Pécs Miklés: Gydgyszer- és orvosi biotechnoldgia

Antibiotikumok

02. B-laktdm vazas antibiotikumok

Mik is az antibiotikumok?

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

Masodlagos anyagcseretermékek:

Termeléslk nem kapcsolodik kdzvetlenll az energia-ter-
meléshez, a ndvekedéshez. Csak a tenyésztés késdi sza-
kaszéban indul meg, altaldban valamilyen tdpanyag limit
kialakulasaval — ,kinjaban termeli”. Hasznossaguk csak
kozvetett, termelésiik sokszor latszolag értelmetlen.

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

Szénforras szabalyozas: katabolit represszio — ha béségesen
van hozzaférheté C-forras, akkor az elsédleges anyagcsere
pordg, nincs termékképzés. Ezért:
— gliikoéz limit (adagolas apranként), vagy
— lassan metabolizalhato C-forras, pl. poliszacharidok (ke-
ményitd, dextrin), laktéz, névényi olajok.

Nitrogén szabalyozas: valtozo, de a sok N altalaban a ndveke-
désnek kedvez - elsédleges anyagcsere
— Az ammonium sok gyakran represszaljak a termékkép-
zést, inkabb szerves N-forras (szojaliszt, kukoricalekvar)
— fed batch — adagolassal alacsony szinten tartani a kon-
centraciot.
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Szekunder metabolizmus

Foszfor szabdlyzas:
— befolyasolja mikroba ndvekedési sebességét, annak
mértekét, szénhidrat égetésének sebességét
— bizonyos koncentraci6 felett negativan szabdlyoz,
(hozzajarul a gyors C égetéshez)
— tdl nagy koncentracidja a szintetaz enzimek képzé-
dését gatolja
- alacsony indulasi P koncentracio, csak annyi, hogy a
szaporodasi szakasz végére elfogyjon.
Enzim indukci6:
— A kulcsenzimek némelyike indukalhaté specialis tapa-
nyaggal pl: metionin = cephalosporin
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Az antibiotikumok alkalmazasi teriletei

Human gyogyaszat: mikrobialis fert6zések gydgyitasara (a
hatékony koncentraciéban az emberi szervezetet ne ka-
rositsa)

Rékellenes antibiotikumok: citosztatikus hatastak, a kemo-
terapia eszkozei

Allatgyogyaszat

Allattenyésztésben: takarmany-adalékként

Biokémiai, mikrobioldgiai kutatdsokban (szelektiv inhibito-
rok)

Novénypatogének ellen - mezdgazdasagban (egyre ke-
vésbé)

Elelmiszeriparban — konzervalas (egyre kevésbé)
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Egy kis tdrténelem

1889 - antibi6ézis « 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 Uj antibiotikumok felfedezésének korszaka

1950 - félszintetikus szarmazékok

1990 - nincsenek Uj molekulak, a szabadalmak lejartak -
generikus termékkeé valtak, verseny a piacon.
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Antibiotikumok

Az elmult 80 évben kb. 12-13 ezer antibiotikumot fedeztek
fel. A human gyo6gyszer piacon ebbél ~2-300 molekula van.
Ennek ~10 %-at gyartjak tisztan fermentaciés uton, ~80 %-
ot ezek kémiai médositasaval, félszintetikusan, néhanyat
szintetikusan.
Miértilyen kevés? - toxicitas

- nem elég hatasos, van nala jobb

- mellékhatasok

- rezisztencia
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Az antibiotikumok csoportositasa

Csoportositani lehet
» kémiai szerkezet

» hatdsmechanizmus, tamadaspont
» hatasspektrum
» bioszintézis Gt

» orvosi alkalmazas szerint

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

Természetes rezisztencia:

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

Szerzett antibiotikum-rezisztencia:

természetes érzékenységi spektrum Orokletes megvaltozasa
generaciok kdzott — egy fajon belil is lehet egyedenként k-
16nb6z6

Ez is lehet antibiotikum csoportositasi szempont!

BME Alkalmazott Biotechnologia és Elelmi domény Tanszék
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Mikrobak érzékenysége
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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 valtozas térténhet kromoszéma vagy plazmid
szinten.

