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(57) KIVONAT

A talalmany targya eljaras (I) altalanos képletii
makrolid antibiotikumok és ezek 1-5 szénatomos
alkanoil-, fenil-(1-4 szénatomos)-alkanoil-, fenoxi-
(1-4 szénatomos)-alkanoil- és halogén-fenil-(1-4
szénatomos)-alkanoil-észtereinek eléallitasara,
ahol

Q jelentése —CH,0H vagy —CHO csoport -
azzal a feltétellel, hogy ha a molekula 3-helyzetében

O-acetilcsoport van, a 4”-helyzet O-izovalerilcso-
porttol eltérd.

Az illatorvosi gyakorlatban hasznalhatd anti-
biotikum elbillitasira a Streptomyces fradiae
NRRL 12 170 mikroorganizmust siillyesztett, leve-
goztetett fermentacidés korilmények kozott te-
nyésztik, majd a felhalmozddott antibiotikumot
elkiilonitik.
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A talalmany targya eljirds az ismert terdpids
hasznalati tilozinnal (lasd példaul Tetrahedron
Letters, 2339, 1970) rokon makrolid antibiotiku-
mok eldallitasara.

A tilozin nagy értéke ellenére allanddan szitkség
van 10j antibiotikumok irdnti kutatasra, mivel re-
zisztens torzsek jelenhetnek meg. Ezen felill a ve-
gyiiletek szerkezetének modositdsa megvaltoztat-
hatja az érzékeny mikroorganizmusok spektrumat.
Sajnalatos modon a tilozinnal rokon makrolidok
szerkezetének kémiai modositasa kiilondsen nehéz.
igy példaul a J. Org. Chem., 44, 2050-2952, 1979.,
cikkben jelzik a tilozin molekularél valé micinozil-
glitkozid kotés hasitisanak nehézségeit. Az ezen a
terilleten dolgozé kutatok tilnyomé tbbségben
oly modon kutatnak wjszer szerkezetii vegyiiletek
utan, hogy 1ij, a természetben eléfordulo, vagy mes-
terségesen eldallitott ij mikroorganizmusokat ke-
resnek, abban a reményben, hogy tenyésztésiik so-

_ ran hasonld szerkezetii vegyiiletek bioszintetizalod-

nak.

Ugy talaltuk, hogy a tilozinhoz hasonlo vegyiile-
teket, de a tilozinban 1év micinozil-cukorrészt nem
tartalmazo vegyiileteket allithatunk eld bizonyos
Streptomyces fradiae tdrzsek siillyesztett, levegdz-
tetett koriilmények kozotti fermentacidjaval.

A taldlmény targya eljaras egy uj, az (I) altalanos
képleten bemutatott szerkezeti makrolid antibioti-
kumot tartalmazé allatorvosi készitmény el6allita-
sara, ahol az altalanos képletben

Q —CH,0H vagy —CHO csoport.

A talalmany targya tovabba eljaras az (I) altala-
nos képletii vegyilletek 1-5 szénatomos alkanoil-,
fenil-(1-4 szénatomos)-alkanoil-, fenoxi-(1-4 szén-

" atomos)-alkanoil- és halogén-fenil-(1-4 szénato-

mos)-alkanoil-észtereinek eldallitasara. Az (I) dlta-
lanos képletben ha a 3-as helyzetii csoport O-acetil-
csoport, ugy a 4"-helyzetben nem lehet O-izovale-
rilcsoport.

Bar a fenti szerkezetii képletben sztereokémiai
konfiguriciot nem jeloltiink, nyilvdnvalo, hogy a
vegyiilet sztereokémiai konfiguracioja azonos a ti-
lozinéval. A neutralis cukor mikardz és az amino-
cukor mikaminéz.

Abban az esetben, ha az altalanos képletben
Q aldehidcsoport, gy a vegyilet 4j makrolid anti-
biotikum, nevezetesen a 23-demicinozil-tilozin,
amit demicinozil-tilozinnak, vagy DMT-nek neve-
ziink, kényelmi szempontbol. A vegyiilet a (II) alta-
lanos képletben megadott szerkezetii.

A DMT dihidro-szarmazékat, azaz a 20-dihidro-
23-demicinozil-tilozint dihidro-DMT-nek nevez-
ziik, kényelmi szempontbol. Ennek a vegyiiletnek
a szerkezetét a (IIT) képleten mutatjuk be.

A taldlmany szerinti vegyiiletek gatoljak a meleg-
véri allatok szamara patogén mikroorganizmusok
novekedését. Részletesebben, ezek olyan baktéri-
umellenes szerek, amelyek kiilondsen aktivak
Gram-pozitiv mikroorganizmusokkal, és Myco-
plasma fajokkal szemben. :

Hasznalhat acil-észter-szarmazékok eloallitasa-
ra a DMT hidroxilcsoportjait és a dihidro-DMT-
hidroxilcsoportjait észterezhetjik a 2'-, 4”-, 3", 23-
és 3-hidroxilcsoportokon. Ezen feliil a dihidro-
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2.

DMT-t észterezhetjiik a 20-hidroxilcsoporton is.
A 2’-hidroxilcsoport észterezése a legkdnnyebb.

A talalmany szerinti eljarast uj Streptomyces fra-
diae torzzsel végezziik, e torzs szama NRRL
12 170. A taldlmany targya tovabba eljaras DMT
vagy dihidro-DMT el6allitasara oly médon, hogy
ezt a torzset siillyesztett, levegdztetett fermentacios
korillmények kozott addig tenyésztjiik, mig jelen-
tos mennyiségii antibiotikum termelddik. A DMT-t
vagy dihidro-DMT-t a ligos fermentlé szirletébol
extrahalhatjuk polaris, szerves oldoszerekkel, majd
tovabb tisztithatjuk extrakcidval, adszorpcioval és/
vagy kristalyositassal.

A DMT dihidro-szarmazékat kémiai redukcié-
val vagy fermentacioval allitjuk el. Ha a dihidro-
DMT-t kémiai redukcioval allitjuk el6, Ggy ismert
modon jarunk el, példaul a DMT-t kozelitdleg
sztdchiometrikus mennyiségil kémiai redukaloszer-
rel, példaul natrium-borhidriddel reagéltatjuk, pél-
daul alkoholos oldoszerrel késziilt reakcioelegyben.
A dihidro-DMT eléallitasara eljarhatunk oly mo-
don is, hogy a taldlmany szerinti S. fradiae NRRL
12 170 torzzsel szabalyozott koriilmények kozott
végziink fermentaciot.

Az acil-észter-szarmazékok elddllitasira a
DMT-t és dihidro-DMT-t észterezziik a 2'-, 4"-, 23-
és 3-helyzetben oly modon, hogy ismert moédon
acilezdszerekkel reagaltatjuk. A dihidro-DMT-t a
20-helyzetben is észterezhetjiik. A legkdnnvebben
a 2’-hidroxilcsoport észterezédik. AcilezGszerként
példaul anhidrideket, halogenideket (rendszeriit
bazissal, vagy mas savelnyelGvel egyiitt), és szerves
savak aktiv észtereit hasznaljuk. Az acilezést szer-
ves sav és egy dehidrataloszer, példaul N,N’-dicik-
lohexil-karbodiimid elegyével is végezhetjiik. Az
acilezés tdrténhet enzimatikusan is, ahogy azt Oka-
moto és munkatarsai irjak a 4 092 473 szamu ame-
rikai egyesilt allamokbeli szabadalmi leirdsban.
A keletkez6 acil-szarmazékokat ismert modszerek-
kel kilonitjiik el és tisztitjuk.

A 2’-monoészter-szarmazékokat az irodalombol
ismert szelektiv észterezéssel allithatjuk el6, példaul
oly mddon, hogy az antibiotikumot sztdchiometri-
kus mennyiségt (vagy ennyi foloslegben jelenlévo)
acilezdszerrel reagaltatjuk, acilezészerként példaul
acil-anhidridet hasznalunk; a reakcidt szobaho-
mérsékleten, 1-24 6ran at végezziik, mig az észtere-
z6dés gyakorlatilag teljessé valik. A 2"-monoésztert
a reakcioelegybdl ismert modszerekkel, példaul
extrakcioval, kromatografidval vagy kristalyositas-
sal kiildnitjik el.

Elonyds vegyiiletcsoportot képviselnek a gyogy-
szerészeti szempontbol elfogadhato észter-szarma-
zékok. Mas észter-szarmazékokat is hasznalhatunk
intermedierként.

A DMT, a dihidro-DMT és ezek acil-észter-szar-
mazékai savaddicios sokat képeznek. A DMT, di-
hidro-DMT és ezek acil-szarmazékainak savaddici-
0s soi a talalmany oltalmi koréhez tartoznak. Eze-
ket a sokat felhasznalhatjuk példaul a DMT, dihid-
ro-DMT és ezek acil-szarmazékainak elkiilonitésé-
re, tisztitasara és kristalyositasara.

