Pécs Miklos: Biotermék technoldgia Antibiotikumok

1. Antibiotikumok

1.1. Altaldnos bevezetd

Az antibiézis fogalmat a szimbidzissal egyiitt elsdként Viullemin haszndlta az é161ények
kolcsonhatdsainak lefrdsara 1889-ben. O még a Lactobacillus-ok tejsav termelését tekintette
antibidzisnak, a mai értelemben vett antibiotikumok felfedezése fél évszazaddal késobb tortént.

Az antibiotikumok olyan mikroorganizmusok éltal termelt, mas mikrobédk életfolyama-
tait gatlé vegyliletek (szekunder metabolitok), amelyeket a hatdsos koncentrdciéban az emberi
szervezet karosodds nélkiil elvisel. Régebben az antibiotikumok korébe szdmitottdk a szinteti-
kusan eldallitott mikrobaellenes gyogyszereket is. Egyesek az antibiotikumok korébe soroljak
a mikrobidlis eredetil citosztatikumokat is. Ezek szintén szekunder metabolitok, a human
terapidban alkalmazzdk, de nem a fert6z0 betegségek kezelésére, hanem a tumorterdpidban, a
gyorsan szaporodé emberi sejtek elpusztitisara.

A masodlagos anyagcseretermékek termelése nem kapcsolddik kozvetleniil a sejt ener-
gia és anyagtermeléséhez, a tenyésztés késobbi szakaszdban fordul eld. Sokszor kedvezdtlen
kornyezetvaltozas hatdsdra indul be a termelés (t6bbszoros tdpanyag limit, eltolt pH, kellemet-
len anyagcseretermék felhalmozddésa, stb.), ha a szokvanyos anyagcsereutak nem miikodnek
megfelelden. Termelésiik sokszor értelmetlennek tiinik (Iehet pl. nydlkaanyag, toxin, alkaloid,
pigment, tokanyag, antibiotikum), a sejtnek nincs kdzvetlen haszna a termelt molekuldbol.

A szekunder metabolizmus beinduldsat segiti a tipanyag limit, ha a szénforrds kis koncentra-
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1. dbra Az ismert antibiotikumok szdmdnak alakuldsa az elmiilt évtizedekben

cidju vagy nehezen hozzaférheté a mikroorganizmus szdmaéra (a boséges szénforras az elsddle-
ges anyagcserét porgeti fel), és ha a nitrogénforrds komplex, szerves eredetli (szgjaliszt, kuko-
ricalekvar), és adagoldssal folyamatosan alacsony szinten tartjak a koncentraciéjat (a sok N a
novekedésnek kedvez, az ammonium-sok pedig inkdbb gétoljak a termékképzddést). Szervetlen
foszfdt jelenlétében a szekunder metabolizmus rendszerint nem kezdddik el, ezért csak annyit
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adnak a tenyészethez, amennyi a mikrobak szaporodasdhoz sziikséges, €s elfogy, mire eléri a
kivant sejtszamot €s a masodlagos anyagcseretermékek bioszintézise beindulhat.

Eddig koriilbeliil 12—13 000 antibiotikumot irtak le, ezek koziil néhany szdzat gyartanak
ipari 1éptékben fermentécids és/vagy félszintetikus tton. Az ismert vegyiiletek koziil nagyjabol
300-at alkalmaznak humdn a gydgydszati gyakorlatban (ezek 30-40 féle alapstruktirdbol
szarmaztathatok).

Az ismert antibiotikumok szdma az elmult évtizedekben ugrasszeriien megndtt, azonban
egyre nehezebb 1) antibiotikumokat taldlni a folyamatos torzsfejlesztések, izoldlasok, screen-
ingek dacara. Az uj antibiotikum tipusok, antibiotikum osztalyok felfedezése gyakorlatilag
megdllt, 1987 6ta nem fedeztek fel dj kategdriat. Mig 1960-ban a megtalalt antibiotikumok 5%-
a klinikai alkalmazésra keriilt, addig 2006-ra ez az ardny lényegesen, 1% ald csokkent. Az
antibiotikum kutatds klasszikus médszere vad torzsek izoldldsa a természetbdl kioltdsi zondk
alapjan. Kiinduldsi anyagként legtobbszor egzotikus talajmintdkat alkalmaznak, ezekben
varhato ismeretlen torzsek, valtozatok el6fordulasa.

Az antibiotikumok nagy tobbsége a klinikai gyakorlatba vétel utdn egy-két évtizeddel
elavul, kikeriil az alkalmazasi korbdl. Ennek oka lehet az elterjedd rezisztencia, a mellékhata-
sok, allergia fellépése vagy hatékonyabb, olcsébb, konnyebben alkalmazhat6 szerek megjele-
nése.

Uj antibiotikumok felfedezésének kényszere a fejlett orszagokban a legnagyobb, ahol a
fizetOképes kereslet is megvan az 4j gyogyszerkészitményekre. Egy klinikai alkalmazéasban all6
antibiotikum egészen addig nem nevezhetd elavultnak, amig a fejléd6 orszagok — a mésutt méar
nem hasznélt gyégyszert — sikerrel alkalmazhatjak.

Az utébbi években a génmérnokség (genetic engineering), valamint a szamitogépes mo-
lekulamodellezés elterjedésével lehetdség nyilt a mar ismert antibiotikumok 4j szarmazékainak
vagy hasonl6 szerkezetll (analdg) vegyiileteinek termelékenyebb eldéllitasara is.

A felfedezett antibiotikumok mintegy haromnegyed része sugargomba (Actinomycetes)
metabolit, melyen belill is kiillondsen jelentOs a Streptomyces nemzetségbe tartozé fajok anti-
biotikum-termelése — ezek adjak az eddig leirt antibiotikumok mintegy kétharmadat.

A Penicillium és Acremonium (Cephalosporium) fajok altal termelt, B-laktdm-tipusui an-
tibiotikumok (penicillinek, cefalosporinok) viszont az antibiotikumok 6sszes kereskedelmi for-
galmabol kozel 70%-ot képviselnek.

1.1.1. Osztalyozas:

Ezt a sok vegyiiletet tobbféle szempontbdl is lehet csoportositani. Minden szakember a
sajat szempontjai szerint kezeli az antibiotikumokat.

Kémiai szerkezet szerinti osztdlyozdst kovet a Handbook of Antibiotic Compounds
(szerkesztdje a Bérdy Janos magyar akadémikus), amely 1974-t6l évente Gsszesen 13 vastag
kotetben jelent meg. Eszerint megkiilonboztethetok:

Aminosavszarmazékok, peptidek: Cikloszerin, Bacitracin, B-laktdm antibiotiku-
mok

Szénhidrat szarmazékok: Sztreptomicin, Vankomicin

Makrociklusos laktonok: Eritromicin,

Kinonok: tetraciklinek, Mitomicin

Aromdsok: Kloramfenikol

Szteranvazasok, terpénvazasok

Ehhez valamennyire kapcsolddik a bioszintézis utak szerinti csoportositds, hiszen a
hasonl¢6 szerkezetli molekuldk hasonl6 anyagcserefolyamatok termékeként jonnek 1étre.
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Hatdsmechanizmus, tamaddspont szerint is lehet csoportositani e vegyiileteket. A sejtek
életmiikodését tobbféle mdédon is akadalyozhatjdk az antibiotikumok. Gyakori timadaspont a
sejtfalszintézis (B-laktdmok, bacitracin), a fehérjeszintézis (tetraciklinek, aminoglikozidok,
makrolidek), a sejtmembranok miikddése (ciklopeptidek, poliének), ritkdbban a nukleinsavak
(rifamicin, citosztatikumok).

DNA-directed RNA
Cell wall synthesis DNA gyrase RNA elongation polymerase
Cycloserine Quinolones—[ N_alidi"ic ad_d Actinomycin Rifampin
Vancomycin Ciprofloxacin Streptovaricins
Bacitracin Novobiocin
Penicillins Protein synthesis
Cephalosporins (50S inhibitors)
Monobactams . .
Carbapenems Erythromycin (macrolides)

Chloramphenicol
Clindamycin
Lincomycin

Protein synthesis

Tetracyclines
Spectinomycin
Streptomycin
Gentamicin
Kanamycin
Amikacin
Nitrofurans

Trimethroprim
Sulfonamides

Cytoplasmic membrane
structure

Polymyxins

Daptomycin

PABA

Cytoplasmic Cell wall

membrane =
Mupirocin

Puromycin

2. dbra Az antibiotikumok tamaddspontjai

A felhasznéldk, azaz az orvosok szempontjai masok. Oket egyrészt az egyes szerek
hatdsspektruma érdekli, azaz hogy mely mikrobdk ellen hatékonyak és mikor hatdstalanok. A
hatdsossdg nem egyes torzsekre, hanem nagyobb mikrobioldgiai rendszertani egységekre vo-
natkoztathatd, igy példaul mas gyégyszerek alkalmazhaték Gram-pozitiv €s Gram-negativ tor-
zsekre. A szitk spektrumii antibiotikumok csak a mikroorganizmusok egy szlik csoportjira
hatnak, mig a széles spektrumiiak a mikrobak széles korét pusztitjak el.

