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Badania nad zastosowaniem nowego antymetabolitu

kwasu foliowego w profilaktyce zakazen bakteryjnych.

Cz. I. Obserwacje nad efektem bakteriostatycznym

kompleksu 2,4-dwuamino-6-hydroksy-pirymidynolu

z 2-metylo-1,4-naftochinonem

Z Instytutn Zoohigieny i Prolilakty ki w

Praktyezne zastosowsnic  ontvmetabolitow
kwasu foliowego (AKTF) sprowadrza sie do wy-
korzystywania ich idake rwiazkdéw poteguig-
cveh efekt bakteriostatycrny lub bakterioboi-
czy  sulfenamidow, Znalazly one réwniez
7zastosowsnie jako leki w schorzeniach paso-
zytniczych i pierwotnisczych. Bada sie wyko-
rzystanie AKF jako cytostatykow.

Istotne znaczenie maia bhadsnia zmierzajgce
w kierunku poszukiwenia AKF o okreslonej
selektywnoscei, ktoéra polega na wybidrezym
inaktvwowaniu reduktaz kwasu foliowego (FA)
w biogenezie tego kwasu, specyficznej tylko
dla komoérek baktervinych lub tylko dla ko-
moérek zwierzecych. W przeciwnym razie efekt
terapeutvezny AKF nie ma praktycznego zna-
czenia, gdyz staia sie one szkodliwe dla obu
rodzajow komorek.

Poszukiwania nowych AKTF, moggcych zna-
lezé praktyczne zastosowanie w terapii zwie-
rzat i hudzi, opieraja sie na zalozeniu, ze zwigz-
ki 0 ogélnym wzorze przedstawionym na ryec. 1
posiadaja wladciwosci AKF (10, 11, 14). Za-
stosowanie ich w lecznictwie uwarunkowane
jest jednak chemiczna strukturg podstawni-
kow w pozycji C-5 i1 C-6 pierscienia. Mimo
licznvch badan nad dzialaniem AKF, kompleks
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bedacey przedmiotem badah wiasnych nie byl
dotychezas syntetyzowany 1 opisywany w
aspekcie jego akiywnosci jako AKF. Z prze-
gladu pismiennictwa wynika, ze w wigkszosci
hadan nad aktywnoscig struktur pierscienia
pirymidynowego z roznymi podstawnikami w
pozycji C-5 i C-6, dobierano je w sposdb empi-
ryczny i najczesciej byly to struktury same
nie wykazujgce aktywnosci biologicznej. Opi-
sywany kompleks charakteryzuje sie tym, ze
pierScien pirymidynolu kompleksowano ze zna-
nym zwigzkiem biologicznie czynnym (wita-
mina K;). Zakladano réwniez, ze kompleks ten
moze by¢ antymetlabolitem kwasu foliowego
0 odmiennych wilasciwosciach niz dotychezas
znane tego typu zwiazki, jak na przyklad iri-
metoprim (TMP), ktérego mechanizm dziata-
nia w stosunku do reduktaz kwasu foliowego
zostal juz wyjasniony.

7 przeglgdu piSmiennictwa wynika takze, 7e
wigkszos¢ badan nad wplywem podstawionych
2,4-dwuaminopirymidyn na wzrost testowych
drobnoustrejéw prowadzono na podlozach bo-
gatych w organiczne zwigzki, witaminy i nic-
ktore koenzymy. W takich warunkach wielo-
krotnie rejestrowano efekt bakteriobdjczy ba-
danych AKF (12, 13). W badaniach wtasnych
uzyto podlozy minimalnych, zawierajgcych tyl-
ko sole mineralne i glukoze jako jedyne Zrdodio
wegla dla wzrostu modelowego szezepu E. coii
uzywanego w badaniach. Ten aspekt metodycz-
ny postepowania roézni nasze badania od do-
tychczas opisywanych i1 réwnoczesnie ulatwia
interpretacje otrzymanych wynikow.

