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2. Bevezetés

2.1 Az antibiotikum és az antibakterialis szerek

Az antibiotikum kifejezés mindazon anyagokat magaba foglalja, melyek gatoljak a
mikroorganizmusok nodvekedését, esetleg el is pusztitjdk azokat. Ezen hatalmas csalad
magaba foglalja az antibakteridlis, antivirdlis, antimikotikus és még sok egyéb
mikroorganizmus ellenes szereket. Ennek alapjan az antibakterialis szerek mindazon
természetes, tehat mas mikroorganizmus altal termelt, fél szintetikus és szintetikus szerek,
melyek a baktériumok ndvekedését gatoljak (baktriosztatikus) vagy elpusztitjadk azokat
(baktericid).

Az antibiotikumokat mar az 6kori egyiptomiak illetve gérogok is alkalmaztak, pusztan ugy,
hogy penészes novényi reszeket helyeztek a sebekre. A valddi antibiotikum kutatds a 19.
szdzadban indult el, majd 1942-ben Selman Waksman [1] nevezte el e szereket
antibiotikumnak. A valddi attorés 1928-ban volt, amikor is Sir Alexander Fleming [2]
megfigyelte azt, hogy a Penicillium csaladba tartoz6 gombak egy olyan anyagot termelnek,
amely a Staphylococcus tenyészet noOvekedését meggatolja. Ezt az anyagot késébb
penicillinnek nevezte el. Ez a felfedezés inditotta el azt a folyamatot mely soran kozel 14 (j
antibiotikum csalad keriilt felfedezésre mindosszesen 35 év alatt. Am az 1970-es évektél ez a
nagy erejii kutatds megtorpant, ugyanis a gyogyszergyarak nem lattdk a profitot az
antibiotikum-kutatasban, mivel egy Uj szer kifejlesztése nagyjabol 10 évet vesz igénybe és
ezutan csak az emberek egy sziikebb rétege haszndlja, igy a profittermelés csak hosszu tadvon

kodvetkezhet be.

A széles valasztékl antibiotikumok megjelenése a piacon, illetve a kutatas-fejlesztés
lecsokkenése azt eredmeényezte, hogy manapsag mar megjelentek olyan kérokozdk, melyek az
Osszes R-laktdm tipusu antibakterialis szerre rezisztensek (pl.: az MRSA). Mindez azért
kdvetkezhetett be, mert az antibakteridlis szereket ,,csodaszer’-nek gondoltak, és a legtobb
esetben széles spektrumu antibakterialis szert irtak fel. Es mindezt tovabb sulyosbitotta az a
helyzet, hogy az allattenyésztésben is elkezdték alkalmazni ezen anyagokat. Mindezt tették
azzal a céllal, hogy meggyégyitsdk az Aallatokat, illetve kis mennyiségben alkalmazva
antibiotikumot elésegitsék az 4llatok novekedését. Igy a baktériumok mar az allati

szervezetben mutaciokon mentek keresztll, majd bekerllve az emberi szervezetbe ott



fertdzést okoztak, viszont mar rezisztensek voltak az antibiotikumra. Eppen ezért 2006-ban az

Eurodpai Unio betiltotta az antibiotikumok ilyen iranyu felhasznalasat az EU orszagaiban.[3]

Az antibiotikumok efféle alkalmazésa odaig vezetett, hogy manapsag megjelentek a multi-
illetve polirezisztens baktérium torzsek, melyek halalos kimeneteli fertézéseket okoznak,
viszont a piacon 1évd antibiotikumok nagy részére rezisztensek, igy elleniik nincs védelem.
Napjainkra megjelentek az MDR, XDR illetve XXDR Mycobacterium tuberculosis, az
MRSA, illetve kiterjedt rezisztencidval rendelkezé Streptococcus, Enterococcus,
Pseudomonas, Clostridium és Klebsiella fajok. Az MRSA, illetve mas penicillinrezisztens
torzsek kezelésében az els6ként valasztandO szer a vankomicin, viszont ezen antibakterialis
szer ellen is megjelent a rezisztencia (VISA, VRSA, VRE), igy egyre sulyosabb problémahoz

vezetnek az e baktériumok altal okozott nozokomialis fert6zések.

