Pécs Miklés: Gydgyszer- és orvosi biotechnoldgia 02. B-laktdm vazas antibiotikumok

Antibiotikumok

BME Alkalmazott Biotechnologia és Elelmiszertudomény Tanszék

Mik is az antibiotikumok?

Mikroorganizmusok altal termelt szekunder metabolitok,
melyek mas mikroorganizmusokat elpusztitanak vagy
gatoljak fejlédésiiket.

Masodlagos anyagcseretermékek:

Termelésik nem kapcsolddik kdzvetlenll az energia-ter-
meléshez, a ndévekedéshez. Csak a tenyésztés késbi sza-
kaszaban indul meg, altaldban valamilyen tdpanyag limit
kialakulasaval — ,kinjdban termeli”. Hasznossaguk csak
kdzvetett, termelésiik sokszor latszdlag értelmetlen.

Lehetnek példaul: antibiotikumok, pigmentek, nyalkaanya-
gok, tokanyagok, toxinok, stb.
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Szekunder metabolizmus

Szénforras szabalyozas: katabolit represszio — ha béségesen
van hozzaférhet6 C-forras, akkor az elsédleges anyagcsere
pdrég, nincs termékképzés. Ezért:
— glukoz limit (adagolas apranként), vagy
— lassan metabolizalhaté C-forras, pl. poliszacharidok (ke-
ményit6, dextrin), laktéz, névényi olajok.

Nitrogén szabalyozas: valtozo, de a sok N altalaban a ndveke-
desnek kedvez — elsddleges anyagcsere

— Az ammonium sok gKlakran represszaljdk a termékkép-
zést, inkdbb szerves N-forras (szojaliszt, kukoricalekvar)

— fed batch — adagolassal alacsony szinten tartani a kon-
centraciét.
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Szekunder metabolizmus

Foszfor szabalyzas:

— befolyasolja mikroba névekedési sebességét, annak
mértékét, szénhidrat égetésének sebességét

— bizonyos koncentracio felett negativan szabalyoz,
(hozzajarul a gyors C égetéshez)

— tdl nagy koncentracioja a szintetaz enzimek képz6-
dését gatolja
- alacsony indulasi P koncentracid, csak annyi, hogy a
szaporodasi szakasz végére elfogyjon.
Enzim indukcié6:
— A kulcsenzimek némelyike indukalhat6 specialis tapa-
nyaggal pl: metionin - cephalosporin
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Az antibiotikumok alkalmazasi terlletei

Human gyogyaszat: mikrobidlis fertézések gydgyitasara (a
hatékony koncentracidoban az emberi szervezetet ne ka-
rositsa)

Rakellenes antibiotikumok: citosztatikus hatastak, a kemo-
terapia eszkdzei

Allatgyogyaszat
Allattenyésztésben: takarmany-adalékként

Biokémiai, mikrobiolégiai kutatasokban (szelektiv inhibito-
rok)

Noévénypatogének ellen - mezégazdasagban (egyre ke-
vésbheé)

Elelmiszeriparban — konzervalas (egyre kevésbé)

i BME Alkalmazott Biotechnologia és Elelmiszertudomény Tanszék

Egy kis torténelem

1889 - antibiézis « szimbidzis (Viullemin)
1912 - Salvarsan, szerves arzén szarmazék, vérbaj ellen,
(Ehrlich-Hata)

1936 - Szulfonamidok (p-amino-szulfonsav-amidok),
Domagk

1929 — penicillin észlelése, Fleming

1944 — a penicillin ipari gyartasa, szubmerz tenyészetben
1944 — 1960 0] antibiotikumok felfedezésének korszaka
1950 - félszintetikus szarmazékok

1990 - nincsenek Uj molekulak, a szabadalmak lejartak =
generikus termékké valtak, verseny a piacon.