Material i metody

Badany zwigzek o charakterze kompleksu (2,4-dwua-
mino-6-hydroksypirymidyny z 2-metylo-1,4-naftochino-
nem, okreélony dalej skrétem HPN) uzyskano z doé-
wiadczalnej syntezy *). Do badan stosowano zwiazek
przekrystalizowany o 99% czystoséci, scharakteryzowany
stosowanymi do tych celow rutynowo metodami fizy-
lko-chemicznymi.

*}y  Autorzy skladaja podziekowanie Grodziskim Zakladom
Farmaceutveznym ..POLFA” za wykonanie syntezy oraz przc-
prowadzenic badan analityeznych.
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Modelowym obiektem badan byl szczep E. coli 743
(020:K), patogenny dla bydla **). Do hodowli szczepu
uzywano nastepujacych podlozy: podloze minimalne
(M-9), przygotowywane wg K. Larka i wsp. (16), kt6-
re w kolejnych do$wiadezeniach uzupelniano hydroli-
zatem kazeiny w ilodci 0,1%, oznaczane w tekscie sym-
bolem M-9-K i podloze M-9 uzupelniane hydrolizatem
kazeiny z dodatkiem zasad purynowych o symbolu
M-9-KP.

Hodowle prowadzono w temperaturze 37°C z wy-
trzgsaniem w warunkach tlenowych. Inoculum wyno-
silo 105—108 komorek w 1 ml podloza. Ilos¢ te otrzy-
mywano poprzez rozcienczanie 18-godzinnej hodowli
na podiozu M-9. Wzrost hodowli obserwowano w ciggu
7 godzin od momentu zaszczepienia podioza. Liczbe zy-
wych komérek w 1 m! podloza obliczano metods roz-
ciennczen poprzez wysiewanie na podloze stale w plyt-
kach Petriego, zawierajacych 3% bulion miesny z 2%
agarem. Wysiew na podloza stale wykonywano po 7
godzinach.

W opisywanych badaniach przeprowadzono kolejno
trzy do$wiadczenia, ktore dotyczyly:

a) okreSlenia wlasciwosci bakteriostatycznych i ba-
kteriobdjczych HPN w stosunku do modelowego szcze-
pu na podlozu M-9 (I do$wiadczenie),

P) badania te powtorzono mna podtozach M-9-K
i M-9-KP (II doswiadczenie),

¢) przeprowadzono oznaczenia interakeji FA i HPN
w poréwnaniu do interakcji TMP i FA (III do$§wiad-
czenie).

Celem tak zaplanowanych do§wiadezen bylo poréw-
nanie efektu bakteriobdjczego lub bakteriostatycznego
badanego zwigzku do analogicznych efektéw uzyskiwa-
nych po stosowaniu TMP.

Wyniki badan

W prowadzonych badaniach punktem odnie-
sienia byt TMP. Otrzymane wyniki po stoso-
waniu HPN poréwnywano zawsze do znanego
w swym dziataniu AKF jakim jest TMP. Wy-
niki pierwszegoe do$wiadczenia wykazaly, ze na
podlozu M-9 zaréwno jeden jak i drugi zwia-
zek nie wykazujg dzialania bakteriobdjczego
nawet woOwczas, gdy stezenie ich wynosi
200 mcg/ml. Efekt bakteriostatyczny na podio-
zu M-9 byt rézny dla obu badanych zwigzkdw.
TMP efekt ten wykazywal juz przy stezeniu
1,0 mcg/ml, natomiast HPN przy stezeniu
30 meg/ml nie wykazywal takiego dzialania.
Poniewaz nastepnym badanym stezeniem bylo
200 mecg/ml, przy ktorym uzyskiwano juz efekt
bakteriostatyczny, nie okreslano doktadnie ste-
zenia granicznego, przy ktérym pojawia sig
efekt bakteriostatyczny dla HPN, gdyz infor-
macja ta w toku prowadzonych badan nie mia-
la wiekszego znaczenia. Stwierdzono jednak, ze
zachodzg istotne réznice w dzialaniu obu zwigz-
kow w warunkach minimalnego podioza M-9
na wzrost E. coli.