E miatt a stlyos probléméak miatt lenne nagy jelentésége, hogy a gyodgyszergyarak ismét
intenziven foglalkozzanak az antibiotikumokkal, illetve hogy az egyes orszagok egészségugyi
intézményeiben kialakuljon a megfeleld antibiotikum-politika. Mindemellett fontos szerep jut
az egyes egyetemi tanszékek kutatdmunkajanak is, amellyel megkonnyithet6 a gyarak kutatd
munkaja illetve a kiizdelem a kérokozok ellen.[4-6]

2.2 A glikopeptid antibiotikumok

A glikopeptid antibiotikumoknak a klinikumban is hasznalt két jelentés képvisel6je van: a
vankomicin és teikoplanin. E két antibiotikum az elséként valasztando szer, ha MRSA vagy
penicillinrezisztens Enterococcus altal okozott fert6zést6l szenved a beteg. Ebbe a csaladba
tartozik még a risztocetin, melyet trombocita-aggregalé sajatsdgai miatt terapias céllal
egyelére még nem hasznalnak, valamint az Gjonnan szintetizalt lipoglikopeptid-szarmazékok:
a vankomicinbdl eldallitott oritavancin és telavancin, valamint a teikoplaninbol szintetizalt

dalbavancin.[7]
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1.4bra A vankomicin szerkezeti képlete

A glikopeptid antibiotikumok elsé jelentés tagjat, a vankomicint Edmund Kornfeld és mtsai
(az Ely Lilly cég kutatoi) izolaltdk 1956-ban egy, a bornedi dzsungelekbdl szarmazo
talajmintdkban taladlhatd mikroorganizmus, a Streptomyces orientalis (kés6bbi nevén

Amycolatopsis orientalis) fermentfolyadékabol.[8]

2.abra A riszotcetin szerkezeti képlete



A risztocetint az amerikai Abbott cég kutatdi az Amycolatopsis orientalis (késébbi nevén
Nocardia lurida), mig a szovjetek a Proactinomyces fructiferi mélykulturas tenyészetébol
izolaltak. A két felfedezeés egymastol fiiggetlendl, az 1950-es évek derekan tortént. A két
antibiotikum szerkezeti felépitését és azonossagat tobb mint husz évvel késdbb Sztaricskai és

munkatarsai igazoltak [9].

2.2.1 A glikopeptid antibiotikumok szerkezete

A glikopeptid antibiotikumok szerkezetileg gylirlis heptapeptidekek, melyek alapvazahoz
kiilonboz6 szénhidratok alkoholos és/vagy fenolos hidroxil-csoporton keresztil kapcsolodnak.
Nicolaou és tarsai [10] az ebbe a csalddba tartozd szarmazékokat szerkezeti felépitésik
alapjan 5 kiilonb6z6 csoportba (I-V.) soroltak. Az aminosavak szamozasat a peptid alaplanc
N-terminalis végérdl inditva, a kdvetkezdket tapasztaltak:

Az 1. tipusba sorolhat6 heptapeptidek 1. és 3. aminosava alifas, a toébbi 5 aromés oldallancot
tartalmaz (pl. vankomicin).

A I1. tipusu antibiotikumok az 1. tipusuakhoz hasonléak, kivéve, hogy 1. és 3. aminosavuk
aromas (pl. A-aktinoidin).

A 11, ill. 1V. tipusba sorolhat szdrmazékok 1. és 3. aminosavahoz tartozé aromas gyirik
éterkotéssel kapcsolddnak egymashoz (pl. risztocetin).

A V. tipusu oligopeptidek jellegzetessege, hogy a molekula szénhidrat részéhez kapcsolodik
egy hosszabb zsirsavlanc (pl. teikoplanin, illetve lipoglikopeptidek).

Az 1.-1V. csoport vegylleteinél a ciklikus aglikon szerkezet kialakitasahoz a peptidkotések
mellett a 2., 4. és 6. aminosav aromas oldallancai kozotti éterkdtések is sziksegesek.

Az V. tipus heptapeptidjeinek a glikopeptid antibiotikumok csaladjaba torténd besorolasa
megkérddjelezhetd. Amellett, hogy 2. aminosavuk oldallancaban indol-gytiri taldlhatd, ezen

molekul&k szénhidrat oldallancot sem tartalmaznak (pl. komplesztatin, kisztamicin).