BME Alkalmazott Biotechnologia és Elelmiszertudomany Tanszék
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Antibiotikumok

Az elmult 80 évben kb. 12-13 ezer antibiotikumot fedeztek
fel. A human gyogyszer piacon ebbdl ~2-300 molekula van.
Ennek ~10 %-at gyartjak tisztan fermentacids uton, ~80 %-
ot ezek kémiai médositasaval, félszintetikusan, néhanyat
szintetikusan.
Miért ilyen kevés? - toxicitas

- nem elég hatasos, van nala jobb

- mellékhatasok

- rezisztencia

BME Alkalmazott Biotechnologia és Elelmiszertudomény Tanszék

Az antibiotikumok csoportositasa

Csoportositani lehet
» kémiai szerkezet
» hatdsmechanizmus, tamadaspont
» hatasspektrum
» bioszintézis Ut
» orvosi alkalmazas szerint

Mi most: csak a B-laktamokat targyaljuk, azaz egy
kémiai szerkezetet
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Mikrobak ellenalloképessége

Természetes rezisztencia:

allandé, érokletes tulajdonsag, specieszekre, nagyobb rend-
szertani egységekre jellemzé

Szerzett antibiotikum-rezisztencia:

természetes érzékenységi spektrum 6rdkletes megvaltozasa
generaciok kézétt — egy fajon belll is lehet egyedenként k-
l16Nbdz6

Ez is lehet antibiotikum csoportositasi szempont!
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Mikrobak érzékenysége

[ , ‘ o |
Mycobacteria Gram-negative | Gram—pogmve Chlamydias Rickettsias |
| bacteria | bacteria |
’ i |
1
|
; el i |
T == | S I | |
Tobramycin | Penicillins | |
| | |
[ ) | '
Sulfonamides | ‘
Cephalosporins | | ‘
| |
5 t | | ‘ |
Slr‘eptomycin | I '
| - | |
| | - |
| | Tetracyclines |
| | | |
ot | | |
Isoniazid | Polymyxins | | |
| | | |
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A szerzett rezisztencia formai

1. A céltargy (fehérje, receptor) megvaltozasa

2. A sejtmembran atjarhatésaganak megvaltozasa (per-
meabilitasi mutans, nem jut be a molekula)

3. Enzimes inkativalas (bontas, vagy szarmazékképzés)

A genetikai véltozas tértenhet kromoszéma vagy plazmid
szinten.

Penicillin tipusu rezisztencia: fokozatosan alakul ki, genera-
ciérél generaciora.

Sztreptomicin tipusu rezisztencia: ugrasszerliien alakul ki,
altaldban egy plazmid megjelenésével.
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A penicillin enzimes inaktivalasa

A B-laktaméaz enzimek (sokféle van) felnyitjak a négytagu

gyarat.
5 [3-Lactam ring o
I H S CH | w S CH
R—C—N— ’ R—C—N :
CH, CHy
SN HOOGC N
o COOH H COOH

Active penicillin U Inactive penicillin

[B-Lactamase
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Csoportositas hatdsmechanizmus szerint:

Sejtfal szintézist gatlék — peptidoglikan szintézist befolya-
soljak (penicillin, bacitracin, vankomicin)

Fehérjeszintézist gatlok — tetraciklinek, sztreptomicin, erit-
romicin

Sejtmembranra hatdk — poliének, ciklopeptidek
DNS fliggdé RNS polimerazra hat — rifampicin

DNS replikciora hatnak - citosztatikumok

BME Alkalmazott Biotechnologia és Elelmiszertudomény Tanszék

Csoportositas hatdsmechanizmus szerint:

DNA-directed RNA
[ DNA gyrase | [RHA clongation I PO'Y™erase
Cycloserine Quinolones-[ Nalidixic acid Actinomycin Rifampin
Vancomycin Ciprofloxacin Streptovaricins

Bacitracin Novobiocin
Penicillins Protein synthesis
Cephalosporins (505 inhibitors)
glo:obactams -Erythromycin (macrolides)
arbapenems Chloramphenicol
Enlic me Clindamycin
Folic : th

- L

Trimethroprim L Hincomycin
Sulfonamides Protein '{"“‘"“

(305 inhibitors)

-Tetracyclines
Spectinomycin

Streptomycin
structure Kan'amsfcin
Polymyxins Amikacin
Daptomycin | Nitrofurans

PABA

Cytoplasmic  Cell wall
membrane

Mupirocin
Puromycin
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B-LAKTAM VAZAS ANTIBIOTIKUMOK
(PENICILLIN CSOPORT)

6-amino-penicillansav, 6-APA

Penicillinek
Szerkezet: / H Cys
E—— 1 CH3
.
! CHz
/ _N
()
L COOH
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A penicillin tulajdonsagai

Fizikai: szintelen, vizben jol oldédik, 3 aszimmetria-centrum
(= forgatas), nincs UV elnyelése

Kémiai: gyenge sav, alkali séit forgalmazzak

BOMLEKONY! Savak, lugok és enzimek hatasara tébbféle
reakcidban is gyorsan bomlik.