W kolejnym II dos$wiadczeniu wykorzystano
doniesienia, z ktérych wiadomo, ze wzbogacenie
podloza hydrolizatem kazeinowym zmienia
efekt bakteriostatyczny TMP na efekt bakterio-
béjezy (1, 17). W tym przypadku interesujgce
byly obserwacje nad zachowaniem sie HPN w
$rodowisku wzbogaconym.

*¥)  Szczep uzyskano z kolekeji Drobnoustrojow Zaktadu Mi-
krobiologii IW Pulawy.
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Wyniki drugiego doswiadczenia nie potwier-
dzily danych piSmiennictwa, gdyz nie uzyskano

. zmiany efektu TMP w okresie logarytmicznej

fazy wzrostu testowanego szczepu E. coli. Efekt
bakteriostatyczny TMP obserwowano poczgw-
szy od stezenia 1,0 mcg/ml. Potwierdzono réw-
niez wyniki poprzedniego doswiadczenia: dla
HPN efekt bakteriostatyczny uzyskuje sie do-
piero przy stezeniu 200 mcg/ml. A zatem nie-
zaleznie od podloza stwierdza sie rézny poziom
MIC dla badanych zwigzkéw. Nie zalezy on
takze od skladu stosowanego podloza.

Z badan nad TMP i innymi tego typu zwigz-
kami wiadomo, ze efekt bakteriobdjeczy jest
wynikiem zniesienia aktywnosci jednej z re-
duktaz FA (3, 4, 6), a tym samym zablokowa-
nia jednego z etapéw biogenezy DNA, zwigza-
nego z biosyntezg tymidyny. Z tych wzgledow
jest zrozumiale, ze efekt bakteriobdjczy TMP
moze mie¢ miejsce tylko w takim podlozu, w
ktérym znajduje sie pelny zestaw aminokwa-
séw oraz zasady purynowe lub odpowiednie
nukleozydy z wyjatkiem tyminy i tymidyny.
We wlasnych do$wiadczeniach zastosowano do-
datek adenozyny i inozyny, poniewaz w mys$l
przedstawionych pogladdéw, nalezy oczekiwac
wyraznej zmiany aktywnosci TMP, to znaczy
wystgpienia efektu bakteriobéjczego w loga-
rytmicznej fazie wzrostu testowego szczepu.
Efekt taki dla TMP potwierdzajg cytowane ba-
dania innych autoréw, natomiast HPN w wa-
runkach podloza wzbogaconego zasadami pury-
nowymi (M-9-KP) wykazywal nadal dziatanie
bakteriostatyczne, nie wplywajac w sposdb
istotny na wzrost 7-godzinnej hodowli badane-
go szczepu.
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Wynik ten rejestrowany w wielokrotnych
powtorzeniach wykazal, ze badany zwigzek za-
chowuje sie w stosunku do testowego E. coli
odmiennie od TMP. Wyniki doswiadczenia
przedstawia ryc. 2.

Odmienne zachowsanie sie HPN w poréwna-
niu do TMP na podiozu M-9-KP sugerowalo,
ze badany zwigzek moze mie¢ cechy AKF o
odmiennym wmechanizmie dzialanie niz opisy-
wane do tej pory antvmetabolity. Dla potwier-
dzenia tej sugestii w trrecim doswiadczeniu
poréwnywano wzrost modelowego szczepu
E. coli na kazeinowym podlozu M-9 w warun-
kach, kiedy badane zwiazki dodawano do pod-
toza wraz z FA w stezeniu 0,05 mcg/ml podto-
za. Wyniki tego doéwiadczenia przedstawia
ryve. 3.

Jak z vrzedstawionego schematu wynika i w
tym doswiadczeniu obserwuje sie odmienng
reakcje obu badanych zwigzkéw. TMP w ste-
zeniu 1 1 10 meg/ml wykazuje drialanie bakte-
riostatyczne w obecnos$ci FA, natomiast HPN
w stezeniach 30 i 200 mcg/ml nie wplywa w
istotny spos6b na wzrost drobnoustrojow.