Ahogy azt az el6zdekben megjegyeztitk, a DMT-t
és dihidro-DMT-t oly modon allitjuk eld, hogy a
Streptomyces fradiae egy torzsét tenyesztjiik, olyan
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térzset hasznalunk, amely ezeket a vegyileteket
termeli siillyesztett és levegOztetett fermentacios
koriilmények kozott, megfeleld Osszetételi tapta-
lajban. A tenyésztést addig folytatjuk, mig jelentGs
mennyiségl antibiotikum halmozodik fel. A téma-
ban jartas szakember el6tt nyilvanvalo, hogy elo-
szOr a DMT termelddik a fermentaci6 soran. A di-
hidro-DMT akkor keletkezik, ha a fermentaciot
hosszabb idon at végezziik, amikor a jelenlévo
DMT enzimatikusan redukélodik.

A Streptomyces fradiae NRRL 12 170 mikroor-
ganizmus tenyésztéséhez tobbféle taptalajt hasznal-
hatunk. A termelés gazdasagossiga, az optimalis
hozam és a termék izolalasanak egyszerisitése ér-
dekében azonban bizonyos Osszetétell taptalajok
elonyosek. Igy példaul szénforrasként elonydsen,
kiilondsen a nagy térfogatl fermentacidkkor szén-
hidratokat, példaul dextrint, glitkozt, keményitdt,
kukoricalisztet és olajokat, példaul szojabab-olajat
hasznalunk. Nitrogénforrasként elényosen példaul
kukoricalisztet, szdjalisztet, hallisztet, aminosava-
kat, vagy mds, hasonld készitményeket haszna-
lunk.

A taptalajhoz adott szervetlen sok példaul a viz-

ben oldodo, vasionokra, kaliumionokra, natrium-
ionokra, magnéziumionokra, kalciumionckra, am-
moniumionokra, kloridionokra, karbonationokra,
szulfationokra, nitrationokra és mas, hasonlé io-
nokra disszociald sok.

A mikroorganizmus novekedéséhez és kifejlodé-
séhez szitkséges nyomelemeket szintén hozzdadhat-
juk a taptalajhoz. Ezek a nyomelemek altaldban
szennyezOanyagként jelen vannak a taptalaj tobbi
Osszetevojében, mégpedig a mikroorganizmus igé-
nyének megfeleld mennyiségben. Esetenként kevés
(példaul literenként 0,2 ml) habzasgatlo szert, pél-
daul polipropilén-glikolt (molekulasilya koriilbe-
liil 2000) adunk a nagytérfogati fermentaciok tap-
talajahoz, abban az esetben, ha a habzas problémat
okoz.

Nagyobb mennyiségi DMT vagy dihidro-DMT
eldallitisahoz tankfermentorban siiliyesztett, leve-
goztett koriilmények kozott végziink fermentaciot.
Kismennyiségii DMT-t vagy dihidro-DMT-t ugy
allitunk el6, hogy razott lombikban végziink te-
nyésztést. Az antibiotikum termelésben mutatkozo
lag-fazis miatt, amely altalaban akkor jelentkezik,
ha nagymennyiségii taptalajt oltunk be a mikroor-
ganizmus spoéraival, elényosen vegetativ inokulu-
mot hasznalunk. A vegetativ inokulum el6allitasa-
ra kismennyiségii taptalajt oltunk a mikroorganiz-
mus sporaival vagy micélium darabkaival, ilyenkor
friss, aktivan novekvo tenyészetet kapunk. A vege-
tativ inokulummal ezutan beoltjuk a nagymennyi-
ségu taptalajt. A vegetativ inokulum el6allitasara
hasznalt taptalaj a féfermentacids taptalajjal azo-
nos lehet, hasznalhatunk azonban mas dsszetételi
taptalajt is.

A S. fradiae NRRL 12 170 mikroorganizmust
10 °C és 37 °C kozotti hGmérsékleten noveszthet-
jitk. Az antibiotikum termelés szempontjabol opti-
malis a 28 °C.

Ahogy az a leveglztetett, siilyesztett fermentaci-
oknal szokasos, a taptalajon steril levegdt buboré-
koltatunk at. A nagymennyiségii antibiotikum
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termelés érdekében tankfermentaciokor 28 °C ho-
mérsékleten és | atmoszféra nyomason 30%-os,
vagy ennél magasabb levegs-telitettséget biztosi-
tunk.

A fermentacioé soran az antibiotikum termelést
oly mddon kovetjiik, hogy mintékat az antibiotiku-
mokra érzékeny mikroorganizmussal szemben mé-
riink. Méroorganizmusként példaul Staphylococ-
cus aureus ATCC 9144 mikroorganizmust haszna-
lunk. A biologiai értékmérést elonyosen automati-
zalt turbidimetrids modszerrel végezziik. Az anti-
biotikum termelést ezen kiviil kovethetjitk nagyfel-
bontasu folyadék-kromatografiaval UV fényben.

A siillyesztett, levegbzietett fermentacios koril-
mények kozott kivitelezett tenyésztés utdn a DMT-t
vagy a dihidro-DMT-t a fermentacios szakmaban
ismert modszerekkel kiilonitjitk el a tenyészlébol.
A DMT vagy a dihidro-DMT kinyerésére szirjik
a tenyészlevet. A sziirt levet ezutin tovabb tisztit-
hatjuk az eldallitandd antibiotikum kinyerésére.
A tisztitas soran tdbb modszert hasznalhatunk.
A sziirt 1€ tisztitasa példaul oly modon torténhet,
hogy pH-jat 9-re aliitjuk be, megfelelo oldoszerrel,
példaul etil-acetattal, amil-acetattal vagy metil-
1zobutil-ketonnal extrahaljuk, a szerves fazist elkii-
16nitjiik és vizes, savas oldattal extrahaljuk. Ezt
kovetéen kicsapjuk az antibiotikumot oly médon,
hogy a vizes extrakt pH-jat lugosra allitjuk be.
A tovabbi tisztitasi lépéseket extrakcioval, adszorp-
cioval és/vagy kicsapdassal végezziik.

A talalmany szerinti i) mikroorganizmust a tilo-
zint termeld Streptomyces fradiae kémiai mutage-
nezisével allitottuk el. A mutagenizalt mikroorga-
nizmus csak kismennyiségi tilozint termel, termeli
viszont a DMT-t, mégpedig major komponens-
ként.

Jellemzés céljabol az vj mikroorganizmust ossze-
hasonlitottuk a Streptomyces fradiae M48-E
2724.1 torzzsel, ez a torzs a S. fradiae NRRL 2702
mikroorganizmusbol szarmazik, és tilozint bioszin-
tetizal. A S. fradiae NRRL 2702 mikroorganizmust
Hamill és munkatarsai irjak le a 3 178 341 szdmu
amerikai egyesiilt allamokbeli szabadalmi leiras-
ban. A jelen leirasban a tilozint termel6 S. fradiae
M48-E 2727.1 tenyészetet E2724.1 torzsnek nevez-
ziik.

Az 0j DMT- és dihidro-DMT-t termeld NRRL
12 170 térzset szintén Streptomyces fradiae-nek ha-
taroztuk meg. A meghatarozas soran az Internatio-
nal Streptomyces Project Streptomyces fajokra ér-
vényes modszereit hasznaltuk [Shirling és Gottlieb,
Methods For Characterization of Streptomyces
Species; Internal. Journal of Systematic Bacterio-
logy, 16 (3), 313-340 (1966)]; a vizsgalat soran
bizonyos kiegészitd vizsgalatokat is végeztiink. Az
Osszehasonlitast az alabbi S. fradiae mikroorganiz-
musra vonatkozo irodalom figyelembevételével ve-
geztitk : 1) Buchanan és Gibbons, Bergey's Manual
of Determinative Bacteriology, 8. kiadas. The Wil-
liams és Wilkins Co., Baltimore, Md., 1974, 815.
oldal; és 2) Shirling és Gottlieb, Cooperative De-
scription of Streptomyces. 1I. Species Description
from First Study, Internal. Journal of Systematic
Bacteriology, 18 (2), 118, 1968].

Az 0j torzs és az E2724.1 torzs sporalancainak
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morfoldgidja: Retinaculum Apertum (RA) cso-
portba tartozé. Horgok, hurkok és szabalytalan
gordiiletek lathatok, ezek rovidek, és altaldban kes-
keny atmérdjliek. Ezek legjobban az ISP#2 (élesz-
t6 kivonat-malata-agar) taptalajon figyelhet6k
meg. A sporak felszine sima; a sporak alakja ovalis,
atmérdjiik 0,65 um. Atmérojiik 0,61 pm és 0,71 pum
kozott valtozik.