A gyakorlati orvoslas szempontjabdl a terdpids alkalmazhatésdg a f6 szempont. Mds an-
tibiotikumok célszertiek pl. egy tiidogyulladas kezelésénél, mint a hugy-ivari fertézéseknél,
megint masok egy kozépfiil-gyulladasnal.

Rendezd elv lehet még a frermeld torzsek rendszertani helye, igy a baktériumok,
sugdargombdk és a fonalas gombak éltal termelt anyagok csoportja.

A kovetkezdkben elsddlegesen a timadaspont szerinti osztalyozast hasznaljuk, ezen beliil
a kémiai szerkezet szerint haladunk.

1.1.1.1.  Antibiotikum érzékenység és rezisztencia

A hatédsspektrum targyaldsa kapcsdn megemlitettiik, hogy az egyes antibiotikumok csak
bizonyos mikrobak ellen hatékonyak, masokra nézve az adott vegyiilet hatdstalan. Ez utébbiak
rezisztencidja természetes, allandd, orokletes tulajdonsdg, nagyobb rendszertani egységekre
jellemzo.
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3. dbra Az egyes antibiotikum csoportok hatdsspektruma

Elesen elkiiloniil a szerzett rezisztencia. A baktériumok nagy részénél a kezelés/érintke-
z&s soran rezisztencia alakul ki az adott antibiotikummal szemben. Az ellenéllé képesség meg-
novekedésének tobbféle mechanizmusa ismert.

Eldfordul, hogy a kérdéses antibiotikum egy valtozas kovetkeztében nem jut be a sejtbe
(permeabilitdsi mutdnsok), igy nem éri el célpontjat. Ez csak a sejten beliil haté gyégyszereknél
mukodik, a sejtfal szintézis gatlasa példaul a sejtmembranon kiviil torténik.

Masik lehetdség, hogy a célpont, dltaldban egy fehérje szerkezete vdltozik meg. Biokémiai
funkciéjat tovabbra is betolti, de az antibiotikum nem tud kotddni és ezaltal elveszti hatékony-
sagat. Jo példa erre a sztreptomicin, amely a fehérje szintézist gatolja oly médon, hogy a ribo-
szoma 30S alegységének S12 fehérjéjéhez kotddik. Az itt bekovetkezd mutdcié (Phe-lIle
aminosav csere) rezisztenssé teszi a torzset.

Gyakori eset, hogy a bekeriild antibiotikum molekuldt enzimek hatastalanitjak. Ez tortén-
het a molekula bontdsdval, illetve ellenkezdleg, csoportok rdkapcsoldsaval, szdrmazékképzés-
sel. Az el6bbire példa a penicillin, illetve a B-laktdm véazas antibiotikumok inaktivadldsa. Szamos
torzs termel B-laktamaz enzimet (>40 kiilonb6z6 enzim), de hatdsuk azonos. A B-laktdm vaz
négytagi gylrtjét nyitjdk fel, ennek kovetkeztében az antibiotikus hatds megsziinik. A
szarmazékképzés jol tanulmdanyozott esetei az aminoglikozid antibiotikumok (sztreptomicin
csoport). A cukorszarmazékok —OH csoportjaira foszfat, acetil- illetve adenil-csoportokat kot-
nek a hatastalanitd enzimek.

A rezisztencia kialakuldsdnak folyamatat kétféle tipusba soroljdk. A penicillin tipust re-
zisztencia fokozatosan, sok generdcion keresztiil, 1€pésrol 1épésre alakul ki, valészintileg hal-
moz6do muticidk kovetkeztében. A sztreptomicin tipusud viszont egy 1€pésben, ugrdsszeriien
jelenik meg, torzs antibiotikum tiird képessége hirtelen nagysagrendekkel novekszik. Ennek
oka lehet egylépéses mutdcié (mint a sztreptomicinnél az S12 fehérje muticidja), vagy génat-
adassal (plazmid fertdz€s, konjugécid, transzformacid, transzdukcid, rekombinacid)
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Antibiotic Targets Antibiotic Resistance
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4. dbra Az antibiotikumok tdmaddspontjai és a rezisztencia

Felhasznélas:

Antibiotikumokat nem csak az orvosok hasznalnak, érdemes felsorolni az 0sszes alkal-
mazasi teriiletet. Termelési volumen és piaci érték szempontjabdl legnagyobb az igény a

- Humdn gyogydszatban: mikrobidlis fert6zések gyogyitasara, ide sorolhatdk a citosztati-

kumok is.

- Allatgyégydszatban: analég a humén alkalmazassal.

- Kutatdsban (biokémia, mikrobioldgia): szelektiv inhibitorok (fehérje-, DNS-, RNS-,

sejtfalszintézis gatldsa)

- Elelmiszerkonzervdlds: régebben alkalmaztak tartsitasra, de ma mar nem engedélyezik.

- Novényvédelem: régebben alkalmaztik a novényi kartevok ellen, de ma mar nem enge-

délyezik.

- Takarmdnyadalékként: kis dozisban (nem terdpids mennyiségben, 1-10 mg/kg). Csok-
kenti a haszondllatok emésztdszervi megbetegedéseit, javitja a takarmdnyhasznositast, jobban
gyarapodik az dllomény. Az elhullasi szazalék — kiilonosen a fiatal dllatokndl - csokken. Ezt a
gyakorlatot a kialakul6 antibiotikum rezisztencia miatt tobb 1épcsOben korlatoztak. Elobb a
SWAN konvencié mondta ki, hogy csak olyan antibiotikumot szabad adni, amely nem jelenik
meg a végtermékekben (hus, tej, tojds). Ennek a feltételnek azok az antibiotikumok feleltek
meg, melyek nem szivodnak fel, a bélcsatorndban maradnak é€s ott fejtik ki hatdsukat (pl. baci-
tracin). Késobb az Eurdpai Unidban gyakorlatilag teljesen betiltottdk ezt az alkalmazést. J6 hi-
giéniai viszonyok kozott, ahol kisebb fertdzésveszély, nincs is nagy jelentdsége, de trépusi

teriileteken ahol nagy a bélfert6zések gyakorisdga, szdmottevd profitot hozhat a takarményok
adalékoldsa.
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1.2. Sejtfal szintézist gdtlo antibiotikumok

A tdmaddéspont szerinti csoportositdsban elsOként vessziik a sejtfalszintézist gatl6 antibio-
tikumokat. Ezen beliil is mind torténetileg, mind piaci stlyuk miatt az elsé helyre keriilnek a 3-
laktdm-vézas antibiotikumok.

1.2.1. Penicillin

A penicillint Fleming 1929-ben irta le, mint a Penicillium notatum fonalasgomba altal
termelt baktériumellenes antibiotikumot (2-3 pg/ml). Csak joval késobb, 1940-ben sikeriilt
izolélni €s tiszta formaban eldallitani a penicillint egy oxfordi kutatécsoportnak.

/~0H
o

5. dbra A G-penicillin szerkezete

A B-laktdm (négytagu) gytrit tartalmazé alapvaz a 6-amino-penicilldnsav (angol rovidi-
tése: 6-APA) amino csoportjat egy aromds karbonsav acilezi. Az alapvazat alaposabban meg-
figyelve felismerhetjiik, hogy az voltaképpen két aminosavbdl (Cys és Val) all, amelyet a
szokdsos peptidkotésen kiviil még két kovalens kotés kapcsol Gssze.

COOH

6. dbra A 6-APA alapvdz két aminosavbol tevidik dssze

Az R savmaradék szerkezete sokféle lehet, ennek kialakitasaval valtoztatni lehet a mole-
kula kémiai és gyogyszertani tulajdonsdgait.

Fizikai tulajdonségait tekintve a penicillin vizben jol old6dd, szintelen anyag, amelynek
az UV tartoményban sincs elnyelése. Optikailag aktiv, 3 aszimmetria-centruma van.

Kémiai szempontbdl gyenge sav, kationokkal sot képez, alkdli s6k formdjaban hozzak
forgalomba.
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BOMLEKONY anyag! Savak, ligok és oxigén hatdsdra tobbféle reakciéiton is gyorsan
bomlik. A G-penicillin a gyomorsavban is elbomlik, ezért ez a molekula szdjon at nem adhato.
Erzékenysége miatt nem keriilhet olyan készitménybe, amit hével sterileznek. A B-laktamaz
enzimek gytriibontdssal inaktivaljak.

Kvantitativ kémiai meghatarozds szempontjabdl érdekes a laktdmgylrii reakcidja hid-
roxilaminnal. A képz0d6 hidroxamét szines vaskomplexe kolorimetridsan mérhetd. Masik mé-
rési lehetdség a jodometrids titrdlds. Maga az ép penicillin molekula nem kéti a jodot, de a ligos
hidrolizis terméke, a penicillosav viszont 7-8 atomnyi jodot is felvesz. Ezek a mddszerek
viszonylag nagy koncentriciok mérésére alkalmasak, igy a gyartdskozi ellendrzéseknél
hasznalhatok. Az orvosi gyakorlatban eléfordulé kis koncentraciok méréséhez nem elég érzé-
kenyek.