Analitikai reakcidk: - jéd oldattal titralhat6
- hidrazin + Fe ionokkal szinreakcio

1 biolégiai egyseg: 50 ml-nyi standard dsszetétell tapoldat-
ban éppen meggatolja egy adott Staphylococcus aureus
térzs szaporodasat.

11U = 0,6 ug G-penicillin Na sénak felel meg.

11l BME Alkalmazott Biotechnologia és Elelmiszertudomany Tanszék
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G-penicillin/benzil-penicillin

Az R oldallanc fenilecetsav
Ez a fermentélt alapmolekula, ebbél gyartjak a tébbit.

Savra érzékeny vegyllet, a gyomorsav elbontja, ezért sza-
jon at nem szedhetd, csak kapszulaban.

A penicillin story

1929 A. Fleming, kioltasi gylrt, Penicillium notatum
Izolalas, tisztitds, szerkezet- F[en-ﬁng's ()rigjng[ p[("‘e;
felderités nehezen ment

1940 hadianyagga valik

1943 Klinikai kiprobalas
fellleti tenyészet,

Penicillium chrysogenum

1944 2.5 tonna
szubmerz tenyészet,
mutacids térzsjavitas

1946 32 tonna

1952 Magyarorszagonis, GYOKI L

1980 kb. 30.000 tonna colonies

bacterial
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A penicillin bioszintézise

Hz SH

HOMOH Hzhla, I(OH
, . , . a ] ¥ F RN
Harom aminosavbdél alakul ki 07"0H 0

egy trlpeptld . L-Amino-adipic acid L-Cysteine L-Yaling

Tdébbszoéri  gylrd-atrendezédé-

MH; SH
sek utan alakul ki a B-laktam acv-trpeptioe HoMﬁj f
2 s} o} «. _OH
07N g

vaz.

A templat a-amino-adipinsav, a .

végén lecserélédik egy masik isopericin HOMH S
savra, felszabadul és visszake- o o :’;N"\K
riil a folyamat elejére. rd J T on

Cephalosporines

H
Penicilin G m NJ<
6] %
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A penicillin gyartas fejlesztése

Fermentacids uton, a szintézis nem gazdasagos.
A gyartas fejlesztése két f6 iranyban folyt:

Térzsmunka (biolégia): Technoldgia (mérndki):
— tOrzsizolalas — Fellleti/szubmerz
— indukalt mutacié — Prekurzorok (4-8 x)
— szelekcid — tapoldatoptimalas
— térzsfenntartas — anyagcsereszabalyozas

(cukorlimit, C/N, Fe ion)
— Levegdbztetés, reaktor
— Szabalyozasok (pH, t)

BME Alkalmazott Biotechnologia és Elelmiszertudomany Tanszék
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TOrzsnemesités

Célok:
» hozamnovelés,

» fermentaciés illetve feldolgozasi kritériumok szerinti
hatékonysag névelés

» az eredeti pigment-termelés megsziintetése

» Eszkdzok:

» a génmanipulacio igen bonyolult (sok gén vesz részt a
folyamatban), ezért a titernévekedés tulnyomé részét
a régi (65 év — tdbb ezer 1épés) mutacids-szelekcios
térzsjavitassal érték el (~2-3 ppb = ~50.000 ppb)
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Fermentacio

Jellegzetes szekunder metabolit fermentacio, két szakasza
van:

Els6 szakasz (kb. 40 h): a sejtek elszaporitasa, j6 tapanyag-
ellatas, intenziv levegbztetés, keverés, elsédleges anyag-
csere.