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

Sztreptomicin tipusu rezisztencia: ugrasszerlien alakul ki,
altaldban egy plazmid megjelenésével.

vy .3
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A penicillin enzimes inaktivalasa

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

gydrdat.
B-Lactam ring
(||> / s it
H CH I H S CH
R—C—N ¢ R—C—N :
CHg CHg
N HOOC N
o COOH H COOH

Active penicillin U Inactive penicillin

B-Lactamase
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Csoportositas hatasmechanizmus szerint:

Sejtfal szintézist gatlok — peptidogliikan szintézist befolya-
soljak (penicillin, bacitracin, vankomicin)

Fehérjeszintézist gatlok — tetraciklinek, sztreptomicin, erit-
romicin

Sejtmembranra haték — poliének, ciklopeptidek
DNS fliggé RNS polimerazra hat — rifampicin

DNS replikéciora hatnak - citosztatikumok
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02. B-laktdm vazas antibiotikumok

Csoportositas hatasmechanizmus szerint:

DNA-directed RNA
polymerase

Cycloserine quim,ones_[ Nalidixic acid Actinerydn Rifampin

Vancomycin Ciprofloxacin Streptovaricins
Bacitracin Novobiocin
Penicillins

Protein synthesis
(508 inhibitors)

[ Erythromycin (macrolides)
Chloramphenicol

Cephalosporins
Monobactams

Carbapenems DNA
- :‘ﬁu‘ B NSRS LR Clindamycin
Folic acid metabolism THE /

. . MRNA ™M™ Lincomycin
Trimethroprim o

Sulfonamides
Protein synthesis
(( DHF - d’"’”"‘" (308 inhibitors)
\ i g 1, "
30 30 Tetracyclines

Spectinomycin
Streptomycin
Gentamicin
Kanamycin
Amikacin

| Nitrofurans

Cytoplasmic membrane \
structure g
Polymyxins
Daptomycin

PABA Cytoplasmic  Cell wall
membrane o
Mupirocin
Puromycin

B-LAKTAM VAZAS ANTIBIOTIKUMOK
(PENICILLIN CSOPORT)

Penicillinek 6-amino-penicillansav, 6-APA
Szerkezet:
R CHz
.
ZHz
Val COOH
logia és Elelmi domany Tanszék :
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A penicillin tulajdonsagai

Fizikai: szintelen, vizben jél oldddik, 3 aszimmetria-centrum
(= forgatéds), nincs UV elnyelése

Kémiai: gyenge sav, alkali soit forgalmazzak

BOMLEKONY! Savak, ligok és enzimek hatasara tobbféle
reakciéban is gyorsan bomlik.

Analitikai reakciok: - jod oldattal titralhatd
- hidrazin + Fe ionokkal szinreakcié

1 bioldgiai egység: 50 ml-nyi standard dsszetételli tapoldat-
ban éppen meggatolja egy adott Staphylococcus aureus
térzs szaporodasat.

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

Az R oldallanc fenilecetsav
Ez a fermentalt alapmolekula, ebbdl gyartjak a tébbit.

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

H
N S
O N \)/’/
7
//~OH
o] 7
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A penicillin story

1929 A. Fleming, kioltasi gytr(, Penicillium notatum
1zolalas, tisztitas, szerkezet- F[enging's origina[p[afe:
felderités nehezen ment

1940 hadianyagga valik

1943 klinikai kiprobalas
fellleti tenyészet,
Penicillium chrysogenum

1944 2,5tonna
szubmerz tenyészet,
mutacios torzsjavitas

1946 32tonna J

1952 Magyarorszagonis, GYOKI bade'iml

1980 kb. 30.000 tonna colonies

mold
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A penicillin bioszintézise