A torzsek koz6tt a legnyilvanvalobb kiilonbség
tenyésztési jellemzdikben mutatkozik. Az E2724.1
torzs a legtobb taptalajon légmicéliumot fejleszt, a
légmicéliumok jol fejlettek, és a fehér szinsorozat-
hoz tartoznak. A DMT-t termel6 t6rzs egyaltalan
nem, vagy csak kevéssé fejlett légmicéliumot fej-
leszt. Ha jelen van a légmicélium, ugy az a fehér-
sziirke szinsorozathoz sorolhat6. A telepek hatol-
daldn nem latszik szinanyag-termelés. Sziniik vila-
gos-kozepesen sarga. A melanoid-pigment-terme-
1és szempontjabol a torzs negativ. (A melanoid-
tipusi szinanyag termelését ISP# 1 (tripton-élesztd
kivonat), ISP#6 (pepton-éleszté6 kivonat-vas-
agar), ISP#7 (tirozin-agar) és IPS tirozin nélkiili
agaron vizsgaltuk).

Az E2724.1 torzs és a DMT-t termel torzs ko-
z6tti hasonldsagokat és killonbozoségeket az 1. tab-
lazatban ismertetjitk.

I. Téablazat

Streptomyces fradiae E2724.1 és az NRRL
12 170 térzs dsszehasonlitdsa

Hasonlosagok Kilonbségek

A sporalancok morfolo-
gidja

A spérak feliiletének or-
namentikaja

Spora méret

A kromogenitas hianya

tenyésztési
gok
szénforras hasznositas

tulajdonsa-

zselatin elfolyositas
natrium-klorid toleran-
cia

Oldhaté szinanyag hia- pH-érték
nya :
Novekedés szelektalt, ve-
getativ taptalajon
Kemeényitd-hidrolizis
Negativ folozott tej-reak-
cid

Nitrat-redukcio
Katalaz-pozitiv
Foszfataz-pozitiv
Uredz-negativ
Antibiotikum érzékeny-
ségi vizsgalat.

homeérséklet-értek

A 1II. tablazatban ismertetjik a S. fradiae
E2724.1 és NRRL 12 170 torzsek morfologiai és
ndvekedési tulajdonsagait.

A III. téblazatban az antibiotikum-érzékenysé-
get, a IV, tabliazatban a szénforras-hasznositasi
spektrumot, végiil az V. tablazatban az egyéb élet-
tani tulajdonsagokat hasonlitjuk dssze.
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II. tablazat

Novekedési tulajdonsagok és morfologia

E2724.1 NRRL 12 170
Sporatartok RA RA
Sproralancok 10 10
Sporak feliilete! sima sima
Sporak alakja ovilis ovalis
ISP#2 Gz jo jo
R 87 87. kozépsarga
kozépsarga®
Am jol fejlett, fejlett,
263. fehér 263. fehér
Sp nincs nincs
ISP#3 G  gyengén fejlett gyengén fejlett
R 263. fehér 263. fehér
Am gyengén fejlett, nyomokban
263. fehér
Sp nincs nincs
ISP#4 G  rendkivil jol  jol fejlett
fejlett
R 87 kozépsarga 87. kozépsarga
Am rendkiviil joI  gyengén fejlett
fejlett,
263. fehér
Sp. nincs nincs
ISP#5 G jo jo
R  86.1. sarga 86.1. sarga
Am jol fejlett, 92.y. nincs
fehér
Sp nincs nincs
ISP#7 G rendkiviil jol  jol fejlett
fejlett
R 87.m.sarga  87. m. sdrga
Am rendkiviil jol  fejlett, 265.
fejlett, kozépszirke
263. fehér
Sp nincs vilagosbarna
Bennett G  gyengén fejlett nincs ndvekedés
R 90.gy.sarga ---
Am nincs -
Sp nincs -
Kalcium- G jo jo
-malata R 263. fehér 92.y. fehér
Am jol fejlett, nincs
263. fehér
Sp nincs nincs
Czapek G  jol fejlett fejlett
R 87.m.sarga  87.m. sdrga
Am rendkiviill jol nyomokban
fejlett,
263. fehér
Sp nincs nincs
Gliikoz- G nincs nincs novekedés
-aszpa- novekedés
ragin R --- -
Am —-- _——
Sp —-- -

4.
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II. tablazat (folytatas)

V. tablazat
Egyéb élettani tulajdonsdgok

E27241  NRRL 12170 B0 e
12170
Paradi- rendkiviil jol fejlett ISP4#1 (kromogenitas) - -
csom- jol fejlett lg:#g (l;romogenité‘\s) - -
paszta- R 92.y. fehér 87. m. sarga lzsd::in_(el;gg,'ggf;;'“) - +
zabliszt ~ Am rendkiviil jol  nincs folozott tej-reakcid - -
fejlett, 10 novekedés kilonbozo pH-értéke- ¢ o 61-78
263. fehér ken"? T T
Sp nincs nincs novekedés kiillonbozé homérsekle- 10-37°C 10-30°C
ten"?
’ ’ ve . ’ “r ey 3 1 |- 1 1 l"
1= A spérak felilletének ornamentéciojat elektron- Fassimiv e rerirtaiae 8% %
. . . . 15 eményito-hidrolizis + +
mikroszkoppal vizsgaltuk. nitrat-redukcié + +
2= G: ndvekedés; R: a telepek hatoldala, vagy katalaz® + +
oldalaik; Am: légmicélium; Sp: old6d6 szinanyag. foszfataz® + +
3= A szinek jeleit az ISCC-NBS szinskdla szerint ureaz’ - -
?dluk meg (Kelly és Judd, The ISCC-NBS Centro- 90 '=ISP#2 taptalajon (élesztd kivonat-malita kivonat-agar);
id Color Charts Standard Sample No. 2106, ,,U.S. 7 napon 4t inkubalva.
Dept. of Cqmmerce, National Bureau of Stan- 2= 0,05 méblos, alabbi puffercket hasznaltuk: citromsav, pH 3,
dards, Washington, D. C. 20234). 4, 5; 2-(N-morfolino)-ctan-szulfonsav, pH 6; 3-(N-morfolino)-
111. Tablazat propan-szulfonsav, pH 7;.N-2-hiqroxi-§til-p§pcrazin-N’-2-ct§m—
Antibiotikumérzék , ah . szulfonsav, pH 8; 2-amino-2-(hidroxi-metil)-1,3-propan-diol,
ntibiotikumérzékenység* 25 pH 9; 3-ciklohexil-amino-1,1-propan-szulfonsav, pH 10, 11.
— Az agarok pH-jat 7 napos inkubaciét kovetSen megmertik,
Antibiotikum Koncentracio V‘“ET“ E2724.1 NRRL l'ni\'vcl egyes pufferek nem tartottak az credetileg beallitott pH-
vegyulet 12170 értéket. A puffer toxicitasit oly modon vizsgaltuk, hogy az
Kl X trofeni sszes puffer pH-jat 7,0-ra allitottuk be, és vizsgaltuk a ndveke-
, loramfem- 30 ug ““E"’ enil- + + dést. Toxicitast nem figyeltink meg.
o .. vegyulet 3= 5,10, 15, 20, 25, 30, 37, 40, 45, 50 és 55°C homérsékleten
eritromicin 15ug makro'hd tr tr 30 vizsgaltuk.
Cefaloridin 30 ug plaktdm ~ + + «= Az agarhoz nitrium-kloridot adtunk, 0, 2, 4, 6, 8, 10 és
linkomicin ~ 2pg linkozaminid - - 12%-os koncentracioban.
polimixin B 300 egység peptid 1k tr tr s= A keményitd hidrolizisét szervetlen so-keményits-agaron
streptomicin 10 pg ’53"“03 aks- + + (ISP#4) vizsgaltuk, oly modon, hogy a jelenlévé keményitSt
iKli 30 a Kli ~ joddal mutattuk ki.
lc(rz‘i(m n 30 18 tetraciklin + + 35 = Azenzim méréséhez Blazevic és Ederer modszerét hasznaltuk
vankomicin ug gliikopeptid + + (Blazevic és Ederer, Principles of Biochemical Tests in Diagnos-
- tic Microbiology, John Wiley and Sons, New York, N. Y,
a= Az érzékenységet beoltott agarlemezekre helyezett koron- 1975).
gokkal hataroztuk meg.
b= - {czi'sztcns (nincs.gé‘tlési zéna)
- .ﬁk“’“y (atlisi 26na lathat6) 40 Az eldz6 tulajdonsigok alapjan a DMT- és di-
erzckenyscg nyomat hidro-DMT-t termeld NRRL 12 170 mikroorga-
i nizmust a Streptomyces fradiae 4j torzsének hata-
1V. Tablazat : , .
Szénforrds hasznositds™ » roztuk meg. A tenyészetet letétbe helyeziiik a Nor-
zenjo SZnos thern Regional Research Center, Agricultural Re-
Srinforrd 21241 NRRL 45 search, North Central Region, 1815 North Univer-
zenlorras . 12170 sity Street, Peoria, Illinois, 61 604 torzsgyijtemé-
- — nyébe, ahonnan ez NRLL 12 170 szam alatt hozza-
kontroll: nincs szénforrds - - férhetd
kontroll: glikoz + + ’ , . . b s gz
L-arabindz - + Ahogy az mas mikroorganizmusoknal is elofor-
D-fruktéz + + 50 dul, a Streptomyces fradiac NRRL 12170 tulaj-
D-galaktéz + + donsagai varialnak. fgy példaul az NRRL torzs
'l')‘“"’“ . + + mesterséges variansai és muténsai allithatok el oly
-mannit - + - B g oe - o . .«
raffinoz - - médon, hogy a sejteket kiilonbozé ismert fizikai és
szalicin - - kémiai mutagénekkel kezeljiik, példaul ultraibolya
szaccharéz + + 55 sugarakkal, X-sugarakkal, gamma-sugarakkal, és
D M M N-metil-N’-nitro-N-nitrozé-guanidinnal. A talal-
mény oltalmi koréhez tartoznak a Streptomyces
a — = nincs hasznosits; + = hasznositja. fradiae NRRL 12 170 Gsszes termeszetes es mester-
b = Az International Streptomyces Project (ISP #9) (szénforras S€ges variansal, muténsai és rekombinénsai, ame-
hasznositasi agar) alaptaptalajon hataroztuk meg, amihez sz6r- 6o lyek termelik a DMT-t.
ve sterilezett szénforrast adtunk minden esetben 1,0%-0s meny- A DMT vegyiiletek gatoljak a patogén baktériu-
nyiségben. A lemezeket 30 *C-on tenyésztettiik, és a 7-12. napon spa o iet ™ 1acl i
olvastuk le. mok, ku}onosen a Gram-pgzntlv"festodgsg bakté-
riumok és a Mycoplasma fajok novekedését. A V1.
tablazatban dsszefoglaljuk az ismert agar-higitisos
g5 modszerrel meghatirozott legkisebb novekedésgat-
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16 koncentraciokat, amely koncentréc_ic')k mellett a
DMT szabad bazis alakban gatolja bizonyos bak-