Tapanyagforrasok az elsé szakaszban:
— szénforrasok: néhan?/ % cukor (gliikdéz, melasz), ami a
szaporitas végére eltog
— nitrogén: béséges mennylsegben, szerves vagy szer-
vetlen forméban, de j6, ha a végére elfogy

— foszfor: foszfatként annyit kell bemeérni a tapoldatba,
hogy éppen elfogyjon a szaporodas végére

BME Alkalmazott Biotechnolégia és Elelmiszertudomany Tanszék 11
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Fermentacio

Masodik szakasz, termel6 fazis: 120-160 h, tdbbsz6ros tap-
anyag limit, kikényszeritett masodlagos anyagcsere.
Tapanyagellatas a masodik szakaszban:

» szeénforras: limitacio (régen: nehezen bonthat6 vegyule-
tek (laktdéz, keményit6), ma glikéz adagolas apranként,
vagy program szerint, vagy az oldott oxigén szint alapjan)

» nitrogén: szerves N-vegylletek, fehérje formajaban:
sz6jadara, mogyordliszt, esetleg kazein, halliszt, emellett
(NH,),SO, — apranként adagolva, kis koncentraciot tar-
tanak — az N és S beépiil a termékbe.

» foszfat: jelenlétében nem megy a masodlagos anyagcse-
re, ezért elfogyasa utan nem adagolnak tébbet

» prekurzor: fenil-ecetsav, mérések alapjan adagoljak, kon-

prekurzor >
l!enilecetsav adagolas 50 mg/L h Literenként
Literben e
G-penicillin
Mands pH érték 6,5 (NaOH adagelassal) P /./'ﬁ__g_ )
100 g— indulaskor a N forrés kukoricalekvar //

cukor /
. .
glukoéz adagolas
1 1,45¢g/Lh
glikoz

A penicillin

> 1431glLh
V4 LY 4

fermentacio "

, ¥ — 1i3glLh
lefutasa y
i ammoniurn szulfét adagolas 18 mgil.ora
\ ammoénia
N -k A
20 40 60 80 60 120 140 160h

G-penicillin fermentacio glilkéz, amménium szulfat és fenilecetsav adagolassal

BME Alkalmazott Biotechnolégia és Elelmiszertudomany Tanszék
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Feldolgozas

Extracellularis termék, csak ~1% talalhaté a micéliumban
Kulcslépés: EXTRAKCIO

A penicillin gyenge sav, a disszocialt formaja jél oldédik
vizben, a nem-disszocialt viszont szerves olddszerben.
Az extrakcidéhoz vissza kell szoritani a disszociaciot (eré-
sebb savval, pl. kénsav) — de: savas kézegben bomlik!

Megoldas: - hiites, - révid kontaktid6 (kis méretd, folytonos
reaktorban, aztan gyorsan szétvalasztani szeparatorral)

Eszter tipust oldészerek (BuOAc, amilacetat)
Reextrakcié semleges vagy lugos vizes fazissal
Kristalyositas K- vagy Na-s6 formajaban
Pigmentek eltavolitdsa aktiv szénnel

BME Alkalmazott Biotechnologia és Elelmiszertudomény Tanszék

Félszintetikus penicillinek

oz

Eléallitas: oldallanc cserével 6-APAnN keresztil

A 6-APA eléadllitasa:- G penicillin enzimes bontasaval
- direkt fermentacioval
- kémiai bontéas

A 6-APA is nagyon bomlékony, tarolas kézben polimerizal,
és reagal a l1égkdri CO,-dal is.
Acilezés: - enzimesen

- kémiailag

BME Alkalmazott Biotechnologia és Elelmiszertudomany Tanszék
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02. B-laktdm vazas antibiotikumok

1. Hidrolizis

fenilecetsav

COOH

1

1 = penicillin-G

2 = 6-amino penicillanic acid ( 6-APA)
3 = phenylacetic acid

Penicillin acilaz/amidaz

G penicillin — 6-amino-penicillansav (6-APA) +

H
N, HaN
S E : S COOH
o N —_— N +
o H0 o

COOH

2 3

BME Alkalmazott Biotechnologia és Elelmiszertudomény Tanszék

A félszintetikus penicillinek elééllitasa a fermentéalt G-
penicillin oldallancanak lecserélésével torténik.