Mivel az oldallanc és az ellenion sokfélesége miatt a tomeggel megadott penicillintarta-
lom a kiilonb6z0 készitményekben nem hasonlithat6 0ssze, ezért ezt inkdbb a hatdst méré nem-
zetkozi egységben adjak meg. 1 NE/IU = az a penicillinmennyiség, amely 50 ml-nyi standard
osszetételll tapoldatban éppen meggatolja egy adott Staphylococcus aureus torzs szaporoddsat.
1 TU = 0,6 pg G-penicillin Na sénak felel meg.

1.2.1.1. A penicillin felfedezése — a penicillin story

A penicillint felfedez6 orvos - Alexander Fleming — munkédja a kérhazban kezelt fert6zé-
ses esetek, elsdsorban a gennyes gyulladdsok mikrobioldgiai vizsgalata volt. A felfedezést, mint
annyi mas esetben is a véletlen hozta. A kérokozok telepeit tartalmazo Petri csészébe véletleniil
(mondhatjuk tgy is, hogy a nem elég steril laboratériumi munka kovetkeztében) bekeriilt egy,
pontosabban két penészspora.

A masik véletlen (erre is mondhatjuk, hogy gondatlansig) az, hogy a hasznalt Peri csé-
széket sokdig, legalabb egy, de inkabb két hétig taroltak a visszasterilezés eldtt. Ezalatt a spora
kicsirazott, telepet novesztett és eloregedett, volt ideje eljutni az antibiotikum termeld fazisba.
Fleming megfigyelte a telep koriil kialakult kioltasi gytirtit, és arra kovetkeztetett, hogy a penész
valamilyen gatléanyagot termel, ami a baktériumok szaporodésat akadalyozza, de a termeld
gombdat magat nem kdérositja.

Remélte, hogy ez az anyag a mikrobak
ellen hatékony gyogyszer lehet. Mivel korab- ¥ . &
ban a lizozimyfr?ziilymel foglalkozott, amely Flemir 18 s or gy 1al pl‘”e:
a baktériumok sejtfaldnak elbontdsa révén
hasonléan elpusztitja a mikroorganizmusok
egy részét, ezt a még ismeretlen anyagot is fe-
hérjének, enzimnek vélte. A penészt leoltotta,
majd a jelenséget reprodukélta. A torzs azo-
nositasaért Thom-hoz, egy profi mikolégus-
hoz fordult, aki azt rendszertanilag a Penicil-
lium notatum-mal, egy ritkan el6fordul6 faj-
jal azonositotta.

A hatékony komponens izoldlasaval és
szerkezetének felderitésével tobben
prébalkoztak, de a durva kémiai médszerek
hatdsdra az anyag rendszeresen elbomlott a colonies
keziikk kozott. 1932-ben Clutterbuck csak
annyit kozolhetett, hogy a penicillinnek
elnevezett hatdsos anyag labilis, pH- és 7. dbra Fleming eredeti felvétele

mold

bacterial
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héérzékeny gyenge sav. Orvosi alkalmazédsban csak oddig jutottak, hogy a tenyészet sziirletét
javasolhattak kiilsédleges fert6zések kezelésére. Az Oxfordban dolgozé Chain és Florey
(késobbi Nobel dijasok) végiil liofilizaldssal tudtak stabil készitményt eldallitani, amivel
megkezdhették az orvosi kisérleteket.

Az 4ttorést, mint annyiszor, egy hidboras konfliktus hozta el. A masodik vildghaboru ki-
torésével megnétt az igény minden, a sebesiilt katondk gydgykezelésére alkalmas anyag és el-
jéras irdnt. (Az L. vilaghaboriban a megsebesiilt katondk nagy szdzaléka vérmérgezésben halt
meg.) Katonai titoktartds mellett tobb kutatdintézetet és gydgyszergydrat is bevontak. A szel-
lemi €s anyagi befektetés eredményeket hozott, felderitették a molekula szerkezetét és egyre

hatékonyabb fermentaciods és tisztitasi eljarasokat dolgoztak ki.

Adalék: a titoktartds dacdra hazafias kampdnyt hirdettek az amerikai hdziasszonyok kozott, hogy romlott
élelmiszereikrdl kiildjenek penészmintdkat a szovetségi torzsgyijteménybe. A bekiildott torzsek antibiotikum
termeld képességét megvizsgdltdk. Végiil egy hdziasszony penészes grapefruit-jarol (mdsok szerint dinnyéjérdl)
szdrmazo Penicillium chrysogenum tenyészet bizonyult a legjobbnak, egy nagysdgrenddel tobb penicillint termelt,
mint a Fleming dltal izoldlt torzs. Mdig ennek a torzsnek a sokszorosan mutdlt utodaival termelik a penicillint
vildgszerte.

1943 méjusdban az 4j gyégyszert mar tobb szaz sebesiilt esetében alkalmazhattik teljes
sikerrel a szepszis kialakuldsdnak akaddlyozdsdra, illetve gydgyitdsdra. 1944 nyardn, a nor-

mandiai partraszéalldsndl mar minden hadikérhdzban ott volt a penicillin injekcid.

Adalék: (Lehet, hogy urban legend.), A klinikai vizsgdlatok idején tortént, hogy F.D. Roosevelt elnok, aki
ebben az idében mdr sokat betegeskedett, tiidogyulladdst kapott. Felmeriilt az orvosetikai kérdés, hogy szabad-e
egy szépreményti, de még klinikai kiprobdldas alatt dll6 gyogyszerrel kezelni egy olyan fontos személyt, mint az
Egyesiilt Allamok elnéke. Végiil iigy dontottek, hogy lehet, és eredményesen kezelték a fert6zést.

Adalék: A tesztelés sordn még nagyon rossz hatdsfokii volt a gydrtds, nagy rdforditdssal kevés hatoanyagot
tudtak elédllitani, a penicillin uncidnkénti dra magasabb volt, mint az aranyé. 100 ezer NE, azaz 60 mg penicillin
akkor 20 dolldrba keriilt. A kezelések sordn felismerték, hogy a beadott penicillin 48 ordn beliil gyakorlatilag
teljesen (97%-ban) kiiiriil a vizelettel. Ezért osszegyiijtotték a kezelt betegek vizeletét, és visszanyerték beldle a
penicillint. Még egyszeriibb is volt kinyerni, mint a sokkal tobb idegen anyagot tartalmazo fermentlébol.

A legels6 felhasznélasra keriilt prepardtum minddssze 1% hatéanyagot tartalmazott. A
tisztitdsban vald el6rehaladds a kémiai szerkezet felderitésének lehet6ségét is jelentette. A
szerkezetkutatdsban 1944-ben mar 59 kutatéhely vett részt teljes katonai titoktartds mellett.
Abban reménykedtek, hogy a kémiai szerkezet ismeretében a hatéanyag kémiai szintézisére
lehetdséget taldlnak. Ma méar koztudott, hogy kutaté munkét az zavarta, hogy a kiilonb6z0 la-
boratériumokban eldallitott gombatenyészetek sziirletei tobb mint 20 kiilonféle penicillin ke-
verékét tartalmaztdk, amelyek elsdsorban az acilez6 savcsoport szerkezetében kiilonboztek.
Az USA laboratériumaiban eldéllitott penicillin készitmények mért fizikai-kémiai adatai
jelentds mértékben eltértek az Anglidban eldallitott készitmények vizsgalatanal kapott értékek-
t6l. Az egyik esetben G-penicillin (benzil-penicillin), a mésik esetben F-penicillin (pentenil-
penicillin) volt a fétermék. A kiillonbséget az okozta, hogy Anglidban a szeszmoslékot (distillers
solubles) hasznaltak tdptalajként, az US kutat6i viszont a fenilecetsavat is tartalmazé kukorica
aztaté 1€ (Magyaroszdgon: kukoricalekvar) tejsavas erjesztéssel dusitott koncentratumat
alkalmaztak a tdptalaj nitrogén forrdsaként. A tenyésztd tdptalaj kémiai Osszetételének meg-
hatdrozé jelentdségét felismerve javasoltdk a prekurzorok alkalmazasat. A tapkozeghez adott
fenilecetsav jelenlétében a kutatd laboratériumokban féleg benzil-penicillin képzddott a fer-
mentécio sordn. A szerkezetet végiil 1945-ben, rontgen-krisztallografiai modszerekkel sikeriilt
egyértelmiien felderiteni.
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1.2.1.2. A fermentalt alapvegyiiletek

A G-penicillin nagy tételben gazdasagosan fermentalhatd, de nagyon érzékeny vegyiilet. Emiatt
kerestek parhuzamosan egy savdllo szarmazékot, amit a V-penicillinben (fenoxi-metil-
penicillin) taldltak meg. Az iparban az adagolt prekurzor vegyiiletek (G - fenilecetsav, V — fen-
oxiecetsav) megvalasztdsaval benzilpenicillin vagy fenoximetil-penicillin allithat6 el6.

E két ,klasszikus” penicillint viszonylag olcson, tomegtermékként fermentdljak. De
gyogyszerként nem ezeket, hanem a beldliik eldéllitott félszintetikus hatéanyagokat hasznéljik.
A bioszintetikus penicillinekbdl enzimes hidrolizissel szabaditjdk fel a 6-APA-t, majd erre egy
masik karbonsav szdrmazékot kapcsolva allitjdk el6 a kivant gyogyszer molekuldt. Létezik
olyan fermentacids eljards is, amelyben az alapvazat (6-APA) allittatjdk eld, azonban ez az
eljaras nem tudta kiszoritani a G-penicillin gyart4sat.