tériumok novekedését.

tablazatban megadjuk a DMT és DMT-tartarat
vizsgélataqu kapott ED,-értékeket.

VII. Tablazat

: VI Tibldzat 5 Az EDyy-értékek (mglkgx 2) szubkutdn vdgy
A DMT szabad bazis in vitro aktivitdsa ordlis adagoldssal
Legkisebb novekedés- Strepto- Strepto- Staphylo-
Mikroorganizmus gatlo koncentracio Vegyilet coccus coccus coccus
_(pg/ml) 10 e PrOanoMa aureus 3055
Streptococcus pyogenes C203 0,25 §
Streptococcus pneumoniae Park I 0,13 -;‘Z';b ordlis iz';b ordlis ;‘Zﬂl{- ordlis
Streptococcus sp. (Group D) 282 (l),(S) utan utan utan
Staphylococcus aureus 3053 y DMT-bazis 22 28 157 66 27 64
puaphylococeus aureus 209P 2 15 DMT-tararit 23 172 <59 100 NT* NT
Pasteurella hemolytica 12,5 g‘atlsm;mfcrtons BOou3 3 27 2%
Mycoplasma gallisepticum 0,097 s0 » >
Mycoplasma hyopneumoniae 0,195 . T
Mycoplasma hyorhinis 0,78 . = Nem vizsgaltuk.
20 A taldlmany szerinti DMT-vegyiiletek aktivitasa

A taldlmany szerinti DMT-vegyiiletek in .vivq
baktériumellenes aktivitassal rendelkeznek kisérleti
bakterialis fertozésekkor. Ha egereknek kisérleti
fertozéskor két dézisban adjuk a vizsgalt vegyiilete- 25
ket, az aktivitast ED,y-értékben hatarozhatjuk meg
(hatasos dozis mg/lestsﬁlykilograp)mbgn, gmely a
vizsgalt allatok 50%-at megvédi: lasd Wick és mun-
katarsai, J. Bacteriol., 81, 233-235, 1961). A VII.

a Mycoplasmafajokkal szemben kiilonésen értékes
tulajdonsag. A VIII. és IX. tablazatokban Ossze-
foglaljuk a DMT- és DMT-tartarattal végzett ki-
sérletek eredményeit, amelyek sorén indukalt My-
coplasma gallisepticum fertdzéseket kezeltiink csir-
kékben. A vegyileteket az ivovizben oldva adagol-
tuk 1-2 gramm/4,2 liter viz mennyiségben, 1-3 na-
pon at, vagy testsilykilogrammra szamitva 15-30
mg-os mennyiségben, injekcioval.

VIII. Tabldzat

Indukalt Mycoplasma gallisepticum fertozés kezelése csirkékben DM T-bézissal

Elpusztult allatok

A légzési traktus M. gallisepticum

. L, P sériilésével rendelkezé  Atlagos antitesttel
Vegyiilet Déazis szamajGsszes allatok szima/ sily () rendelkezok szama/
allat szima oOsszes allat szima Osszes allat szima
DMT-bizis 2’10_!3‘/:;213’; 9/30 (30%) 26/30 (86,7%) 397 21721 (100%)
DMT-bizis '{’_g’:fp" 13/30 (43,3%) 28/30 (93,3%) 392 15/17 (88.2%)
DMT-bizis 15 mg/kg 10/30 (33,3%) 24/30 (80%) 453 20/20 (100%)
Fertdzbtt kontroll - 19/30 (63%) 30730 (100%) 304 11/11 (100%)

IX. Tablazat

Indukalt Mycoplasma gallisepticum fertézés kezelése csirkékben DMT-tartaréttal

Elpusztult allatok

A légzési traktus

) M. gallisepticum
sériilésével rendelkezd  Atlagos

antitesttel

Vegyiilet Dazis seamafosszes Allal  jllatok szamafosszes  suly(2) rendelkezdk szama/

illat szima dsszes allat szama
DMT-tartarat 2,0 g/4.21; 1-3 nap 0/30 (0%) 13/30 (43,3%) 458 17/30 (56,7%)
DMT-tartarit 1,0 g/4,21; 1-3 nap 2/30 (6,7%) 22/29 (159%) 354 27/28 (96,4%)
DMT-tartarat 30 mg/kg 10/30 (33,3%) 27/30 (90%) 330 16/20 (80%)
Fertdzott kontroll — 15/30 (50%) 30/30 (100%) 231 15/15 (100%)

A baromfiak Mycoplasma fertdzéseinek meg-
akadalyozasara vagy kezelésére a DMT-vegyiiletek 60
egyikének nem-toxikus mennyiségét oralisan vagy
parenterilisan adagoljuk a -szarnyasoknak.

A DMT-vegyiileteket eldnydsen gydgyszerészeti
szempontbol elfogadhat6é vivdanyaggal, példaul
vizzel egyiitt adagoljuk az allatoknak. 65

6

A X. tablazatban osszefoglalijuk a DMT akut
toxicitdsanak adatait. A vizsgalatok soran 4-5 hetes
Harlan ICR egereket hasznaltunk. A kozepes leta-
lis dozist (LDy,) a DMT esetén hatiroztuk meg
oralis, szubkutan, intravénas és intraperitonelis
adagolassal.
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X. Tablazat
A DMT akut toxicitisa
Adagolas modja LD, (mg/kg)
Himek Nostények
p.o. - 5000
s.C. - 5447
iv. 100 186
ip. 721 325

Abban az esetben, ha melegvérti allatok betegsé-
gét kezeljiik, ugy a talalmany szerinti vegyiileteket
illatorvosi készitmények alakjaban adagoljuk.
A talalméany targya egyrészrdl eljaras éllatorvosi
készitmény elallitasara, amely készitmény aktiv
dsszetevoként egy (I) altalanos képletii vegyiiletet,
vagy ennek gyogyszerészeti szempontbol elfogad-
hatd sojat vagy észterét tartalmazza, legalabb egy,
semleges vivoanyaggal egyiitt. '

A témaban jartas szakemberek el5tt nyilvanvald,
hogy ezen készitményekben hasznalt vivbanyagok
természete hasonld lehet a tilozin esetében hasznalt
vivianyagokhoz.