27

2. Uj oldallanc (karbonsav) rakdtése

NH,

COOH

D-(-)-1 2

RZ HzN, 5
\>< pencillin acylase
+ >
N
Rt o P y -H,0

Penicillin acilaz/amidaz

Karbonsav szarmazék + 6-APA - félszintetikus penicillin

NH
?q
N S,
R d H

COOH

3

1a = phenylglycineamide (R'=H, R?=NH;) = PGA

1b = phenylglycinmethyl ester (R'=H, R®=OMe) = PGM

1¢ = hydroxyphenylglycineamide (R '=OH, R?=NH;) = HPGA

1d = hydroxyphenylglycinemethyl ester (R '=0H, R?=0Me) = HPGM

2 =6-APA
3a = ampicillin (R'=H)
3b = amoxicillin (R'=0H)

BME Alkalmazott Biotechnologia és Elelmiszertudomany Tanszék

Ugyanazzal az enzimmel meg lehet csinalni a két ellentétes
reakcidt, de itt sav-szarmazékot kell adni (pH, ionizalas!)

28
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Félszintetikus penicillinek

Fermentalt alapvegylletek:

Natural penicillins

O
CH2~—(|J1—H— S Penicillin G . .
(Gram-positive cocci)
/
O
i CHZ_Q';_E_ S Penicillin V
y (acid resistant)
o]

ius) BME Alkalmazott Biotechnologia és Elelmiszertudomény Tanszék

Félszintetikus penicillinek
o
o—c H S~ Ampicillin
(broad spectrum,
acid resistant)
O
CH__C H S~ Carbenicillin
(broad spectrum)
COONa
Cv——C N S~ Amoxicillin
j:g (broad spectrum)
30
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Hatasmod

+ csak a szaporododkat pusztitja el (nyugvésejteket nem, —
szelekcio)

+ a falszintézist gatolja (abnormdlis alakok, protoplasztok)

A hatasmechanizmus megértéséhez ismételjik at a Gram-
pozitiv bakterialis sejtfal szerkezetét és bioszintézisét.

N-acetil- ~fHo—ocn,
muramsav, AM o OH—=
§ N-acetil-
HO glikézamin
0 NH - Ac AGA
CH; — CH——COOH

31
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A Gram-pozitiv sejtfal szerkezete

lizozim
— AM—AGA—AM—AGA—AM—AGA—AM — alaplanc
|
L-Ala
|
D-Glu
|
Gly—Gly—Gly—Gly—Gly—L-Lys—D-Ala—D-Ala
l l térhaldésodas

32
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02. B-laktdm vazas antibiotikumok

O N-acetylglucosamine
O D-alanine

O L-amino acid

O Glycine

A Gram-pozitiv sejtfal térhaldsitasa

33

penicillin

A penicillin a D-Ala-D-Ala lancvég
szerkezet-analdgja

D-Ala-D-Ala

Irreverzibilisen
kapcsolédik a
transzpeptidaz-
hoz — a falszin-
tézis leall — ion-
kiaramlas

34

tudomany Tanszék
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02. B-laktdm vazas antibiotikumok

A penicillin hatasmechanizmusa

H
{——CONH—D-ala——C——N——D-ala——COOH

I
o]
transzpeptidiz

/=——=CONH=—D-ala=———=C=——2enzim + D-ala
+ o]

| ——NHCO—gly——NH;

f——CONH—D-ala—C——0 penicilloil-enzim
J——NHCO—gly——NH

keresztkotésii glikopeptid

RJLH_ CH3
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Pécs Miklés: Gydgyszer- és orvosi biotechnoldgia

02. B-laktdm vazas antibiotikumok

R=C-NZ__ !
I | ' Monobaktam
N
R-C—N : -
; Hs Penicillin
! Nl :

Tovabbi o H
- s s N : Cefalosporin
B-laktam vazak ]:N'/ p

(o]

X LS

L0 CHCHZ0H
: Klavulansav
I N‘ : i

o CHR!
: COOH

R = fenil-glicin, X=CH,OAc

© : COOH
on
: SCHCHaNH,
e | [ || Tienamicin
o : COOH
Cefalosporinok
Brotzu (1948), : :
s 7-amino-cefémsav
Cephalosporium H  on
[ e
acremonium R \W" N U s
@] ——N
Cephamicinek: 7-OMe o/ Z Sy
COOH
Oldallancok: 7-amino-cefalosporansav

R = a-amino-adipinsav, X=CH,OAc - Cephalosporin C

4 generacioban kbzel dtven félszintetikus molekula

i W Rt i BME Alkalmazott Biotechnologia és Elelmiszertudomany Tanszék

- Cephalexin
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