Ez a legnagyobb mennyiségben gyartott anyag, a V-penicillin és 6-APA piaca joval ki-
sebb. A tovabbi szintetikus 1épésekkel a G-penicillinbdl penicillinszarmazékokat, a V-penicil-
linbdl pedig cefalosporinokat allitanak elo.

N S CH,
H
/—N CH,

COOH

Penicillin G (benzil-Penicillin)

(@ T NI

/v-——N CHs

e}
COOCH

Penicillin V (fenoxi-metil-Penicillin)

8. dbra A G és V penicillin szerkezete

1.2.1.3. A penicillin bioszintézise

A fehérje szintézishez felhaszndlasra keriilo L-cisztein és L-valin a nitrogén anyagcsere
természetes terméke. A harmadikként sziikséges az 0-amino-adipinsav a lizin szintézis koztes
termékeként van jelen, mégpedig adenilat formdjaban, vegyes anhidridként. A hdrom amino-
savbol 1épésrol 1épésre alakul ki a tripeptid.

Gylirtizarédas és tobbszori gylirtiatrendez6dések utan alakul ki a [B-laktdim vaz. Az o-
amino-adipinsav csak templat, a folyamat végén lecserélddik egy maésik savra, felszabadul, és
visszakeriil a folyamat elejére.
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1.2.1.4. Gyartasfejlesztés

A penicillin gyartas torténete alatt 6ridsi utat tett meg.

Az elsd klinikai kisérlet 1941-ben tortént. Ezt kovetOen a kutatds atkeriilt az Egyesiilt
Allamokba, ahol 3 év alatt attorést értek el a penicillin tanulmanyozasa €s a gyartas ipari reali-

zalasa vonalan is.
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9. dbra A penicillin G bioszintézisének fo lépései

Fleming idejében mindossze 2-3 IU/cm? termék koncentraciét sikeriilt elérni (1-2 ng/ml),
melynek mér kimutathaté antimikrobidlis hatdsa volt. Ezt két év alatt 540 pg/ml-re fokoztdk.
Jelenleg a legjobb penicillint eldallito torzsek termeldképessége 30.000 pg/ml koriili.

10
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A termelés mennyiségileg is novekedett, 1943 végére elérte a heti 100 grammot (100 ezer
NE = 60 mg penicillin akkor 20 dollarba keriilt, ez ma 1 millidrd NE 4ra). A fejlodés titemét jol
mutatja, hogy 1944 végére a havi termelés meghaladta a 200 kg-ot, amely 1946-ban évi 32
tonndra emelkedett.

A masodik vilaghdboru utdn az in. UNRRA-segély (United Nations Relief and Rehabili-
tation Association) részeként a szabadalmi védettségrol lemondva tucatnyi komplett penicillin-
gyart6 lizemet telepitettek Nyugat-Eurdpéba.

Manapsag az 0sszes penicillin szarmazékot figyelembe véve az éves termelés szazezer
tonna koriil mozog.

A gyartas fejlesztése iskolapélddja a fermentdcids iparban kovetett komplex stratégidnak.
A gyartas két fo eleme a torzs és a technoldgia. A torzs termelOképességének novelésével
bioldgusok (genetikusok, mikrobiolégusok) foglalkoznak. A technolédgia tokéletesitése miisza-
ki, mérnoki feladat. Ezeken beliil még az aldbbi f6 teriiletek/mddszerek kiilonithetdk el:

Torzsmunka (genetika, mikrobioldgia):
— torzsizolédlas
— indukélt muticié
— szelekci6
— torzsfenntartas
Technolégia (mérnoki):
— feliileti/szubmerz tenyésztés
— prekurzorok alkalmazasa
— tapoldatoptimélas
— anyagcsereszabdlyozas (koncentracidk)
— levegoztetés, reaktor
— szabdlyozasok (pH, t)

1.2.1.4.1. Torzsmunka

A penicillintermel6 vad torzsek gyljtése €s vizsgalata (szakmai szlengben = screening,
szkrinelés) az 1940-es évek elején lezajlott. A torzsnemesités a kivalasztott Penicillium chry-
sogenum torzs termeldképességének fokozasat jelentette.

A torzs tulajdonsdgainak javitasara évtizedeken keresztiil itt is az indukalt mutdcié+sze-
lekci6 moédszerét alkalmaztdk. De mivel az egyes antibiotikum bioszintézisek biokémidja és
kiillonosen a regulacidja (genetikai és enzimszintli szabdlyozdsa) igen bonyolult (esetleg 100
géntdl is fligghet a bioszintézis), a szekunder metabolitokndl nem lehet a méshol bevalt, az
anyagcsereutak pontos ismeretén alapul6é hidnymutans és rezisztens mutdns-izolalasi technikd-
kat haszndlni. Ehelyett a ,,black-box” screeninget alkalmaztdk. A sejt bels6 mikodését isme-
retlennek (fekete doboz) tekintik, és csak egyetlen célfiiggvénnyel, a termelt penicillin titerrel
foglalkoznak. Ehhez viszont nagyon sok mutdnst kell megvizsgélni. Tilnyomé résziik gyen-
gébb termelOképességli, mint a kiindulasi tenyészet, de van koztilk néhdny, amelyik tobbet
képes termelni. Ezeket tenyésztik tovabb, €s vetik ald tjabb és djabb mutdcionak. A jelenleg
hasznélt torzsek mindegyike tobb évtized alatt tobb szdz ilyen mutécids cikluson esett 4t.

A torzsnemesités folyamatdt mutdcids torzsfaval lehet bemutatni, melybdl az egyes vari-
ansok ,,sziil6-gyermek™ viszonya mellett az is lathatd, hogy egy-egy 1épéssel mennyit lehetett
javitani a torzseken. A 9. dbra a Penicillium chrysogenum torzsfajat mutatja az 1950-es évekbdl.
Magyarorszagra a 51-20 jelzésli mutdns keriilt, feljavitasa évtizedeken keresztiil folyt (GY OKI,
BIOGAL).
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10. dbra A Penicillium chrysogenum mutdcios torzsfdja az 1950-es évekbol
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A torzsnemesitések célja alapvetden a hozamnovelés, de emellett mds célokat is figye-
lembe vehetnek: - fermentacids (habzas, viszkozitds csokkentése), illetve - feldolgozasi (pig-
mentmentes termék) kritériumok szerinti hatékonysdgnovelés. A P. chrysogenum torzs erede-
tileg sargds pigmentet is termelt (chrysogenin), mely azonban terhelte a torzs anyagcseréjét a
fermentécié alatt, ezért muticids eljardsokkal miikdodésképtelenné tették a pigment termelés
egyik génjét.

A madsodlagos anyagcsere bonyolultsdga miatt a modern rekombinéns technikdk célzott
beavatkozasa sokkal nehezebb, mint a primer metabolizmusnél. Torekednek a bioszintézis
kritikus pontjainak (szlik keresztmetszet, ,,bottle neck™) felderitésére és ,kitagitdsara”, de ez
sokkal Osszetettebb feladat, mint a prokariétaknal.
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11. dbra A penicillin-termeld torzsek fejlesztése, hozamok alakuldsa

A termelésben hasznélatos ,,agyonmutélt” torzsek mar jelentOsen kiillonboznek a vad ti-
pustdl. Szaporodésuk sordn érvényesiil a ,,visszatérés az atlaghoz” torvényszerliség, azaz hajla-
mosak a visszamutdldédasra, ami a termeld képesség csokkenésével jar. A jol termeld egyedek
eltorzitott anyagcseréjiilk miatt kevésbé életképesek, lassabban szaporodnak, mint a vissza-
mutdlddottak, igy a szaporoddsban lemaradnak, kihigulnak a tenyészetbdl. Emiatt meg kell
oldani a torzsek eltartdsat, konzervaldsat olyan médszerekkel, amelyekkel éveken, évtizedeken
keresztiil megorizhetd a kialakitott genetikai dllomény. Erre a cseppfolyds nitrogénben tarolt
vagy fagyasztva szdritott szubkultirak (master strain bank) alkalmasak. Mdsrészt az atoltdssal
fenntartott dllomanynal is folyamatos szelekciot kell végezni, hogy le ne romoljon a termeldké-
pesség.

1.2.1.4.2. Fermentdcios fejlesztések

Kezdetben feliileti, talcas fermentaciot alkalmaztak, mivel ez a technika citromsav eldal-
litdsra mar kidolgozott volt. Tobb négyzetméteres savallo tdlcdkon 10-20 cm vastag steril tap-
folyadék rétegen nevelték az Aspergillus niger tenyészetet. A talcak kozott steril levegd atfu-
vatdsdval vitték be az oxigént és vittél el termelt hdt. Ez a technoldgia viszont a penicillin gyar-
tas esetén sokkal rosszabbul miikodott. Probléma volt a sterilitas fenntartasa, mivel a citromsav
oldat 2-3 pH-ja tdvol tartotta az idegen mikroorganizmusokat, a penicillin fermentlé viszont
kozel semleges, érzékeny a befertozodésre. Masrészt a sokkal kisebb volt a kihozatal, a
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citromsav 8-10%-os koncentricidja helyett a penicillinét csak szdzad szdzalékokban lehetett
kifejezni.