A taldlmany szerinti eljarast a tovabbiakban pél-
dakkal szemléltetjiik.

1. példa

A) A DMT eléadllitdsa a razott lombikban kivite-
lezett fermentacioval

A Streptomyces fradiac NRRL 12 170 liofilezett
tenyészetét 1-2 ml steril vizbe szuszpendaljuk.
0,5 ml szuszpenziéval 150 ml alabbi Osszetételii ve-
getativ taptalajt oltunk:

kukoricalekvar 1,0 %
élesztd kivonat 0,5 %
sz6jabab dara 0,5 %
kalcium-karbonat 0,3 %
szojabab olaj (nyers) 0,45%
ionmentes viz 97,25%

Eljarhatunk oly médon is, hogy az S. fradiae
NRRL 12170 vegetativ tenyészetének 1 ml-€t,
amelyet eldzoleg folyékony nitrogénben taroltunk,
felolvasztunk, és ezzel oltjuk a vegetativ taptalajt.
A beoltott vegetativ taptalajt 500 ml térfogati Er-
lenmeyer-lombikokban tenyésztjiik 29°C homér-
sékleten, 48 oran at, percenként 300-at fordulo,
zart razogépben.

A kindtt vegetativ taptalaj 0,5 ml-ével 7 ml alab-
bi dsszetételii termeld taptalajt oltunk:

répamelasz 2,0 %
kukoricaliszt 1,5 %
halliszt 09 %
kukoricadara 0,9 %
natrium-klorid 0,5 %
diammonium-hidrogén-foszfat 0,04%
kalcium-karbonat 02 %
szdjabab olaj (nyers) 30 %
ionmentes viz 91,36%

A beoltott fermentécios taptalajt 50 ml térfogati
lombikokban tenyésztjiik 29 °C homersékleten,
6 napon at, percenként 300-at fordulo, zart razé-
gépben.
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B) A DMT elédllitasa tankfermentorban
f Nagy térfogatd inokulum elballitisara az A)
pontban megadottak szerint 1200 ml kinOtt vegeta-
tiv taptalajjal 4300 liter masodik fazisi vegetativ
taptalajt oltunk, amelynek dsszetétele a kovetkezd:

kukoricalekvar 10 %
szOjaliszt 0,5 %
élesztd kivonat 05 %
kalcium-karbonat 03 %
szdjabab olaj (nyers) 0,5 %
lecitin (nyers) 0,015%
“viz 97,185%

A taptalaj pH-jat 50%-os natrium-hidroxid-
oldattal 8,5-re allitjuk be.

Fzt a masodik fazisu vegetativ tenyészetet 1500
liter térfogatii fermentorban inkubaljuk 48 oran at
28 °C hémérsékleten, levegdztetés és keverés koz-
ben.

Koriilbeliil 700 liter masodik fazisu tenyészettel
4300 liter térfogatu steril, termelé taptalajt oltunk,
aminek az alabbi az Osszetétele:

halliszt 0,875%
kukoricaliszt 1,5 %
kukoricadara 0,875%
kalcium-karbonat 02 %
natrium-klorid 0,5 %
diammonium-hidrogén-foszfat 0,04 %
répamelasz 20 %
szojaolaj (nyers) 30 %
lecitin 0,09 %
viz 91,32 %

A taptalaj pH-jat 50%-os natrium-hidroxid-
oldattal 7,2-re allitjuk be.

A beoltott termeld taptalajt 9000 liter térfogatu
fermentorban tenyésztjitk 8-9 napon at, 28 °C hé-
mérsékleten. A fermentacios taptalajba steril leve-
gbt vezetiink 4t olyan mennyiségben, hogy az ol-
dott oxigén koncentracidja 30% és 50% kozott le-
gyen, a taptalajt tovabba percenként 250-et for-
dul6, hagyoményos kevervel keverjiik.

2. példa
A DMT izoldlasa

Az 1. példiban megadottak szerint eldallitott
3800 1 teljes fermentlevet szirjiik, sziirési segéd-
anyag jelenlétében. Vizzel mossuk a micéliumot, és
a vizes mosofolyadékot hozzaadjuk a szirlethez.

50%-o0s, vizes natrium-hidroxid-oldat 9,5 l-ével
9,2-re allitjuk be a szlirlet pH-jat, ezutan 2000 1
etil-acetattal extrahaljuk. Az etil-acetatos extrak-
tumhoz 450 1 ionmentes vizet és 6,4 kg nitrium-
hidrogén-foszfatot adunk, a kapott elegyet erdtelje-
sen keverjik. Az oldat pH-jat 3300 ml, 33%-os
foszforsav-oldattal 6,0-rol 4,35-re allitjuk be. A vi-
zes fazist elkilldnitjiik. Az elkillonitett vizes fazis
pH-jat 700 ml 50%-os, vizes natrium-hidroxid-
oldattal 6,5-re allitjuk be.

Az igy kapott oldatot csokkentett nyomason 225 1
térfogatra toményitjilk. A siiritmény pH-jat 16 1
10%-0s, vizes, natrium-hidroxid-oldattal 9,2-re al-
litjuk be. A kapott ligos oldatot egy éjszakan at
alini hagyjuk. Az oldatbol kivalt kristalyokat szii-
réssel elkiilonitjiik, 50 1 ionmentes vizzel mossuk,
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majd szaritjuk, ami utan 8,6 kg terméket kapunk.
A termék 3 kg-jat aceton és viz elegyébél kikrista-
lyositjuk, ezutan 2,07 kg DMT szabad bézist ka-
punk.

A DMT 132 °C hémérsékleten lagyul, és 150 °C
hdmérsékleten lassan olvad. A DMT elemanalizise
a kovetkez6: szén: 65% ; hidrogén: 8,5% ; nitrogén:
2%; oxigén: 28%. A DMT tapasztalati képlete:
CssHg3NO, 5, molekulasulya: 742 (a tdmegspektro-
metrids mérés szerint: 741).

A DMT szabad bézis kloroformos oldatban vizs-
galt infravorés abszorpcids spektrumaban maxi-
mumok figyelhet6k meg. A maximumok az alibbi
frekvencidn lathatok (cm™): 3634 (kicsiny), 3559
(vall), 3423 (széles), 2955 (intenziv), 2907 (intenziv),
1710 (intenziv), 1676 (vall), 1588 (intenziv), 1447
(vall), 1396 (vall), 1359 (kicsiny), 1309 (kicsiny),
1178 (vall), 1156 (intenziv), 1111 (vall), 1072 (vall),
1048 (intenziv), 1013 (vall), 984 (vall), 926 (kicsiny),
898 (kicsiny), és 833 (kicsiny).

A DMT ultraibolya abszorpcids spektrumaban
semleges etanolos oldatban vizsgalva a 283 nm-es
hullamhosszon latunk elnyelési maximumot (€:22,296;
E%. :300,9).

A DMT szabad bazis az alabbi specifikus forga-
tassal rendelkezik: [aJ : — $3,5° (konc.: 1, meta-
nolban).

A DMT 66%-o0s, vizes dimetil-formamidos olda-
taban vizsgalt elektrometrikus titralds szerint 7,25
PK-értékkel jellemezhetd titralhato csoporttal ren-
delkezik.

A DMT bazis vizben oldodik, oldédik tovabba
a legtdbb polaris, szerves oldészerben, példaul ace-
tonban, metanolban, etanolban, kloroformban, di-
metil-formamidban  és  dimetil-szulfoxidban.
A DMT savaddicios soi vizben jobban oldédnak,
mint maga a DMT bézis.

A DMT papir- és vékonyréteg-kromatografidval
megkildnboztethetd a tilozintdl, és mas, ismert
tilozin-komponensektsl. A XI. és XII. tablazatban
Osszefoglaljuk a DMT és a kiilonbozé tilozin-
komponensek R;- és R -értékeit. A XII. tablazat-
ban megadott R -értékek a tilozin elmozdulisahoz
viszonyitott értékeket jelentik, a tilozin elmozduli-
st 1,0-nak véve. A vegyiiletek kimutatasat Bacillus
subtilis bioautografiaval végeztiik.

XI. Tablizat
A DMT" vékonyréteg-kromatografids adatai

Vegyiilet R -érték
AP B C
tilozin 0.53 0,53 0,67
DMT 0,45 0.52 0,61
dezmikozin 0,47 0,24 0,17
makrozin 0,23 0,49 0,60
relomicin 0,34 0,51 0,63

“= Merck, Darmstadt - szilikagél 60
*= oldészer-elegy: A: etil-acetat és dietil-amin 96 : 4 aranyi
elegye
B: aceton és etanol 2 : | ardnyu elegye
C: kloroform és metanol 3 : | ardnyu ele-
gye.
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X1I. Tablazat
A DMT papir-kromatografids vizsgdlata

Vegyiilet R,
D° E
tilozin 1.0 1,0
DMT 0.76 0.95
dezmikozin 0,22 0,83
makrocin 043 0,87
relomicin 0,63 1,0

‘= Papir: Whatman No. 1, amit 0,75 mélos kélium-dihidrogén-
foszfat pufferrel kezeltiink 4.0 pH-n, majd sziritottunk.
= Oldészer-clegy: D: vizzel telitelt etil-acetit

E: vizzel telitett n-butanol.