Oméwienie wynikoéw

Na podstawie przeprowadzonych doswiad-
c7zen nalezy stwierdzié, 7e badany przez nas
zwigzek mozna okresli¢ mianem antymetabolitu
kwasu foliowego. Do takiego twierdzenia upo-
wazniajg przeprowadzone do$wiadczenia.

Pierwsze doSwiadczenie miato na celu spraw-
dzenie dzialania HPN w porownaniu do TMP
w analogicznych warunkach. Oba zwigzki na
podlozu minimalnym M-9 zachowywaly sie po-
dobnie powoduigc bakteriostaze, z tym, ze MIC
dla obu zwigzkéw rézni sie dwustukrotnie.
AKF typu TMP wykazujg dzialanie bakterio-
statyezne i efekt ten zostal wielokrotnie po-
twierdzony w vismiennictwie (1, 17), Mecha-
nizm dziatanisa TMP miedzy innymi polega na
obnizaniu komoérkowej puli koenzyméw kwasu
czterohydrofoliowego, niezbednych do syntezy
tymidyny, puryn, niektérych aminokwaséw i
formylacji met-t-RNA (5, 9, 11, 15).

W obecnoSei aminokwasdw reakcje katalizo-
wane przez hydroksymetylaze serynowsg i syn-
tetaze metioniny nie sa konieczne do uzupel-
nienia puli aminokwasowei w syntezie bialtka
komérkowego. W $rodowisku pozbawionym
aminokwaséw, jak mialo to miejsce w naszych
hadaniach na podtozu M-9, zablokowanie reak-
cji katalizowanych przez oba enzymy powodu-
je brak glicyny, metioniny i seryny, co w kon-
sekwencji prowadzi do zatrzymania biosyntezy
biatka komorkowego. W tej sytuacii komorki
nie dzielg sie, a procesy przemianowe sa utrzy-
mywane na minimalnym poziomie. Prawdo-
podobnie gwattowne zahamowanie syntezy
wlasnych bialek komérki chroni ia prred
g¢miercig w tych nickorrystnveh warunkach,
umozliwiajgc jednak utrzymanie sie przy zyciu

poprzez podtrzymywanie podstawowych proce-
séw zyciowych (4). ]

. Stwierdzono takze, ze uzupelnianie podloza
zestawem aminokwasowym (kazeina) nie wply-
wa na zmiane aktywno$ci badanvych zwigzkow
w stosunku do testowego szczepu E. coli.

Utrzymywanie sie efektu bakteriostatycznego
dla TMP w warunkach wzbogaconego podloza
mozna uznaé ra rgedne z pogladami tych auto-
réw, ktorzy stwierdzajg, ze wiekszosé inhibito-
row reduktazy kwasu dwuhvdrofoliowego nie
wykazuje dzialania bezposredniego, wyrazaja-
cego sie dzialaniem bakterichéiczym, natomiast
w réznvm stopniu zmniejsza przezywalnosé
drobnoustrojow (2, 9). Nalezy podkreslié, ze
efekt dzialapia TMP uzalerniony jest od
indywidualizmu biochemicznego szczepu bak-
teryinego (13). W swietle wlasnych obserwacji
mozna wnioskowaé, ze stosowany szczep
E. coli jest ovornv na hezposrednie dzialanie
zaréwno TMP jak i HPN, bowiem w Srodowi-
sku niedoboru aminokwaséw iak i w warun-
kach kiedy dodano do podlozy potrzebny ze-
staw aminokwasbw, szczep uzywany do tych
badan nie byl podatny na dzialanie obu zwigz-
kéw. Opornosé badanego szezepu byla wieksza
w stosunku do HPN.