1945-re a feliileti fermentécids technikét felvéltotta a szubmerz fermentacids eljéras,
ennek kovetkeztében az elérhetd penicillin koncentracié a tobbszorosére nott.

A madr emlitett prekurzorok alkalmazasa egyrészt egységessé tette a terméket, masrészt
egybdl 4-8 szorosara novelte a penicillin termelést.

A fermentdci6 kisméretii reaktorokban kivitelezve bizonyosan nem lesz gazdasigos, ezért
nagyobb (tobb szdz m?®) reaktorok hasznélata célszert.

1.2.1.5. Az anyagcsere-folyamatok iranyitasa a fermentacié soran

A tapoldatok optimélasahoz az elsd 1€pcso volt a kukoricalekvar pozitiv hatdsanak felis-
merése a szeszmoslékhoz (DS, distillers solubles) képest.

A késbébbiekben felismerték, hogy a folyamat soran a kozeg Osszetételét valtoztatni kell
a mikroorganizmus igényeinek megfelelden. A penicillin termelés jellegzetes szekunder meta-
bolit fermentacio, két szakasza van: a sejtek elszaporitasa koriilbeliil 40 6rat vesz igénybe, mig
a termeld fazis tovabbi 4-7 nap.

A tenyészet oxigén igénye mindvégig nagy, a levegd bevitel mértéke 0,5-1 vvim. A pH
optimum kozel semleges, pH= 6-7 kozott vezetik a fermenticidt. Az ipari fermentédcidk altala-
ban rataplalasosak, mas, félfolytonos és kétlépcsds folytonos technoldgidkrol csak kisebb mé-
retben olvashatunk.

Elso, sejtszaporitasi szakaszban (kb. 40 h) j6 tdpanyagellatds, intenziv levegdztetés, ke-
verés mellett az elsddleges anyagcsere jellemzd. A tdpanyag ellatds boséges, minden rendelke-
zésre all a novekedéshez. Konnyen hasznosithatd tdpanyagforrasok a kritikus feletti koncent-
racioban. Szénforrasként néhany szdzalék cukrot (gliikozt = keményitd hidrolizdtum, szacha-
rozt = melasz) adnak, célszeriien olyan mennyiségben, hogy az a szaporitasi szakasz végére
elfogyjon, illetve koncentracidja a kritikus ald csokkenjen. Hasonld a nitrogén és a foszfor
bevitele is. Az ammoénium és foszfatsok konnyen €s gyorsan hasznosulnak, de mennyiségiiket
ugy célszerli megvélasztani, hogy koncentracidjuk a novekedési fazis végére a limitdlo tarto-
manyba csokkenjen.

A termelési szakaszban a torzs anyagcseréjét at kell allitani a szekunder metabolizmusra.
Ennek kikényszeritésére tobbszoros tdpanyag limitben tartjuk a sejteket.
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12. dbra A laktoz szénforrds hasznosuldsa a penicillin fermentdcio sordn
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szénforrds: a cukorelldtas visszafogdsara a klasszikus megoldds a nehezen metaboliz4l-
hat6 szénforrdsok alkalmazdsa. A Penicillium torzsek az Aspergillus-okkal ellentétben viszony-
lag kevés extracellularis enzimet termelnek, ezért csak lassan képesek hidrolizélni a laktézt
vagy a keményitét. Ezek adagoldsanal kicsi a metabolizdlhat6é szabad cukor koncentracidja, a
tenyészet szén-limitbe keriil.
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13. dbra Penicillin fermentdcio gliikoz adagoldssal

Korszertibb megoldas kis mennyiségl gliik6z oldat folyamatos, vagy gyakori adagolasa.
Igy 4llanddan jelen van a cukor, de koncentriciéja a limitalé szint alatt marad. A gliikéz -
adagolasat megoldhatjuk vezérléssel vagy szabdlyozdssal. Az elsd esetben a tapasztalatok
alapjan kialakithatunk a betdpldlé szivattyd szdmadra egy dlland6 vagy tobblépcsds adagolasi
sebességet tartalmazé programot, ami alacsony cukorszintet biztosit. Az adagolés
szabdlyozhat6 az oldott oxigén koncentracidjanak mérésével: ha magasabb a gliikk6z
koncentracid, akkor gyorsabb a fogyasztds — ehhez tobb oxigén kell — az oxigén koncentracid
kicsi lesz. Amikor a gliikoz elfogy, nincs mit oxidalni, ettdl az oxigén koncentracié emelkedik
— ekkor egy kevés steril gliik6z oldatot adagolnak a fermentorba. Ett6l az oldott oxigén
koncentraci6 lemegy, €s elolrdl indul a ciklus. Ipari méretli fermentorokndl nem elegendd egy
ponton betdpldlni, az egyenletesebb gliik6z szint elérésére tobb szinten, tobb ponton adagolnak.

nitrogénforrds: a nitrogénforrasok koziil a Penicilliumok a szerves és szervetlen anyago-
kat egyarant hasznositjdk. Az ammoénium-szulfat j6l hasznosul, mind a nitrogén, mind a kén-
tartalma beépiil, de tdl nagy koncentracidja az elsddleges anyagcserének kedvez.

A komplex forrdsok (pl. szdjadara, kukoricalekvar) nitrogénjéhez sokkal nehezebben fér-
nek hozza a sejtek, mivel ezeket eldbb az extracellularis enzimeknek el kell hidrolizdlni. Ez
lassu folyamat, a felhasznédlhat6 nitrogéntartalmu vegyiiletek fokozatosan szabadulnak fel, kon-
centracidjuk kicsi, a tenyészet tartos nitrogén limitben marad.

Ezeknek megfelelden itt is kétféle adagolasi stratégia lehetséges. Lehet az ammonium-
szulfat oldatot kis térfogatdrammal folyamatosan adagolni, illetve lehet a szerves nitrogénfor-
rast nagyobb mennyiségben, ritkdbban (pl. naponta) beadni.
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Antibiotikumok

foszfor: jelenléte az elsddleges anyagcseré-
nek kedvez, ezért ebben a fazisban mar nem ada-
golnak tobbet. Sok szekunder metabolitndl a fosz-
fat jelenléte egyenesen megakaddlyozza a termék-
képzést.

14. dbra Az antibiotikum termelés csak a foszfdt teljes
elfogydsa utdn indul meg

prekurzor: a G-penicillin esetében fenil-ecet-
savat adagolnak a termelési szakaszban. Koncent-
racidjat a 2-4 g/l kozotti sdvban tartjak. 2 g/1 alatt
lelassul a penicillin termelés, 4 g/l {6lott viszont
mar kérositja a tenyészetet. Szerkezetiik analég a
benzodttal, illetve a p-hidroxi-benzoésav-észterek-
kel (parabének), amelyeket fungisztatikumként al-
kalmaznak élelmiszerek és kozmetikumok konzer-
véldsdra.

cell mass X

]
|

tetracycline {g I'1]

phophate [mmo I-F]
4
|

0.5
|
cell mass X [g "]

cultivation time [h]

Adalék: a mdsodlagos anyagcsere kikényszeritésében fontos szerepe van a vas-ionoknak. Jelenlétiik a pri-
mer folyamatoknak kedvez, elnyomja az antibiotikum termelést. Ehhez olyan kevés vas is elegendo, ami a készii-
lékek faldbol oldédik ki. A BIOGAL Gydgyszergydrat az Otvenes években épitették, és az elsé nyolc darab 30 m’-
es fermentort nem rozsdamentes, hanem kozonséges acélbol készitették. Amikor penicillint fermentdltak benne, a
folyamat nagyon rossz termeléssel ment, kimutathatéan a beoldodo vas miatt. A rozsdamentes acél késziilékekben

ez jelenség nem fordul eld.

prekurzor
lfenilecetsav adagolas 50 mg/L h
Literben
d Mands pH érték 6,5 (NaOH adagoléssal)
100 g4, indulaskor a N forras kukoricalekvar

laktoz

glukéz adagolas /

50g —

7 * 145g/lLh

f——>131g/Lh

—d

=
\ ammonia ad3

20 40 60 80

15. dbra Penicillin fermentdcio gliikoz, ammonium szulfdt és prekurzor adagoldsdval
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A fermentéci6 sordn arra torekednek, hogy a termékképzési szakaszt minél hosszabbra
nyujtsak. Ezzel megnovelik a termékkoncentracidt és a termék mennyiségét is.
Az anyagcsere paraméterek lefutdsat a penicillin fermentacié soran mutatja be a 11. és
12. dbra. A novekedési szakaszban az oldott oxigén €s a nitrogén-forrds koncentracié merede-
ken lecsokken. Az oxigén szint hosszu ideig alacsonyan marad, majd a tenyészet 6regedésével
lassan emelkedik. Az amino-nitrogén szintet alacsonyan tartjak, a gorbe enyhe hullimzésa szer-
ves nitrogén-forrds beadagolasat jelzi. A penicillin a két szakasz hataran jelenik meg, a titer
novekedése hosszan linedris, majd az oregedéssel enyhén lehajlik. Az egyetlen nem-koncent-
racié paraméter a cukor betdpléldsi sebesség. Az adagolas 1épcsds profil szerint el6bb novek-
szik, majd kozel dllando, kissé csokkend. A termelt szén-dioxid gorbéje szinte pontosan koveti
a cukoradagolast. Osszevetve a penicillin termelés sebességével 14thatd, hogy ez a harom pa-
raméter egyiitt mozog. A bevitt cukorb6l majdnem sztdéchiometriai pontossaggal dlland6 ardany-
ban képzddik penicillin és szén-dioxid.