Hz SH
HOMOH . H;Nr . N:Q/OH
~ . ~ . 2 |
Harom aminosavbol alakul ki ¢ ° 0% oH 0
egy tr|pept|d L-Aming-adipic acid L-Cysteine L-valine
Tobbszori gylri-atrendezédé- - o

sek utan alakul ki a B-laktdm acvmieptice  Ho i
Mrf oH

vaz. o

A templat a-amino-adipinsav, a y
végén lecserélodik egy mAsik iscpencinn M

5,
savra, felszabadul és visszake- - Oﬁf
riil a folyamat elejére. # I o

Cephalosporines
H
Mo 5
Penicillin G
ORP=ES

02. B-laktdm vazas antibiotikumok

il BME Alkalmazott Biotechnol ﬂ;\OH

A penicillin gyartas fejlesztése

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

Tdrzsmunka (biolégia): Technoldgia (mérnoki):
— torzsizolalas — Fellleti/szubmerz
— indukalt mutacio — Prekurzorok (4-8 x)
— szelekcio — tapoldatoptimalas
— térzsfenntartas — anyagcsereszabdlyozas

(cukorlimit, C/N, Fe ion)
— LevegOztetés, reaktor
— Szabdlyozasok (pH, t)
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Torzsnemesités

Célok:
» hozamndvelés,

» fermentacios illetve feldolgozasi kritériumok szerinti
hatékonysag novelés

» az eredeti pigment-termelés megsziintetése

» Eszkdzok:

» a génmanipulécio6 igen bonyolult (sok gén vesz részt a
folyamatban), ezért a titerndvekedés tdlnyomo részét
a régi (65 év — tobb ezer 1épés) mutacids-szelekcids
térzsjavitassal érték el (~2-3 ppb = ~50.000 ppb)

&s Elelmi domény Tanszék
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Fermentacié

Jellegzetes szekunder metabolit fermentacio, két szakasza
van:

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

Tapanyagforrasok az els6 szakaszban:
— szénforrasok: n,éhén%/ % cukor (glikéz, melasz), ami a
szaporitas végére elfogy
— nitrogén: béséges mennyiségben, szerves vagy szer-
vetlen formaban, de j6, ha a végére elfogy

— foszfor: foszfatként annyit kell bemérni a tapoldatba,
hogy éppen elfogyjon a szaporodas végére
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02. B-laktdm vazas antibiotikumok

Fermentacié

Masodik szakasz, termel6 fazis: 120-160 h, t0bbsz6rds tap-
anyag limit, kikényszeritett masodlagos anyagcsere.
Tapanyagellatas a masodik szakaszban:

» szénforrds: limitacid (régen: nehezen bonthaté vegylle-
tek (lakt6z, keményit6), ma gliik6z adagolas apranként,
vagy program szerint, vagy az oldott oxigén szint alapjan)

» nitrogén: szerves N-vegylletek, fehérje formajaban:
sz6jadara, mogyoroliszt, 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 utdn nem adagolnak tdbbet

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

tudomany Tanszék

prekurzor

Lfemlecetsav adagolas 50 mg/L h Literenként
Literben P

-penicillin
Fands pH ének 6,5 (NaOH adagotassaly Gepeni /./.ﬁ_g_ .

100 g—

induldskor a N forrds kukoricalekvar /"

cukor /
.
gliikéz adagolds
1,459/Lh
glukoz

/ > 131gLh
gliikoz

115g/Lh

A penicillin
fermentacio
lefutasa

50 g

biomaspza
[ s
| —

ammonium szufist adagolés 18 mgl ora

amménia
. | . i
20 I 60 80 100 120 140  160h

G-penicillin fermentécio glikoz, 6 szulfat és
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Feldolgozas

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

A penicillin gyenge sav, a disszocialt formaja jél oldodik
vizben, a nem-disszocialt viszont szerves oldoszerben.
Az extrakcidhoz vissza kell szoritani a disszociaciot (er6-
sebb savval, pl. kénsav) — de: savas kézegben bomlik!

Megoldas: - hiités, - rvid 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 eltavolitasa aktiv szénnel
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Félszintetikus penicillinek

Eléallitas: oldallanc cserével 6-APAnN keresztil

A 6-APA elédllitasa:- G penicillin enzimes bontasaval
- direkt fermentécioval
- kémiai bontas

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

- kémiailag
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Penicillin acilaz/amidaz

A félszintetikus penicillinek eléallitdsa a fermentalt G-
penicillin oldallancanak lecserélésével torténik.

