolil '
eSOWego i
kwas 2-chloro-4,5- 6-chloro-5-sulfo-2-ben-
~-dwuaminobenzeno- zoimidazolil

' sulfonowy
9,10- fenantrenodwua- ‘fenantreno[9,1(-d)}imi-
amina - dazol-2-il

1 1,2-naftalenodwuamina
1 kwas 1,2-dwuaminona-
‘| ttalenosulfonowy-4

‘I kwas 1,2-dwuaminofe-
nantrenosulfonowy-4

nafto (1,2-d)imidazol-2-il
5-sulfo-nafto {1,2-dJimi-
dazol-2-il

3-sulfo-fenantreno (1,2-

-d)imidazol-2-il

Zastrzezenia patentowe

1. Spos6b wytwarzania podstawionych w pozycji
3 ryfamycyn o ogblnym wzorze 1, w ktérym R

oznacza atom wodoru, rodnik alkilofenylowy lub .

fenyloalkilowy, a R! i R? razem, stanowia lanéuch
karbocykliczny, ktéry lgcznie z podwéjnym wig-
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zaniem przylegajacego piersciénia imidazolowego
tworzy pierscief benzenu, niepodstawiony lub
podstawiony jedno- lub wielokrotnie atomem chlo-
rowca, rodnikiem alkilowym, grupa alkoksylows,
karboksylowg, karboalkoksylows, sulfonowsg, sul-
famylowsa, nitrowa, tréjfluorometylows, karbamy-
lowa, jedno- lub dwualkilokarbamylowa lub pod-
stawiony 1lub niepodstawiony rodnik skladajgcy
si¢ z 2—3 skondensowanych pier§cieni, w . sklad
ktérych wchodzi po 5—6 atoméw wegla, znamien-
ny tym, ze 3-formyloryfamycyne, poddaje sie re-
akcji z o-dwuaming o ogbélnym wzorze 2, w kto-
rym R, R! i R? majg wyzej podane ‘znaczenie
i otrzymany zwigzek poddaje dzialaniu akceptora
wodoru, takiego jak powietrze, sole miedziowe,
sole rteciowe, dwutlenek manganu, zelazicyjanek
potasu lub czterooctan otowiu, z tym, Ze w przy-
padku gdy otrzymany w tej reakcji zwigzek ma
posta¢ chinonu, redukuje sig¢ go kwasem askorbi-

. nowym do odpowiedniego hydrochinonu.

2. Spos6b wytwarzania podstawionych w pozy- .
cji 3 ryfamycyn o ogblnym wzorze: 1, w ktérym R
oznacza atom wodoru, rodnik alkilofenylowy lub
fenyloalkilowy, a R! i R? razem, stanowig lan-
cuch karbocykliczny, ktéry lgcznie z podwédjnym
wigzaniem przylegajacego pierscienia imidazolo-
wego tworzy pierécien benzenu niepodstawiony lub
podstawiony jedno- lub wielokrotnie- atomem
chlorowca, rodnikiem alkilowym, grupsg alkoksy-
lowa, karboksylowa, karboalkoksylows, sulfonowas,
sulfamylowa, nitrowsa, tréjfluorometylows, Karba-
mylows, jedno- lub dwualkilokarbamylowa lub
podstawiony albo niepodstawiony rodnik sktada-
jacy sie z 2—3 skondensowanych piei‘§cieni, w
sktad ktérych wchodzi po 5—6 atoméw .wegla,
znamienny tym, Ze 25-desacetylopochodng 3-for-
myloryfamycyny poddaje sie reakecji z o-dwuami-
ng o ogblnym wzorze 2, w ktéryq R, R! i R?
majg Wyzej podane znaczenie i otrzymany zwia-
zek poddaje dzialaniu akceptora wodoru, takiego
jak powietrze, sole miedziowe, sole rteciowe, dwu-
tlenek manganu, zelamcy;anek potasu lub cztero-
octan ‘olowiu, z tym, Ze W przypadku otrzymany

'w tej reakcji zwiazek ma postaé chinonu, redu-

kuJe sie go kwasem askorbmowym do odpowxed-

niego chydrochinonu.

3. Spos6b wytwarzania,‘ podstawionych w pozy-
cji 3 ryfamycyn o ogélnym wzorze 1, w ktérym R
oznacza atom wodoru, rodnik alkllofenylowy lub
fenyloalkilowy, a Rt i R? razem, stanowxa tan-
cuch karbocykliczny, ktéry lacznie z podwodjnym
wigzaniem przylegajacego pierscienia imidazolo-
wego tworzy pierSciei benzenu, niepodstawiony
lub podstawiony jedno- lub wielokrotnie atomem
chlorowca, rodnikiem alkilowym, grupa alkoksy-
lows, Karboksylowa, karboalkoksylowa, sulfonows,
sulfamylowa, nitrowa, tréjfluorometylows, karba-
mylows, jedno- lub dwualkilokarbamylowsa lub
podstawiony albo niepodstawiony rodnik skladajg-
cy sie z 2-3 skondensowanych pier§cieni, w skiad
ktprych wchodzi po 5—6 atoméw wegla, znamien-
ny tym, Ze 16,17,18,19,28,29-szeSciowodoropochodna
podstawionej w pozyeji 3 ryfamycyny poddaje sie

reakcji z o-dwuaming o ogblnym wzorze 2, w ktéf
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rym R, R! i R? majg wyzej podane znaczenie potasu lub czterooctan olowiu, z tym, Ze w przy-
i otrzymany zwigzek poddaje dziataniu akceptora padku gdy otrzymany w tej reakcji zwigzek ma
wodoru, takiego jak powietrze, sole miedziowe, posta¢ chinonu, redukuje sig¢ go kwasem askorbi-
sole rteciowe, dwutlenek marnganu, Zzelazicyjanek nowym do odpowiedniego hydrochinonu.
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1) utlenient ‘ l
) utleniente - Meo R

2) kwas askarbinowy

Schemat

WZGraf., Z-d Nr 2, zam. 397/77, A4, 110
Cena 10 z1
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