Penicillin titre

Sugar feed rate

Ammonia N

..............
--------------------------------------------------
...........................

16. dbra Koncentrdciok alakuldsa a penicillin fermentdcié sordn

1.2.1.6. Feldolgozas

Ipari 1éptékben a fermentacié vagasandl koriilbeliil 30 g/l a penicillin koncentracié (kb.
50.000 IU/ml). A termék extracelluldris, csak koriilbeliil 1% taldlhat6 a micéliumban. A sejtto-
meget vakuum dobszlirdvel vélasztjak el €s a sziiron vizzel mossdk. A micélium allati takarma-
nyozasra alkalmas, ha nem marad benne prekurzor (a fenil-ecetsav kellemetlen, szirds szagi
anyag). Léteznek olyan technoldgidk is, amelyben nem vélasztjak el a sejttomeget, hanem a
teljes fermentlevet viszik extrakcidra. A sziirlet tovabbi feldolgozdsanak kulcslépése az ex-
trakci6 szerves oldoszerrel. A penicillin gyenge sav, disszocidlatlan formédban nem ionos, kicsi
a hidratburka, igy a szerves fazisban jobban oldédik. A disszocidcié visszaszorithatd erds sav-
val, pl. kénsavval. Ebben a savas kozegben (pH~2) viszont a savérzékeny penicillin gyorsan
elbomlik. A bomlasi reakcié visszaszoritasara két mérnoki triikkkot alkalmaznak. Az egyik a
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Process Flow Diagram: Penicillin
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17. dbra A penicillin gydrtds folyamatdbrdja

fermentlé lehiitése — alacsonyabb homérsékleten a bomlasi reakci6 sebessége jelentdsen csok-
ken, mig a megoszlasi hanyados alig véltozik. A madsik a rovid kontaktidd, minimalisra
csokkentik azt az 1d6t, amit a penicillin a savas kdzegben tolt. A savanyitast egy kis térfogatu
keverd egységben végzik, amelyet kozvetleniil a szeparator centrifuga elé kotnek be. A sziirt
fermentlevet, az oldoszert és a kénsavat egyszerre tapldljak be, 0sszekeverik €és azonnal a sze-
paratorra engedik. Ez felfoghat6 egy folytonos miikodésti kevert reaktornak, ebben a tartézko-
dasi 1d6 a térfogat és a térfogatdram hanyadosa. Megfeleld bedllitdssal ez akar misodperces
nagysagrendre is leszorithatd, igy a penicillin csak nagyon révid ideig érintkezik a savval.

Az extrakcidhoz sokféle szerves olddszer haszndlhatd, de édltalaban oxigéntartalmuakat
(pl. észterek: amil-acetat, butil-acetét) alkalmaznak. A feldolgozas kovetkezd 1épése a reextrak-
ci6 kozel semleges vizes pufferrel. Ha maradtak gyenge sav tipusu prekurzorok a fermentlében,
akkor azok ugyanugy viselkednek, mint a penicillin: azok is dtoldédnak a szerves fazisba, majd
vissza vizes kozegbe. Az apolaris, nem-ionos habgatlok viszont elvalaszthatoak: atoldédnak
ugyan a szerves olddszerbe, de a vizes fazisba nem térnek vissza. Ha a reextrakciondl a vizes
fazis sok alkalis6t (pl. kdlium acetdtot, ndtrium-hidrogén karbondtot) tartalmaz, akkor a
penicillin alkdli s6 formdjdban egybdl kikristalyosithatd. Egyes technolégidkban a finom-
feldolgozas sordn az extrakcié-reextrakcid-kristdlyositds miiveletsort megismétlik mas oldo-
szerrel. A termék melldl a szinanyagokat aktiv szénnel tavolitjak el.

Magyarorszagon (Debrecen, Biogal) megsziint a penicillingyartds, annak ellenére, hogy

z

sajat fejlesztésii torzsekkel dolgoztak.
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1.2.1.7. Hatasmechanizmus

A B-laktdm antibiotikumok a Gram-pozitiv sejtek sejtfalszintézisét gatoljak, igy hatdsuk
kovetkezményeként abnormélis sejtalakok, protoplasztok képzddnek.

Csak a szaporodé sejteket pusztitjdk el, a nyugvo sejteket nem, ez a mikrobiolégidban
torzsszelekciora hasznalhato.
A baktériumok sejtfalszintézise sordn egy transzpeptiddz enzim az egyik NAG-NAM (N-
acetilgliik6zamin és N-acetilmuraminsav) alapldnchoz kapcsol6doé oligopeptid oldalldnc végén
1évo D-Ala-D-Ala dipeptid végsd alaninjat lehasitja és a helyére a masik oldallanc penta-
glicinjének terminélis aminosavat koti. Igy keresztkotések alakulnak ki, a linedris ldncok tér-
halova alakulnak. Ennek a lépésnek a gatldsaval fejtik ki hatdsukat a penicillin tipusd anti-
biotikumok.

O N-acetylglucosamine
O D-alanine
O L-amino acid
O Glycine

18. dbra A bakteridlis sejtfal szerkezete és kialakuldsa

A penicillinszarmazékok hatdsa azon alapul, hogy B-laktdm gytir(ijiik a bakterialis sejtfal
pentapeptidjében taldlhat6 termindlis D-alanin-D-alanin strukturdlis analégja. A penicillin-koto
fehérjék penicillin jelenlétében a pentapeptid termindlis D-alaninjanak lehasitdsa helyett a
penicillinek B-laktdm gytrijét hasitjdk, melynek kovetkeztében egy stabil penicillin-enzim

19. dbra A penicillin és a D-Ala-D-Ala dipeptid szerkezete
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komplex alakul ki, mely a transzpeptiddz irreverzibilis inaktivaloddsahoz vezet. A penicillin az
enzim kompetitiv, ,,suicid” inhibitora.

o

H s
R N °H3

/——CONH— Dala—C—N—D ala——COOH

| | COO H
(e}
transzpeptidaz

/——CONH—D-ala——C——enzim + D-: ala

|| H CH
N 3
+ o R
HN CH;
/——NHCO—gly——NH, enzim |
o

/——CONH—D-ala—C——0 penicilloil-enzim

J——NHCO——gly——NH

keresztkotést glikolipid

20. dbra A penicillin bekotddése a transzpeptiddz kotohelyére

A penicillinszarmazékok baktériumokra gyakorolt litikus hatdsa a sejtfal szintézis egyen-
sulyanak felboruldsidval magyarazhatd. A sejt novekedése, a sejtfal tdguldsa csak ugy le-
hetséges, hogy a burkot az enzimek folyamatosan lebontjak és ujraszintetizaljak. A penicillinek
hatdsdnak koszonhetden a transzpeptidacié gatolt, azonban a bont6 enzimek, az n. autolizinek
megtartjdk aktivitdsukat és folyamatosan hasitjdk a peptidoglikdn halézatot. Ennek kovet-
keztében a sejtfal meggyengiil és ettdl a sejtek elpusztulnak. A nyugvd, nem ndvekvo, nem
szaporodé sejtek tulélhetik a penicillines kezelést, mert novekedés hidnydban nem torténik
transzpeptidacid, amit gitolna a penicillin jelenléte és ekkor az autolizinek sem miikodnek. A
tulélod sejtek az antibiotikumos kezelést kdvetden djabb fertdzést okozhatnak.

1.2.1.8.  Félszintetikus penicillinek

A természetes penicillinek forradalmasitottdk a fert6zd betegségek és sebfertdzések ke-
zelését, de az orvosi alkalmazds sordn akadt néhany hatranyos tulajdonsdguk. A G-penicillin
szajon at nem adhatd, csak injekcidban, mert a gyomorsavban elbomlik. A hatasspektrum a

Natural penicillins
—C N Penicillin G
I l | (Gram-positive cocci)
O—CH,— C N Penicillin V
(acid resistant)

21. dbra Fermentdcioval elédllitott penicillinek
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patogén mikrobdk széles koréhez képest sziik, csak a Gram-pozitiv kérokozdkra terjed ki. A
penicillin terjedésével egyiitt megkezdddott a rezisztencia terjedése is. Egyre tobb torzsben je-
lent meg a béta-laktamdz enzim. Emellett emelkedd szdmban jelent meg a penicillin érzékeny-
ség, az allergia. Az els6 években ennek oka a prepardtumok nem megfeleld tisztasaga volt, de
ma madr a tiszta penicillinre is kialakulhat immunreakci6 (haptén hatés).