A 3,4,6.¢és 7. példa célja tajékoztatas.

3. példa
Az OMT izoldldsa

A 2. példiaban megadottak szerint elBdllitott
DMT-t hig hidrogén-klorid-oldatban oldjuk (addig
adunk soésavat a vizhez, mig az oldat pH-ja 1,8
lesz). A kapott oldatot 24 6rdn at szobahdmérsék-
leten hagyjuk llni, majd pH-jat natrium-hidroxid-
dal 9,0-ra allitjuk be. A liagos oldatot etil-acetattal,
diklér-metannal vagy kloroformmal extrahaljuk.
Az extraktumot csokkentett nyomason desztillsl-
Juk, ami utan megkapjuk az OMT-t.

4. példa
Az OMT izoldldsa

A 2. példaban megadottak szerint eldallitott
DMT 500 g-jat malomban poritjuk és 1,5 1 ionmen-
tes vizhez adjuk. 20%-os kénsav sziikség szerinti
adagolasaval 3,5 és 7,5 kozott tartjuk az oldat pH-
jat. 30 perc mulva az ésszes DMT feloldodik. Ez-
utan 1,4-re allitjuk be az oldat pH-jat, és 22 °C
hémeérsékleten, 42 6ran at hagyjuk allni. Ismert
médon feldolgozva az oldatot, 366 g OMT-t ka-
punk, a termék azonossagat ismert mintaval 6ssze-
hasonlitva vékonyréteg-kromatografiaval bizonyit-
Juk. Az ismert mintat a 3 459 853 szimi amerikai
egyesiilt allamokbeli szabadalmi leirés szerint 4lljt-
juk eld.

5. példa
A dihidro-DMT eléallitdsa

A 2. példaban megadottak szerint elallitott .
DMT 50 mg-jat 25 m1 40%-os, vizes izopropil-alko-
holban oldjuk. Ugyanakkor 10 ml 30%-0s, vizes
izopropil-alkoholban 20 mg natrium-bérhidridet
oldunk. 1 ml natrium-bérhidrid-oldatot adunk a
DMT-t tartalmaz6 oldathoz. 5 percen 4t keverjiik
a reakcidelegyet, pH-jat foszforsavval 7,5-re allit-
Juk be, majd az izopropil-alkohol eltavolitisara
csokkentett nyomason desztillaljuk. Ezutin vizet
adunk a vizes siiritményhez, a 25 ml térfogatil ol-
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dathoz 50 ml kloroformot adunk. A vizes fazis
pH-jat 7,5-re allitjuk be. Extrakciot kovetden elkii-
I6nitjiikk a kloroformot, és csdkkentett nyomason
desztillalva eltavolitjuk, ami utan desztillaciés ma-
radékként dihidro-DMT-t kapunk.

6. példa
A dihidro-OMT eléallitésa

Az 5. példiban megadottak szerint eldallitott
dihidro-DMT-t a 3. példaban megadott modon
reagaltatjuk, amikor dihidro-OMT-t kapunk.

7. példa
Az OMT elédllitasa mds modon

A DMT-bél OMT-t allitunk elé oly moddon,
hogy a DMT-t abban a tenyészlében reagaltatjuk,
amelyben azt eléallitottuk. A reakciot a 3. példa-
ban megadott modon, enyhén savas koriilmények

kozott végezziik. Az OMT izolalasat a 2. példaban,

a DMT-re vonatkozéan megadottak szerint végez-
ziik.

8. példa
A 2-0-Acetil-DMT elédllitdsa

260 ml acetonban 10 g (13,5 mmol) DMT-t ol-
dunk, az oldathoz 1,6 ml (15,7 mmol) ecetsav-
anhidridet adunk cseppenként, mikdzben szobaho-
mérsékleten keverjilk a reakcioelegyet. 18 ordn at
folytatjuk a keverést, majd csokkentett nyomason
eltavolitjuk az oldoszert. A desztillacios maradékot
200 ml etil-acetatban oldjuk, és telitett natrium-
hidrogén-karbonat-oldattal extrahaljuk (2 x 200
ml-rel). A szerves, oldoszeres oldatot elkiilonitjik,
natrium-szulfattal vizmentesitjiik, szirjiik és desz-
tillaljuk. A desztillicios maradékot kevés etil-
acetatban oldjuk, az oldatot szilikagélbol (Waters
Prep. 500) késziilt oszlopon kromatografaljuk, az
elualast 4 1 etil-acetattal végezve. Az elballitando
terméket tartalmazdé frakciokat vékonyréteg-
kromatografidval vizsgiljuk, a megfelelé frakcio-
kat egyesitjiik és szarazra desztillaljuk. Ily moédon
6,5 g (61%) 2"-O-acetil-DMT-kapunk. FDMS (tér-
deszorpcids tdmegspektrum): m/e 783 (P*0O), UV-
spektrum: AEOM:283 nm (e=19300), NMR-

spektrum: 2,08 (s, acetil)

9. példa
A 2'-O-propionil-DMT eloadllitasa

Az elézéekhez hasonlé mddon 6,0 g (8,5 mmol)
DMT-t oldunk 120 ml acetonban, és 1,2 | (9,2
mmol) propionsav-anhidriddel reagaltatjuk. A fel-
dolgozast és kromatografiat kovetéen 3,7 g (57%)
2’-O-propionil-DMT-t kapunk. FDMS: m/e 797
(P*), UV-spektrum: AECH 282 nm (e=19 500),

'max

NMR-spektrum: 1,26 (t) és 2,40 (g) (propionil).

10. példa
A 2°-23-di-O-ucetil-DMT cléallitasa

90 ml metilén-klorid és 7.8 m! piridin elegyében

5 3 g (4,05 mmol) DMT-t oldunk. az elegyhez csep-
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penként, keverés kdzben és szobahdmersekleten 1.4
ml (13,7 mmol) ecetsav-anhidridet adunk. 17 oran
at keverjiik a reakcielegyet, ami utin 15 ml toluol-
lal higitjuk, majd csokkentett nyomason eltavolit-
juk az oldoszereket. A desztillacios maradékot ke-
vés etil-acetatban oldjuk, az oldatot szilikugelbol
(Waters Prep 500) késziilt oszlopon kromatografal-
juk, az elualast 4 1 etil-acetattal végezve. Hy modon
2,1 g nyersterméket kapunk. Ezta lehetd legkisebb
mennyiségii toluolban oldjuk. az oldatot 300 mi
szilikagélbol késziilt oszlopon gyors kromatografi-
aval tisztitjuk, az eludlast toluol és etil-acetat 3 : 1
aranyu elegyének 300 ml-ével. toluol s etil-acetat
5 : 4 aranyu elegyének 600 mi-ével, majd toluol és
etil-acetat 1 : | aranyu elegyének 1000 ml-ével vé-
gezziik. A terméket tartalmazd frakciokat vékony-
réteg-kromatografias analizissel hatarozzuk meg, a
megfeleld frakciokat egyesitjitk és szaruzra desztil-
laljuk, amikor desztillacios maradekként 1.7 g
(64%) 2’.23-di-O-acetil-DMT-t kapunk. FDMS:
m/e 826 (P+H"). UV-spekirum: ALt 280 nm
(e : 19 500), NMR-spektrum: 2.06 és 2.08 (s, 2-ace-
til)

11. példu
A 2.23-di-O-propionil-DMT elodllitasa

90 ml metilén-klorid és 7.8 ml piridin elegyében
3 g (4,05 mmol) DMT-t oldunk, az oldathoz 1,8 ml
(13,8 mmol) propionsav-anhidridet adunk csep-
penként, keverés kozben, szobahémersekleten. 1
éjszakan at keverjitk a reakcioelegyet, ezutan 15 ml
toluolt adunk hozzi, és cs6kkentett nyomason
desztillaljuk az elegyet. A desztillacios maradékot
20 ml toluolban oldjuk, az oldatot szilikagélbdl
(Merck 60, 300 ml) késziilt oszlopon kromatografi-
aval tisztitjuk, az elualast toluol és etil-acetat 3 : 1
aranyu elegyének 300 ml-ével, toluol és etil-acetat
5 : 4 aranyu elegyének 300 ml-ével, végiil toluol és
etil-acetat | : | aranyi elegyének 1000 mi-ével vé-
gezzilkk. Ily modon 2,5 g (72%) 2',23-di-O-pro-
pionil-DMT-t kapunk. FDMS m/e: 854 (P+H"),
UV-spektrum: AE©H 279 nm (e=20 800), NMR-

spektrum: 1,15 és 1.2 (t. 2-propionil)