W kolejnym doswiadczeniu wykazano, ze do-
datkowe uzupelnienie podloza nukleozydami
purynowymi powoduje silne dzialanie bakte-
riohdicze TMP w stosunku do s7czepu testowe-
go i wowczas MIC wynosi 0,1 meg/ml podloze.
Ten wynik do$wiadczenia votwierdza wcze$-
niejsze doniesienie (1) mdwiace, ze dodawanie
nuryn vowoduie odnowienie biosyntezy bistka
komdérkowego nierwotnie hamowanej prrzez
TMP. Jednocze$nie w wyniku zahamowania
reakcii katalizowanei przez syntetaze tymidy-
lanowa nastepuje Smier¢ komorki. Mozna wiec
powiedzie¢, ze nuryny wykazuja synergistycz-
ne dziatanie z TMP. Onisvwanego wyzej efektu
nie wvkrzeno dla HPN, Na tej podstawie moz-
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na sadzi¢, Ze mechanizm dziatania HPN jako
AKI jest odmienny od opisywanych dotych-
czas mechanizmow dziatania dla takich zwigz-
kow jak TMP. Dodatkowym potwierdzeniem
przedstawionej tezy sa wyniki uzyskane w
I do$wiadcezeniu, w ktorym wykazano, ze za-
hamowanie wzrostu modelowego szczepu pod
wplywem TMP nie jest odwracane przez FA,
natomiast zjawisko to zachodzi w stosunku do
HPN. Ten wynik potwierdza dane z pismien-
nictwa o wielokierunkowym dziataniu TMP.

Dziatanie to polega na inhibowaniu reakcji
enzymatycznych w roéznych punktach bioge-
nezy FA (2, 11, 13, 15). Franklin (7, 8) wy-
kazal, ze zahamowanie wzrostu E. coli wywo-
lane dzialaniem 0,02 mecg/ml aminopteryny nie
bylo odwracalne w nastepstwie rownoczesne-
go dodawania do podloza FA w stezeniu
0,4 mcg/ml. Dodawanie do podloza tymidyny
w mniejszym stezeniu (0,01 mcg/ml) bylo wy-
starczajace, aby przywrécié prawidlowy wzrost
badanych komorek bakteryjnych. Jak z tego
wynika zahamowanie wzrostu drobnoustrojow
przez TMP moze by¢ znoszone po dodaniu FA
do podloza, jednakze proces ten nie jest wy-
nikiem bezposredniej reakeji, lecz zachodzi
pod wplywem produktow powstajgcych w wy-
niku dzialania koenzyméw kwasu czterohydro-
foliowego (2, 15).

W Swietle przedstawionych wynikow kadan
oraz danych z pi$miennictwa mozna twierdzi¢,
ze badany zwigzek HPN wykazuie cechy AKF
o odmiennym mechanizmie dzialania niz do-
tychezas podaje literatura w odniesieniu do
znanych juz analogéw kwasu foliowego, jakimi
sg struktury 24-dwuaminopirymidyn.

Faktem jest, ze HPN wykazuie swe dzisla-
nie baktieriostatyczne dopiero wowczas, gdv
stezenia sa duze, tym niemniej uzyskiwany
efekt powstaje w innym mechanizmie niz ana-
logiczny efekt wywolywany przez TMP w sto-
sunku do tego samego modelowego szczepu
E. coli.
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© MIeKea 2,4-THaMHUHO-6-THAPOKCMIIUPUMHUINHA ¢

Opuapuux B., Masypuaxk E. — UeccaegoBaHuda 10 IIpii-
MEHEHHI) HOBOT0 AHTHUMETA00JIMTA (MOJIMEBOH KUCIOTEI
B npodbunakrTuke Gakrepuaapupix uadernnit. . I. Ha-
OarogeHnsa 3a OakrepuocrarmiecEnm sd@deKToM Kom-
2-mc-
T™Hi-1,4-Ha(hTOXMHOHOM.