A felsorolt nehézségek lekiizdésére a penicillin molekula szerkezetét sokféleképpen mo-
dositottdk. A 6-APA alapvéazat dltaldban véltozatlanul hagytak, viszont az oldallancot sokféle
szerves savval helyettesitették. Az alapvaz szintetikus eldallitdsa nem gazdasigos, azt minden-
képpen fermentécids uton 4llitjak eld. A penicillin szarmazékok eldéllitdsa a fermentalt G-
penicillin oldalldncénak lecserélésével torténik. Ipari méretekben tilnyomoérészt G-penicillint
fermentdlnak, kisebb mennyiségben termelnek V-penicillint és 6-APA-t is.

Az oldallanc lecserélése szerves kémiai mdodszerekkel is lehetséges, azonban az dtalaki-
tashoz igen alacsony hdmérséklet (-40 °C) sziikséges, illetve szigordan vizmentes koriilménye-
ket kell fenntartani (absz. butanol), igy ez a szintetikus kémiai eljaras nem lehetett versenyképes
az enzimes technoldgidval.

Az oldallanc a félszintetikus penicillin tulajdonsagait erésen befolydsolja. Elektronszivé
csoportokkal a savamid kotést védeni lehet, ezdltal a molekula savallobb, mint az eredeti G-
penicillin. Sztérikus véddcsoportokkal a penicillindz rezisztencia novelhetd. A hatdsspektrum
valtoztathatd (kiszélesithetd) szubsztitualt fenilecetsav (-NHz, -COOH, észter csoportok) be-
épitésével.

Félszintetikus penicillinek: ampicillin (széles spektrumd, savtiird), amoxicillin (szélesebb
spektrumi), carbenicillin (szélesebb spektrumi). A nevekben az am- elOtag az rakotott
csoporton talalhaté amino-, a carben- a karbonsav csoportra utal.

O
g E_H -5 Ampicillin
I J_lj (broad spectrum,
Lk O acid resistant)
O
'E’: E_H S~ Carbenicillin
| )JJ (broad spectrum)
COONa o
I I H g A —
HO -G C—N moxicillin
H ]:Q (broad spectrum)
0

22. dbra : Félszintetikus penicillinek

A félszintetikus penicillinek eldéllitasa kétlépéses folyamat:

1. Hidrolizis, a molekula két részét Osszetarté savamid kotés szelektiv bontdsa.
G penicillin — 6-amino-penicilldnsav (6-APA) + fenilecetsav

2. N-acilezés, az dj oldallanc rdkotése

Karbonsav(szarmazék) + 6-APA — félszintetikus penicillin
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Az acilezés karbonsav helyett legtobbszor karbonsav-szarmazékkal (pl. észterrel) torté-
nik, mert a savcsoport disszocidcidja akaddlyozza a reakciét. Acil-donorként pl. fenil-glicin-
metilésztert, illetve p-OH-fenil-glicin-észtert alkalmazva, 1étrejon a savamid kotés a 6-APA-
val. Ez a reakcié az enzim ,.eredeti funkci6jdnak” technolégiai megforditasa. Igy a két ellentétes
irdnyu reakci6 katalizalhat6 ugyanazzal az enzimmel, célszerien eltérd koriilmények kozott. Ez
az enzim a penicillin-acildz/penicillin-amido-hidroldz — mindkét név helyes, attdl fiiggben,
hogy a reakci6 melyik irdnyat tekintjiik.

Mivel a hidrolizisnél gyenge sav szabadul fel, ezért a pH-t szabalyozni kell. A pH=8 ér-
téken az enzim a bontds irdnyaba katalizdl, mig a pH=4 értéknél a szintézis irdnyéba tolja el az
egyensulyt ugyanaz az enzim. A termelt 6-APA oldatban még a penicillinnél is érzékenyebb
(reagdl a levegd széndioxidjaval is, valamint hajlamos a polimerizicidra), ezért érdemes
kikristalyositani, vagy gyorsan lehiiteni, hogy stabil maradjon.

Szamos torzs termel ilyen aktivitdsui enzimet, ezek két f6 csoportba sorolhatok:

Az 1. tipus penész eredetli (pedig a penészekre nem is hat a penicillin), jellemz6 pH opti-
muma pH ~10, az optimélis hdmérséklet t ~50 °C. Inkdbb a stabilabb V-penicillinre alkalmaz-
hat6, mint a G-re.

A 11 tipust baktériumok termelik, jellemzdi: pHopt ~8, topt ~40 °C. Szamos torzs termeli,
de ipari célokra foleg E. coli mutansokat és manipuldlt torzseket haszndlnak. Az enzim képz6-
dése fenil-ecetsav adagolassal indukélhatd, ettdl az enzim aktivitds kb. 6tszorosére nd. A meg-
termelt enzimet kétféle formaban is fel lehet hasznélni. Alkalmazhaté nyugvdsejtes tenyészet
formdjdban, illetve tisztitott, rogzitett enzimként.

A sejttomeg felhaszndldsanal a biomasszat kimossdk €s szakaszos tizemben pH=8; t= 37
°C mellett hozzdk Ossze a penicillinnel. A keletkezd 6-APA-t a penicillinnel analég médon
savazdssal extrahdljak (az old6szer pl. MIBUK = metil-izobutil-keton).

Immobilizélt enzimpreparatum készitésénél a sejteket centrifugaldssal vélasztjdk el a fer-
mentlétdl, egy kisebb térfogati pufferoldatban felszuszpendaljdk, majd nagynyomdsi homo-
genizdtorral feltarjak. Ezt kétlépéses kis6zds koveti: el0szor a sejttormelékeket és a nuklein-
savakat csapjdk ki, majd az enzimet. Az Ujraoldott enzimet tovabb tisztitjdk, majd a tisztitott
fehérjét polimer golydkra immobilizdljak (ma f6leg az un. Eupergit polimerre rogzitik). Ezeket
az immobilizalt enzimrészecskéket kereskedelmi forgalomban meg lehet vasarolni, és eléggé
stabilisak az ipari felhaszndlashoz, felezési idejiik tobb hénapos.

Magara az enzimes atalakitds technoldgidjara tobb alternativa is létezik a reakcio eléggé
kiilonleges viselkedése miatt. A dezacilezési reakci6 kinetikai viselkedése ugyanis erds termék-
és szubsztrdt-inhibiciot mutat, azaz mind a 6-APA, mind a penicillin-G inhibitorai a reakcionak.
Részletes szamitdsok azt mutattdk, hogy toltott oszlop haszndlata lenne az optimadlis ebben az
esetben. Amint azonban a reakci6 eldrehalad, a pH cs6kken, hiszen savas karakter(i karboxilsav
(fenilecetsav) az egyik bomldstermék. A pH-csokkenés viszont egyrészt a 6-APA termék
bomléasdhoz vezet, masrészt ellentétes iranyba forditja a reakciot, ezért pH-szabdlyozast kell
megvaldsitani. A pH-szabédlyozds azonban toltott oszlopban nem lehetséges a keveredés hidnya
miatt.

Ezért a Toyo Ozo (japan cég) klasszikus eljardsa soran recirkulaciés technikat hasznal-
nak. A rogzitett enzimmel toltott, pirhuzamosan kotott oszlopokon (18 darab) folyamatosan
aramlik a penicillin oldat. Az oszlopokrdl lejovo egyesitett térfogataram egy kevert tartalyre-
aktorba kertil, ahol a pH-t visszadllitjak, és az oldatot visszaviszik az oszlopokra. A cirkulaciét
3 6ran keresztiil folytatjak, ezalatt 86%-os konverziét érnek el.

Egy masik eljards sordn a tartalyreaktor—oszlopreaktor kozti ellentmonddést ugy oldottdk
fel, hogy négy tagbdl allé kaszkad reaktort épitettek. Igy megoldhatd, hogy a keveredés is j6
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legyen és a plug-flow iizemmddot is megkozelitsék. Igy tobb mint 95%-os Penicillin-G kon-
verzidt sikeriil elérni.

Mindkét eljaras esetében a reaktorokbodl tdvozoé reakcidelegybdl a pH izoelektromos pont-
ra (pH=4,3) 4llitdsaval kicsapjdk a 6-APA-t, majd sziirés és mosas utin szaritjak.

1.2.2. Cefalosporinok

A cefalosporinok szerkezete hasonlit a penicillinek szerkezetéhez. A B-laktam gytirtivel
kondenzalt masik gylir(i itt nem 6ttagl tiazolidin, hanem egy taggal nagyobb dihidrotiazin
gylrii. A vaz alapja a 7-amino-cefémsav, angol roviditéssel 7-ACA.

7-amino-cefémsav
H

R N S
i
° o/ A X

COOH
7-amino-cefalosporansav

23. dbra A cefalosporin molekula szerkezete

Az R oldallanc mellett egy masik, X-el jelolt szubsztiticids lehetdség is talalhato a hat-
tagu gytriin. Ez alapesetben metilcsoport, de legtobbszor acetilezett formdban van. A fermen-
talt alapvegyiilet a Cefalosporin C (roviden: Cef-C), amelyben R= a-amino-adipinsav, az X
pedig -CH»-O-CO-CHs.