12. példa
2 -0-acetil-23-0-propionil-DMT elddllitasa

180 ml metilén-klorid és 15 ml piridin elegyében
6 g (7,7 mmol) 2'-O-acetil-DMT-t oldunk, az oldat-
hoz cseppenként, keverés kozben, szobahdmeérséek-
leten 1,2 ml (9,2 mmol) propionsav-anhidridet
adunk. 17 oran at keverjiik a reakcidelegyet, az
elegyhez ezutan 300 ml toluolt adunk, és csokken-
tett nyomason szarazra desztillaljuk. A desztillaci-
o6s maradékot toluolban oldjuk, és telitett nitrium-
hidrogén-karbonat-oldattal extrahaljuk. Elkiilonit-
jiik a toluolos fazist, natrium-szulfattal vizmente-

9
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sitjiik, sziirjiik és desztilldljuk. A desztillacios mara-
dékot keves toluolban oldjuk, az oldatot 300 ml
szilikagélbol késziilt oszlopon kromatografaljuk.
Az oszlopot toluol és etil-acetat 1 : 1 aranyu elegyé-
vel toltjiik meg, az elualast toluol és etil-acetat 1 : 1
ardnyu elegyének 1000 ml-ével végezziik. A vé-
konyréteg-kromatografias analizis szerint az eléal-
litando terméket tartalmazo frakciokat egyesitjiik
és csokkentett nyomason desztilliljuk, ami utin
desztillacios maradékként 4,5 g (70%) 2’-O-acetil-
23-O-propionil-DMT-t kapunk. FDMS: m/e 840
(P+H?), UV-spektrum: AE%H 280 nm (e =21 500),
NMR-spektrum: 2,08 (s, acetil), 1,15 (t) és 2,35 (q)
(propionil)

13. példa
A 2'-0-propionil-23-O-acetil-DMT eléallitisa

Az el6zbekhez hasonlé médon, 45 ml metilén-
kloridban és 3,9 ml piridinben 1,5 g (2 mmél) 2’-O-
propionil-DMT-t oldunk, és az elegyet 0,3 ml
(2,9 mmol) ecetsav-anhidriddel reagaltatjuk. A ter-
meéket szilikagélbél (Waters Prep 500) késziilt osz-
lopon kromatografaljuk, ami utan 0,81 g 2’-O-pro-
pionil-23-O-acetil-DMT-t kapunk. FDMS: m/e
840 (P+H"), UV-spektrum: AEOH 279 pm
(e =19 700), NMR-spektrum: 2,07 (s, acetil), 1,17
(1) és 2,33 (q) (propionil)

14. példa
A 2-O-acetil-23-O-fenil-acetil-DMT elédllitdsa

75 ml metilén-klorid és 0,8 ml piridin elegyében
2,75g (3,5 mmél) 2’-O-acetil-DMT-t oldunk, az
oldathoz 0,56 ml (3,5 mmél) fenil-acetil-kloridot
adunk 13 ml metilén-kloridban cseppenként, keve-
rés kozben, szobahOmérsékleten. 1,5 éra mulva
tovabbi 0,56 ml, 13 m! metilén-kloridban oldott
fenil-acetil-kloridot adunk a reakcioelegyhez.
1,5 6ra mitlva a vékonyréteg-kromatografids vizs-
galat szerint a kiindulasi vegyiilet elfogyott. Ekkor
csokkentett nyomason szirazra desztillaljuk az ele-
gyet, a desztillicios maradékot metilén-kloridban
oldjuk, és telitett natrium-hidrogén-karbonat-
oldattal extrahaljuk. A szerves olddszeres fazist
natrium-szulfittal vizmentesitjiik, sziirjik és sza-
razra desztilldljuk. A desztilliciés maradékot tolu-
olban oldjuk, és szilikagélbdl (Waters Prep 500)
késziilt oszlopon kromatografaljuk. Az elualast li-
nearis gradienssel végezzik, toluol és etil-acetat
1 :1 aranyt elegyének 4 I-ével, és etil-acetat 4 I-
ével. .

A terméket tartalmazé frakcidkat egyesitjiik és
desztillaljuk, desztilliciés maradékként 1,1 g(35%)
2-O-acetil-23-O-fenil-acetil-DMT-t kapunk.
A korabbi frakciokbol 0,86 g (24%) 2’-O-acetil-
23,47-di-O-fenil-acetil-DMT-t nyeriink. FDMS:
m/e 901 (P*), UV-spektrum: AEOH 280 nm
(e=20400) és 204 nm (= 14 000), NMR-spekt-
rum: 7,23 (m, fenil), 3,62 (s, benzil), 2,08 (s, acetil).
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15. példa
A 23-0-propionil-DMT elééllitasa

80 ml 95%-o0s metanolban 1,6 g (1,9 mmol) 2°-O-
acetil-23-O-propionil-DMT-t oldunk, az oldatot
szobahdmérsékleten 42 6ran at keverjiik. Ezutan
csokkentett nyomason szarazra desztillaljuk az ol-
datot. A desztillaciés maradékot kevés toluolban
oldjuk, az oldatot szilikagélbsl (Merck 60, 200 ml)
késziilt oszlopon kromatografaljuk, az elualast to-
luol és etil-acetdt 1 : 1 aranyu elegyének 2 l-ével
végezzilk. A vékonyréteg-kromatogrifids analizis
szerint a terméket tartalmazé frakcidkat egyesitjitk
és csokkentett nyomason desztilliljuk, ami utan
1,2g (79%) 23-O-propionil-DMT-t kapunk.
FDMS: m/e 793 (P+H*), UV-spektrum: AE04280
nm (g=17 700), NMR-spektrum: 1,14 (t) és 2,36
(@) (propionil)

16. példa
A 23-O-fenil-acetil-DMT elédllitésa

50 ml 80%-os vizes metanolban 0,6 g (0,60 mmol)
2’-O-acetil-23-fenil-acetil-DMT-t oldunk, az olda-
tot 4,5 dran at visszafolyatd hiité alatt enyhén
forraljuk. Szobahémérsékletre hiitjiik az elegyet, és
csdkkentett nyomdson szarazra desztillaljuk, ily
médon 0,39 g (68%) 23-O-fenil-acetil-DMT-t ka-
punk. FDMS m/e 860 (P+H*), UV-spektrum
ASOH 281 nm (e = 20 600, végabszorpci), NMR-

max

spektrum: 7,26 (m, fenil), 3,61 (s, benzil).

17. példa
A 23,4°-di-O-fenil-acetil-DMT elédllitisa

30 ml 80%-os, vizes metanolban 0,36 g (0,36
mmol)  2’-O-acetil-23,4"-di-O-fenil-aceti-DMT-t
oldunk, az oldatot 4,5 6ran 4t visszafolyat6 hiit6
alatt forraljuk. Szobahémérsékletre hiitjiik a reak-
cibelegyet, és csokkentett nyomason szarazra pa-
roljuk, amikor desztilliciés maradékként 0,29 g
(84%)  23,47-di-O-fenil-acetil-DMT-t  kapunk.
FDMS: m/e 978 (P+H"), UV-spektrum: AECH 28]
(e = 20 100) és 204 nm (¢ = 20 000, vall), NMR-
spektrum: 7,22-7,34 (m, 2-fenil), 3,63 és 3,72 (s, 2-
benazil).

18. példa
A 2-O-acetil-3,23 4" -tri-O-propionil-DMT
elédllitdsa

40 ml aceton és 8 ml piridin elegyében 2 g
(2,6 mmol) 2’-O-acetil-DMT-t oldunk, az oldathoz
cseppenként, keverés kozben, szobahémérsékleten
20 ml acetonnal elegyitett 40 ml propionsav-anhid-
ridet adunk. 5 napon at keverjiik a reakcidelegyet,
majd ezt kdvetden csokkentett nyomason desztil-
laljuk. A desztilliciés maradékként kapott olajos
anyagot etil-acetatban oldjuk, és az oldatot telitett
natrium-hidrogén-karbonattal extrahaljuk. A szer-
ves oldoszeres fazist elkiilonitjiik, natrium-szulfit-
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1 189 512 2

tal vizmentesitjiik, sziirjiik és desztillaljuk. A desz-
tillacios maradékot kevés toluolban oldjuk, és szili-
kagélbol (Waters Prep 500) késziilt oszlopon kro-
matografaljuk. Az oszlopot lineéris gradienssel elu-
aljuk, a gradienst 4 | toluollal és 4 1 etil-acetattal
készitjilk. Az eldallitandd terméket tartalmazé
frakciokat egyesitjiikk és desztillaljuk, ily médon
1,4 g (57%) 2-O-acetil-3,23,4"-tri-O-propionil-
DMT-t kapunk. FDMS: m/e 951 (P*), UV-spekt-
rum: AE%H 278 nm (¢ = 22 000), NMR-spektrum:

2,06 (s, acetil), 1,1 (m, 3—propionil).