2.2.2. A glikopeptid antibiotikumok hatasmechanizmusa

A baktériumok életciklusdhoz nélkllozhetetlen a bakterialis sejtfal, melynek szintéziset
gatoljak a glikopeptid tipust antibiotikumok. A szintézis soran a baktérium egy olyan
peptidoglikan réteget hoz létre, mely N-acetil-D-glikozaminbdl és N-acetil-D-muraminsavbol

épul fel. Az utébbi komponens egy pentapeptid (L-Ala-D-Glu-L-Ala-D-Ala-D-Ala) oldallancot



tartalmaz, amelyek kozott keresztkotések jonnek létre, kialakitva ezaltal a peptidoglikan stabil

szerkezetét.

Nieto és Perkins [11-12] voltak az els6k, akik feltételezték, hogy a vankomicin antibakterialis
hatdsat azaltal fejti ki, hogy képes kapcsolodni a sejtfalszintézis egyik intermedier
termékéhez, az UDP-N-acetil-muramil-pentapeptidhez. Williams és mtsai [13-14] pedig
magneses magrezonancia-spektroszkopia vizsgalatok segitségével tamasztottdk ala a
feltételezést, mégpedig tigy, hogy erds, nem kovalens kolcsonhatast mutattak ki a glikopeptid

antibiotikum és kiilonb6z6 D-Ala-D-Ala terminalissal rendelkez6 peptidanalogok k6zott.

A glikopeptid antibiotikumok tehat azaltal, hogy komplexet képeznek a pentapeptid
intermedierrel, meggatoljak az ép sejtfal kialakulasat, mely nélkil a mikroorganizmus

képtelen ellendlini az ozmotikus nyomasnak, igy annak lizise fog bekdvetkezni.

Emellett lipoglikopeptid antibiotikumok vizsgélatai képezik az alapjat azon feltételezésnek,
miszerint azok megndvekedett antibakterialis hatasaért nemcsak a pentapeptid intermedierrel
képzett komplex, hanem a lipid-oldallanc membranhoz val6é asszociécioja (és ezéltal

membranporusképzés) is felelés.[15]
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3.4bra A glikopeptid antibiotikumok hatasmechanizmusa



2.2.3. A glikopeptid antibiotikumokkal szemben kialakul6 rezisztencia

A glikopeptidekkel szemben kialakuld, leggyakrabban megfigyelt rezisztencia-mechanizmus
azok bioldgiai célpontjanak modositasan alapszik. A rezisztencia mechanizmusa a kovetkez6:
a trnaszpeptidacioban részt vevo pentapeptid utolsé6 aminosava a glikopeptideket koté D-Ala
helyett D-lak vagy D-Ser lesz. Az eltéré aminosav beépulése harom enzimhez kapcsolhatd: D-
Ala-D-Ala peptidaz, a D-2-ketosav-reduktaz és a D-Ala-D-laktat-ligaz. Ezen harom enzim
plazmidon vagy transzpozonon kd&dolt és indukalhatoak. A rezisztens fenotipus
kialakitasdhoz mindharom enzim miikodése sziikséges. Tobb, egymastol fuggetlen tipusa is
ismert, melyek kiilonboznek a kialakuld rezisztencia mértékében, a felelds gének
lokalizaciojaban és indukalhatésagaban, valamint az érintett gyogyszerekben is. A két
legfontosabb tipus: vanA és vanB. A vanA és vanB kozott az a kiilénbség, hogy az utdbbi

csak vankomicinnel, mig az els6 teikoplaninnal szembeni ellenéllé képességet is okoz.

Egy masik tipusu rezisztencia is megjelent a baktériumok kozdétt, melynek alapja az, hogy a
sejtfal szintézise felgyorsul, ezaltal megvastagodik a sejtfal. Ez azt eredményezi, hogy megné
a glikopeptid kotéhelyek széma, igy joval nagyobb glikopeptid koncentracid sziikséges az
Osszes pentapeptid blokkoldsahoz. Ez a mechanizmus alacsony szintii rezisztenciat biztosit
minden glikopeptid antibiotikummal szemben, de csak GISA (Glycopeptid Intermediate

sensitive Staphylococcus aureus) torzsek esetén figyelték meg.[4,16]