A cefalosporin fermenticidos gydrtdsaval parhuzamosan felismerték, hogy a vegyiilet
eldallithaté penicillin-V-bdl kémiai dton is, s6t ez az eljards ipari 1€ptékben is rentdbilis. A
cefém vaz a viszonylag olcsé V-penicillinbdl hdrom 1épésben kialakithat. A vilagszerte
megtermelt penicillin-V tdlnyomo részét erre a célra haszndljak fel. Ha mar megvan a hattagi
gylriis vaz, sor keriilhet a két szubsztituens rdkapcsolasara.

A bioldgiai uton keletkezd cefalosporint Brotzu észlete eldszor 1945-ben egy korzikai
szennyviz csatornabdl izolalt tenyészet szlirletében. A torzs kiilonbozo6 antibiotikumok keveré-
két allitotta eld, koztiik a Cefalosporin C-t, penicillin N-t és Cefalosporin Pi-Ps-6t. Emiatt a
Cef-C azonositdsdra csak 1953-ban keriilt sor. A faj neve eredetileg Cephalosporium acremo-
nium volt, késObb pontositottdk a rendszertani helyét és Acremonium chrysogenum néven so-
rolték be.

Bioszintézis

A penicillin és cefalosporin bioszintézisének elsé 1€pései azonosak. A harom
aminosavbol (L-a-aminoadipinsav, L-cisztein és L-valin) ugyanigy képzddik a tripeptid, és az
elsd gylirizarédasok is azonos médon mennek végbe. Az eldgazds az izopenicillin-N utin
kovetkezik, a ring expanddz (REX) enzim hattagiva alakitja a tiazolidin gytriit. A folyamat
végén az a-aminoadipinsav rajta marad a molekuldn, nem cserélédik le, nem keriil vissza
templatként a bioszintézis elejére.
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1.2.2.1.  Cefalosporin fermentacio

Az eredeti ,,Brotzu torzs” antibiotikum termelését a penicillinnel anal6g médon mutécids
torzsfejlesztéssel javitottdk fel. A termeldképesség a bioszintézis Ut €s a reguldcid jobb meg-
ismerésével tovabb novelhetd.

A tdpoldat Osszetételének kialakitasa, illetve idObeli véltoztatdsa is hasonld elvek szerint
torténik, mint a penicillinnél, illetve a tobbi masodlagos anyagcsereterméknél.

A szénforrds kivalasztisandl is ugyanazok a szempontok. A C-limitdci6 elérésére vagy
nehezen bonthat6 vegyiileteket (novényi olaj, keményitd) adnak, vagy konnyen asszimildlhaté
cukrokat adagolnak olyan litemben, hogy a koncentrici6 a limitdlé tartomanyban maradjon.

. A lakt6z ebben az esetben jol hasznosul6 cukornak mindsiil, mert a torzs indukédlhatéan
képes laktazt termelni.

A tépoldatban 1év6 foszfat és ammonia is elnyomhatja az antibiotikum termelést. Ezért a
szaporoddsi szakaszban alkalmazott bOséges tdpanyagelldtds utdn a termelési fazisban a nitro-
gén- és foszforszintet alacsonyan kell tartani. Nitrogénforrasként a kukorica-lekvar mellett his-
lisztet, szgjalisztet lehet adni.

A foszfat- €s amino-nitrogén szintet célszerli siirin vagy on-line médon mérni, és ennek
alapjan adagolni. A foloslegben 1évd ionokat egy kémiai triikkel is megkothetjiik. MgO hozza-
adasaval rosszul old6do (0,023 g/100 ml) Mg(NH4)POs4 csapadék képzddik, melybdl a foszfat
és ammonia csak a fogyasztds litemében szabadul fel.

Feltin6en nagy az eljaras oxigén igénye, elsdsorban az alternativ oxidacié miikodtetése
miatt. Nem kielégitd oxigénellatottsag esetén el0szor a képzddod termékek ardnya eltolédik a
dezacetil-cefalosporin C irdnydba. Tartds oxigénhidny esetén ledll az antibiotikum képzddés.
Az oxigén ellatas visszadlldsa utdn csak néhany 6rdnyi aktiv novekedés sziikséges az enzim-
rendszer kifejlodéséhez.

A cefalosporin fermentdcios uton torténo eldallitdsa a prekurzorokat tekintve értelemsze-
riien eltér a benzil-penicillin gyartastdl. A tripeptid kialakitdsdhoz harom prekurzor molekula
sziikséges, az a-amino-adipinsav a cisztein €s a valin.

Alfa-amino-adipdtot adva titernovekedés tapasztalhatd, tehat beépiil a molekuldba — ez

azonban tul koltséges, ezért inkabb lizint adagolnak, melynek eredményeként 30%-os titerno-
vekedés tapasztalhatd. Az a-AAA helyett szerves aminokat is lehet adagolni, példaul kadéave-
rint, 1,3-diamino-propént, mashol dimetil-formamidot.
Kénprekurzorok: ugy talaltak, hogy a cisztein gyorsan beépiil, azonban a sejtek lizisét okozza,
ezért kénforrasként inkdbb tioszulfitot adagoltak, amely 40%-0s novekedést idézett eld. A
sejtnovekedés igy azonban lelassult, ezért tioszulft rezisztens mutansokat izoléltak. El6nyos
hatdsu a taptalajhoz adott kis mennyiségii metionin is.

A tenyészetben a fotermékként képzddd Cef-C antibiotikumon kiviil ennek dezacetil és
dezacetoxi szdrmazéka is megjelenik, sot kis mennyiségben a vegyiilet 7-metoxi szarmazéka-
nak képzdodését is kimutattik.

Downstream: A cefalosporin-C kémiai szerkezetébdl kovetkezden a fermentlébdl valod
kinyerés mddszere is eltér a penicillinnél megismert eljrastdl. Szerves olddszeres extrakcid
helyett ioncserélé gyantan kotik meg. A szokdsos ioncseréld gyantdk helyett a kornyezetbarat,
erre a célra kifejlesztett makropdrusos adszorpcids gyantdk haszndlata terjed el.

Félszintetikus cefalosporinok: A cefalosporinok gytijténéven Osszefoglalt antibiotikumok
(természetes €s félszintetikus szdmazékok) mindegyike a Cefalosporin C-bdl vezethetd le. A C.
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24. dbra Cefalosporin prekurzorok

acremonium-mal végzett fermentacié sordn Cefalosporin C-t 4llitanak elo, melybdl ol-
dallanccserével/szubsztiticidval kiillonbozd szarmazékokat képeznek. A cefalosporinok na-
gyobb stabilitdsa miatt az amidkotés hidrolizise és 1étrehozédsa kémiai tton is megvaldsithato.
A 7-amino-cefalosporansavbol a C-7-es és a C-3-as szénatomokon megvaldsithaté acile-
zések révén a félszintetikus cefalosporinok széles védlasztéka allithat6 eld, melyek a gyogya-
szatban fontos szerepet toltenek be. Stabilitdsuk jobb, mint a penicillineké, hatdsspektrumuk
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szélesebb (az Ampicillinéhez hasonld). Szamos B-laktamdz enzimmel szemben ellenélléak, igy
sok penicillin-rezisztens torzs ellen is hatékonyak. Eléfordulnak ugyanakkor olyan cefalospo-
rin-laktamdzok, amelyek viszont a penicillineket nem tudjak bontani. Penicillinre allergias be-
tegek esetében is alkalmazhatéak.

A kiilonb6z0 rezisztens korokozdk elleni hatékonysdg szerint az eddig engedélyeztetett
kb. 60 cefalosporin szarmazékot generdcidkba soroljak. Jelenleg az 6todik generdciondl tart a
fejlesztés.

1.2.3. Tovabbi p-laktam vazas antibiotikumok

Az 1970-es évek 6ta 4j B-laktamgytiris antibiotikumokat fedeztek fel, elsdsorban kétféle
technikaval: (1) B-laktdm antibiotikumokra igen érzékenyen reagdl6 (hiperszenzitiv) teszt mik-
roorganizmusokat alkalmaztak; (2) B-laktamdz inhibitor vegyiileteket kerestek. A felfedezett 3-
laktdmgylriis vegyiiletek felépitése a hatdshoz sziikséges négytagi gylirli mellett valtozatos
heterociklikus szerkezeteket tartalmaz. A monobaktdmok esetében pedig ez a szerkezeti rész
teljesen hidnyzik. Az 4j B-laktdmok és szarmazékaik széles spektrumu antibiotikumként és
/vagy B-laktamdaz enzim inhibitorként hasznélhatok fel.
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25. dbra Béta-laktdm vdazas metabolitok

Kiilonleges a klavuldansav felhaszndldsa. Ennek a molekuldnak nincs antibiotikus aktivi-
tasa, viszont szubsztratanalégként bekotddik a B-laktamazok kothelyére, és kompetitiv inhibi-
torként gatolja a penicillinbontd enzimeket. A terdpiaban penicillinekkel egyiitt adjak, ezzel a
rezisztens korokozok védettségét csokkentik, amitdl hatékonyabb lesz a kezelés (Augmentin =
amoxicillin + klavulansav).
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