MccenenoBauusa racanmuch OMOJOTHMHECKON aKTUBHOCTI
KOMIIJIEKCHOTO  coeamHenus 2,4-AMaMMHO~G-THUAPOKCU-~
DMPUMUIUHA ¢ 2-MeTun-14-Hadroxmuuonom (HPN), mo-
JIYYeHHBIM M3 3KCIIePMMeHTAJLHOTO CHMHTe3a. lVcemeno-
BajJiM POCT TeCTOBOTO IuTaMma k. coli B mpucyrersuu
HPN na MMHMMANLHBIX KYJAbTypax, TONONHAEMBIX B
OYepPEAHBIX ONBITAX Ka3C€MHOM, IYPUHOBBIMU HYKJIICO3U-
Zamy uiam onmenoit kuciaotoil. Ha ocHoBanum IpoBe-
JEeHHBIX OIBLITOB CJEJyeT YTBEePKAATb, UTO WMCCIEIY-
eMOe COeJMHeHMe MOKHO OIpeNeJIMTh KaKk AHTUMeTa-
GonnuT honmeBoit KuCaIOTHL VccaeoBannsa NOATBEPA A~
T, 4TO B KyJbType M-9 mau M-9, oforamennoi xa-
3¢MHOBBLIM ImapoanzatoM, HPN Beger cefd 1oxoxke Kax
TpumetTonpmuMm (TMP), maraa MIC B xouueurparumu 200
pa3 Beure yeM TMP. Mexauusm jeiicrsuss HPN ornm-
JaeTcdA, BEPOsJATHO, OT 9TOr0 OOKaz3aHHOro ana TMP.
0 4YeM CBULETEJLCTBYET pPal3jMdHOe IcReleHme HPN 1
TMP BHa KyaeTypc M-9, IONOJHEHHO IyPUHOBLIMIU
HYKNEe03MgaMmu uinm oNmneBoi KMUCIOTON.

Owczarczyk B., Mazurczak J. — Examinations of the
use of a new antimetabolite of folic acid in the pro-
phylaxis of bacterial infections. I. Observations on the
bacteriostatic effect of 2,4-methyl-diamine-6-hydroxy-
-pirimidine connected with 2-methyl-1,4-naphtachi-
none.

The examinations concerned the biological activily
of the complex, ie. 24-diamine-6-hydroxypirimidine
and 2-methyl-1,4-naphtachinone (HPN) received by
experimental synthesis. The development of E. coli
strain at the presence of HPN on the minimal media
supplemented with caseine, purine nucleosides of folic
acid was tested. On the basis of the experiments it
was found that the compound examined behaved like
an antimetabolite of folic acid. This was confirmed by
examinations in which HPN introduced to the medium
M-9 or M-9 supplemented with casein hydrolysate did
like trimetoprime (TMP); however MIC was stated at
the concentration 200 times higher than that of TMP.
The mechanism of the HPN action was different from
TMP because its behaviour in the medium M-9 with
purine nucleosides was also distinct.

NAYAR P. S, G, WARD G. E,, SAUNDERS J. R,
MC WILLIAMS P.: Metody diagnostyczne stosowane
przy doSwiadezalnym zakazeniu bydla Hemophilus
somnus. (Diagnostic procedures in experimentally
Hemophilus somnus infection in cattle). Can. vet. J. 18
159—163, 1977 (6).

U cielgt zakazonych dozylnie oraz droga aerogenng
9X107—18X10" komodrek Hemophilus somnus rozwijala
sie posocznica o nadostrym lub ostrym przebiegu. Na-
tezenie objawodw i przebieg choroby zalezaly od wiel-
kosci dawki zakaznej oraz wieku cielgt. Najciezsze
objawy chorobowe wystepowaly u cielgt mlodych za-
kazonych dozylnie najwyzsza dawky zarazka. U pad-
Iych sztuk, zmiany zakrzepowo-zatorowe wystepowaly
w mozgu, plucach i mieéniach. Na czoto objawdw Kkli-
nicznych wysuwala sie depresja, ospalo§é, wodnisty
wyciek z oczu 1 nozdrzy, goraczka, drzenie mie$ni, osta-
bienie ruchéw zwacza. Z krwi 6 z 7 zakazonych
zwierzat po 24 godz. po zakazeniu wyosobniono w czy-
stej hodowli H. somnus. Z plynu moézgowo-rdzeniowe-
go zarazek wyosobniono po 30, ze stawdéw po 48 go-
dzinach po zakazeniu. U zakazonych zwierzat aktyw-
nos¢ fosfokinazy kreatyniny w plynie mézgowo-rdze-
niowym wrzrastala okolo 10 krotnie.
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