2.2.4. A glikopeptid antibiotikumok indiké&cidja

A glikopeptid antibiotikumok hatasspektruma sziik, csakis Gram-pozitiv baktériumok ellen
hatnak. A Gram-negativ és az obligat intracellularis baktériumok generikus rezisztenciaval
rendelkeznek velik szemben. Ennek oka a Gram-negativ baktérium sejtfalanak a
felépitésében, illetve ezen antibiotikumok hatdsmechanizmusaban keresendd. A Gram-pozitiv
baktériumok sejtfala a kovetkezOképpen épiil fel: a citoplazmat egy membran hatérolja,
melyet egy periplazmatikus tér valaszt el a kiils6, 30-40 rétegbdl allo peptidoglikan rétegtol.
Ezzel szemben a Gram-negativ baktériumok sejtfal szerkezete merében eltérd, ugyanis két,
kettds rétegli membranbdl all, melyek koziil az egyik a kiilsé membran, a masik pedig a belsd,
cizoplazma membran. Ezen két membranréteg kozott helyezkedik el a periplazmatikus tér,
melyben talalhaté az 1-2 rétegb6l allo peptidoglikan rész, mely az an. Braun-féle
lipoproteinnel van a kiilsé membranhoz rogzitve. Az antibiotikum viszonylag nagy mérete €s

gyenge lipidoldékonysaga miatt nem képes eljutni a peptidoglikan részhez, ezaltal hatastalan



marad ezen baktériumokkal szemben. Ennek ellenére mutattak ki vankomicinre érzekeny
Neisseria gonorrhoeae torzseket. Az obligat intracellularis baktériumok pedig a gazdasejten

belll helyezkednek el, igy maga a gazdasejt képezi a gatat az antibiotikum célba jutasahoz.

A Gram-pozitiv baktériumokra alapvetéen baktericid hatasuak, kivételt kepezve ez aldl az
Enterococcusok, ugyanis itt a hatds csak bakteriosztatikus. Viszont a Gram-pozitiv
baktériumok kozott is el6fordul néhany torzs, melyek generikus rezisztenciaval rendelkeznek
(pl. Erysipelothrix, Lactobacillus, Leuconostoc, Nocardia). Esetikben a transzpeptidacioban
részt vevO pentapeptid D-Ala-D-Ala helyett D-Ala-D-Lak-ot tartalmaz, mely csak igen kis

affinitassal koti a glikopeptideket, igy elmarad a kivant hatas.

A klinikumban is hasznalt két legfontosabb szarmazék, a vankomicin és a teikoplanin azért
nagy jelentdségli, mert bar ritkan van sziikség az alkalmazédsukra, de ezen esetekben

gyakorlatilag nem helyettesithetéek.
Legfobb indikaciods teriiletiik:

= valészini vagy bizonyitott meticillinrezisztens Staphylococcus aureus, ill.
Staphylococcus epidermidis (MRSA, ill. MRSE) okozta sulyos fert6zések

= Streptococcus pneumoniae okozta meningitis
= ampicillinrezisztens Enterococcus-infekciok
= Clostridium difficile &ltal Iétrejott pszeudo-membrandzus enterocolitis.

A teikoplanin alkalmazasa vankomicinnel szemben el6ny6sebb bizonyos esetekben,
mégpedig ha hosszabb hatast akarunk elérni (a teikoplanin felezési ideje 40-70 6ra, amit az N-
acil-p-p-glikdézamin résznek tulajdonitanak), illetve ha a nephro - vagy ototoxicitas kockazata

magasabb az atlagnal.[4,7,8]

A risztocetint a felfedezése utan mar az 50-es években alkalmaztak a vankomicinhez hasonlo
terapids indikacioval, am kiderllt hogy thrombocytopenidt okoz. Tovabbi kutatasok
bebizonyitottdk, hogy azon személyek vérében, akik von Willebrand betegségben
szenvednek, nem okoz thrombocytopeniat. Ennek hatdsara ma egy biokémiai gyorstesztben,
az Aggristinben, alkalmazzak, mint alapreagens. Az Aggristin segitségével a von Willebrand-
koér azonnal sziirhetd, mely legnagyobb jelentdségét a siirgds miitéti beavatkozasok eldtti

vizsgalatoknal nyeri.[17]
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2.3. A teikoplanin

A teikoplanint az olasz Lepetit cég kutatdi fedezték fel 1978-ban.[18] A tobb vegyiiletbdl alld
keveréket az Actinoplanes teichomyceticus fermentlevébdl izolaltak és teichomycinnek
nevezték el. Mintegy tiz évvel késébb hataroztdk meg az egymashoz rendkiviil hasonlo
komponensek szerkezetét és kimutattak, hogy azok aktivitasa kilon-kilon épp olyan jé, mint

a keveréke.