19. példa
A 3,23,4"-tri-O-propionil-DMT eléallitdsa

55 ml 80%-o0s, vizes metanolban 0,7 g (0,74
mmol) 2'-O-acetil-3,23,4"-tri-O-propionil-DMT-t
oldunk, az oldatot § 6ran at visszafolyato hiité
alatt forraljuk. Lehiitjiik a reakcioelegyet, és csok-
kentett nyomason vizes, desztillicios maradékig
desztillaljuk. A desztillacios maradékot metilén-
kloriddal extrahaljuk, elkiildnitjiik a szerves oldd«
szeres oldatot, natrium-szulfattal vizmentesitjik,
sziirjiik, csokkentett nyomason szarazra desztillal-
juk, amikor 0,38 g (56%) 3.23,4"-tri-O-propionil-
DMT-t kapunk. FDMS m/e 910 (P+H"), UV-
spektrum AECH 277 nm (e = 22 300), NMR-spekt-
rum: 1,1-1,2 (m, 3-propionil)

20. példa
A 2,4",23-tri-O-acetil-DMT elédllitdasa

150 ml piridinben 10,0 g (13,5 mmol) DMT-t
oldunk, az oldathoz keverés kdzben, szobahdmér-
sékleten 5,8 ml (60,7 mmol) ecetsav-anhidridet
adunk. 1 éjszakan at keverjiik a reakcioelegyet, az
oldészert ezutdn csdkkentett nyomason eltavolit-
juk. A desztilliciés maradékként kapott olajat di-
klor-metanban oldjuk, és telitett natrium-hidro-
gén-karbonat-oldattal extrahaljuk. A szerves oldo-
szeres fazist elkiilonitjiikk, natrium-szulfattal viz-
mentesitjiik, szlrjiikk, és csokkentett nyomason
desztillaljuk. A desztillacios maradékként kapott
terméket szilikagélbol (Waters Prep 500) késziilt
oszlopon keresztiil kromatografaljuk, eluensként
linedris gradienst hasznalunk, ezt toluol és etil-
acetat 3 : 1 aranyu elegyének 4 1-€bo), és etil-acetat
41-ébol allitjuk eld. A vékonyréteg-kromatografias
analizis szerint az el6allitando terméket tartalmazd
frakciokat egyesitjilk és csokkentett nyomdason
desztillaljuk, ami utan 4,5 g 2°,4"-23-tri-O-acetil-
DMT-t kapunk. FDMS: m/e 868 (P+H*), UV-
spektrum: AEOH: 280 nm, (e=21100), NMR-

max

“spektrum: 2,06 (s, 2-acetil), 2,09 (s, l-acetil).

21. példa
A 2’-0-acetil-23-O-fenoxi-acetil-DMT elodllitdsa

75 mi diklor-metan és 0,8 ml piridin elegyében
2,75g (3,5 mmol) 2'-O-acetil-DMT-t oldunk, az
oldathoz cseppenként, keverés kozben. szobaho-
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mérsékleten 1,2 ml (8,8 mmoél) 25 ml diklor-metin-
ban oldott fenoxi-acetil-kloridot adunk. Egy oOra
milva 200 ml telitett natrium-hidrogén-karbonat-
oldathoz ontjilk a reakcioelegyet, elkiilonitjilkk a
szerves oldoszeres fazist, natrium-szulfattal viz-
mentesitjiikk, szrjik és csokkentett nyomason
desztillaljuk. A desztillacios maradékkent kapott,
szilird halmazallapotd habot szilikagélbdl keészitlt
oszlopon kromatografaljuk, a termeéket toluol és
etil-acetat 1 : 1 aranyu elegyével elualjuk. Az 1.5 g
mennyiségl 2’-O-acetil-23-O-fenoxi-acetil-DMT-t
0,55g 2’-O-acetil-23,4"-di-O-fenoxi-acetil-DMT-
vel és 0,03g 2-O-acetil-3,23-di-O-fenoxi-acetil-
DMT-vel egyiitt izolaljuk. FDMS: me 918
(P+H"), UV-spektrum: AEH: 276 (£=22 500),
214 nm (g =9000). NMR-spektrum: 6.9-7.3 (m, fe-
nil), 4,65 (s, fenoxi-metil), 2,06 (s, acetil).

22. példu
A 2’-0O-acetil-23-0-( p-klor-fenil-acetil ;-DMT

eloallitasa

150 ml tetrahidro-furanban 4,3 g (25 mmol)
p-klor-fenil-ecetsavat és 3,4 g (25 mmol) 1-hidroxi-
benzotriazolt oldunk. Jégfiird6ben lehiitjiik az ele-
gyet, és 5,2 g (25,3 mmol) diciklo-hexil-karbodiimi-
det adunk hozza. 3 oran at 0°C homérsékleten
keverjiikk a reakcidelegyet, majd egy éjszakan at
hiitészekrényben taroljuk. Reggel sziirjiik a reak-
cidelegyet, a sziirletet csdkkentett nyomason desz-
tillaljuk. A desztillaciés maradékot 75 ml aceton-
ban oldjuk, az oldatot sziirjiik és 10 g (12,8 mmol)
2’-O-acetil-DMT-t és 0.87 g (12.8 mmol) imidazolt
adunk hozza. 125 mi-re egészitjiik ki az oldat térfo-
gatat aceton adagolasaval. ezutan 1,87 ml (12,8
mmél) trietil-amint adagolunk. 20 6ran it szobaho-
mérsékleten keverjitk a reakcidelegyet, ezt kovetd-
en csokkentett nyomason eltavolitjuk az oldoszert,
és a desztillacos maradékot szilikagélbdl késziilt
oszlopra toltjitkk. A terméket gradiens elucidval elu-
aljuk, a gradienst toluol és etil-acetat 4 : 1 ardnyd
elegyébdl, és etil-acetatbol készitjitk. Ily moédon
4.75 g 2’-O-acetil-23-O-(p-klor-fenil-acetil)-DMT-t
kapunk. FDMS: m/e 936 (P+H"), UV-spektrum:
AEOH: 280 (e=19000), 219 (e=16000). NMR-
spektrum: 7,2-7,3 (m, fenil), 3.6 (s, p-klor-benzil),
2,06 (s, acetil).

Szabadalmi igénypontok

1. Eljaras (I) altalanos képletii makrolid antibio-
tikumok és ezek 1-5 szénatomos alkanoil-, fenil-
(14 szénatomos)-alkanoil-, fenoxi-(14 szénato-
mos)-alkanoil- és halogén-fenil-(1-4 szénatomos)-
alkanoil-észtereinek eloallitasara, ahol

Q jelentése —CH,OH vagy —CHO csoport
- azzal a feltétellel, hogy ha a molekula 3-helyzeté-
ben O-acetilcsoport van, a 4”-helyzet O-izovaleril-
csoporttol eltérd —,
azzal jellemezve, hogy

a) Streptomyces fradiae NRRL 12 170 mikroor-
ganizmust siillyesztett, levegOztetett korilmények
kozott tenyésztiink, a keletkezett terméket elva-

i1
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lasztjuk és kivant esetben redukaldszerrel kezeljiik,
vagy

b) olyan (I) altalanos képletii vegyiilet elallita-
sira, ahol Q —CH,OH csoport, olyan (I) altaldnos
képletii vegyiiletet, ahol Q jelentése —CHO cso-
port, redukaloszerrel kezeliink,

és kivint esetben egy a) vagy b) eljaras szerint
kapott (1) altaldnos képletii vegyiiletet a targyi kor-
ben megadott acilcsoportokat tartalmazé acilezd-
szerrel kezeliink.

5

2. Eljaras allatgyogyészati készitmény eldallita-
sara, azzal jellemezve, hogy valamely 1. igénypont
szerint eldallitot (I) altaldnos képletii antibiotiku-
mot, ahol Q az I. igénypontban megadott, vagy
annak 1. igénypontban megadott acil-észterst leg-
aldbb egy gyogyszerészeti szempontbal elfogadha-
t6 semleges vivanyaggal egyiitt szokasos ddzisfor-
mava alakitunk.

3 oldal rajz
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