1. Hidrolizis
G penicillin — 6-amino-penicillansav (6-APA) +
fenilecetsav

H
N, H2N,
S E : S ‘COOH
J N\)< = 1 .
I< H,0 IS

COOH COOH

1 2 3

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

27
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Penicillin acilaz/amidaz

2. Uj oldallanc (karbonsav) rakdtése
Karbonsav szarmazék + 6-APA - félszintetikus penicillin

NH;
R? HaN,
I"\X pencillin acylase
il
R 9 -H0 ):CX

COOH

COOH

D-(--1 2 3

1a = phenylglycineamide (R'=H, R?=NH;) = PGA 2 =6APA
b = phenylglycinmethyl ester (R'=H, R?=0
1c = hydroxyphenylglycineamide (R'=OH, R’
1d = hydroxyphenylglycinemethy! ester (R '=OH,

3a = ampicillin (R'=H)
3b = amoxicillin (R'=OH)

oMe) HPGM

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

28
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Félszintetikus penicillinek

Fermentalt alapvegydletek:

Natural penicillins

O
CHy— G—N——S>  Peniilln G .
(Gram-positive cocci)
O—CH,— C N Penicillin V
(acid resistant)

ogia és Elelmiszertudomany Tanszék

Félszintetikus penicillinek
C_C H S~ Ampicillin
(broad spectrum,
acid resistant)
O
C_C H S~ Carbenicillin
(broad spectrum)
COONa
S~ Amoxicillin
(broad spectrum)
30
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Hatasmod

 csak a szaporodokat pusztitja el (nyugvosejteket nem, —
szelekcid)

« afalszintézist gatolja (abnormalis alakok, protoplasztok)

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

N-acetil- ~—fHO——CH,
muramsav, AM |, on—
K N-acetil-
HO glikézamin
o NH - Ac AGA
cll‘—tl‘ll—coon

31
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02. B-laktdm vazas antibiotikumok

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
| térhalésodas

32
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A Gram-pozitiv sejtfal térhalositasa
Lalc
D N-acetylglucosamine XXX XXX
| I
O D-alanine ITac ITac
O L-amino acid § §
O Glycine P - &P e
( 6% -y
@ 90,000}
g TN
LacI: LaF
Il_a‘c I‘_a‘c I‘.alc
gia és Elelmi domany Tanszék )
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A penicillin a D-Ala-D-Ala lancvég
szerkezet-analédgja

penicillin D-Ala-D-Ala

Irreverzibilisen
kapcsolddik a
transzpeptidaz-
hoz — a falszin-
tézis ledll — ion-
kiaramlas

—__tudomény Tanszék

A penicillin hatasmechanizmusa

o]

S,
L one

H
/——CONH—D-ala——G——N——D-ala——GOOH

N \2<
I ©
COOH
o
transzpeptidaz

/——CONH—D-ala——C——enzim + D-ala 2
s,
Il " B oy
+ o
/——NHCO—gly——NH i CHs
a d enzim” |
o

penicilloil-enzim

/——CONH—D-ala—C—0

/——NHCO——gly——NH
35

== Keresztkotést glikopeptid
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Tovabbi

2
wj BME Alka

i1
R=C-N

O H

o]

O H
L

[e)

O H
oy

B_laktém vézak R—C—N].':l/;\j\ Cefalosporin
NI ongr?

&)

o

OH

X

N Monobaktam

d
1S0aH

5. CHy

R=C—N : .
i Hg Penicillin
N

T “coow
is

| COOH

2O CHCH ,0H
: Klavulansav
N

; COOH

: SCHCHaNH
HiC : T
# P Tienamicin
N
o

: COOH

02. B-laktdm vazas antibiotikumok

Brotzu (1948),

Cephalosporium
acremonium R

Cephamicinek: 7-OMe

Oldallancok:
R = fenil-glicin, X=CH,OAc

AT

Cefalosporinok

7-amino-cefémsav

7

OMe

N s
! N
;Q/\x

(o)

COOH

7-amino-cefalosporansav

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

- Cephalexin

4 generacidban kbzel 6tven félszintetikus molekula
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