A teikoplanin 1988-ban Targocid® néven keriilt be a klinikai gyakorlatba Eurépaban, majd

késébb az Egyesiilt Allamokban és Kanadaban is.

Hatas spektruma sziik, csak Gram-pozitiv baktériumokra hat, mely hatdsmechanizmusabdl
ered. Elsésorban meticillin-rezisztens Staphylococcus aureus és Enterococcus faecalis altal
okozott fertdzésekben alkalmazzak, mint profilaktus szert, illetve mint terdpias gyogyszert.
Ezen kivil bebizonyitottak, hogy alkalmas a pseudomembranosus colitis, valamint a

Clostridium difficile altal okozott diarrhoea kezelésére is.[4]

A glikopeptid antibiotikum csalad 1V. tipusdba tartozik, ugynevezett lipoglikopeptid. A
heptapeptid alapvazhoz kapcsolddik a vankomicin- és aktinoidinsavon, valamint egy bifenil-
éter struktdraval rendelkez6 risztomicinsav. Ebb6l épiil fel az aglikon szerkezete (As-1). A 6-
os aminosav alifas hidroxilcsoportjdhoz egy N-acetil-B-D-glik6zamin, a 7-es aminosav
fenolos hidroxilcsoportjahoz pedig egy o-D-Man kapcsolodik. A 4-es aminosav fenolos
hidroxilcsoportjdhoz egy specidlis cukor, egy N-acil-B-D-glik6zamin (A; (1-5)) kotédik. Ez
utobbi szerkezeti egységre utal a lipoglikopeptid elnevezés, ugyanis az egyes komponensek az
acilez6 zsirsavak szerkezetében térnek el egymastol. Ez a molekularészlet szerepet jatszik az
antibakterialis hatasban és altala az antibiotikum felezési ideje meglehetdsen hosszi (40-70

ora).
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4.4abra A teikoplanin szerkezeti felépitése[19]

A Lepetit cég kutatd kozpontjaban vizsgaltak a teikoplanin metabolizmusat, bioldgiailag aktiv
metabolitok felfedezése vegett. A kisérletben radioaktivan jel6lt teikoplanint adtak i.v a
betegeknek, majd 16 napon keresztiil gyiijtotték a vizeletet. A mintat HPLC-s, szcintillacios
spektrometrias, valamint *H-NMR mddszerekkel vizsgaltdk. A kutatas 2 metabolit jelenlétét
igazolta, melyek az A,-3 molekula hidroxildlt szarmazékai. Viszont ezen metabolitok
mennyisége csak kis igen része (<3%) a beadott teikoplanin mennyiségének. Ezenkivil
megvizsgaltak a hatasukat Staphylococcus, Streptococcus, valamint Enterococcus torzsek
ellen, de hatasuk lényegesen gyengébb, mint az eredeti antibiotikumnak. A konklGzidja a
kisérletnek az, hogy a teikoplanin csak kis mennyisége alakul & a majban és nagy része a
hatasosabb szerkezeti formaban marad meg.[20]

2.4 Az izoindol-képzés és a fluoreszcencia felhasznélasa

Az 1980-as években alkalmaztak el6szor az izoindol-képzést, illetve az izoindol vaz altal
létrejové  fluoreszcens aktivitast, annak érdekében, hogy aminosavakat, primer amino
csoportot tartalmazé6 molekuldkat kimutatasra alkalmassd tegyenek. [21] Ehhez
elengedhetetlen vegyliilet az ortoftalaldehid (illetve a késdbb alkalmazott naftalin-2,3-
dialdehid), ezenkivil sziikséges egy tiol funkcids csoportot tartalmazo vegyiilet, illetve egy

primer aminocsoport, mely lehet aminosav része, enzim része, de alkalmas az ammonia is.
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Ezen reakcid egyik érdekes felhasznalasi modja az ammonia kimutatdsa. Ehhez az
ortoftalaldehid mellett N-acetilciszteint vagy tioglikolatot alkalmaznak, és ha a rendszerben
ammonia is jelen van, akkor 415 nm-en gerjesztési csucsot lehet detektalni. Abban az esetben
hogyha tiol reagensként 2-merkapto etanolt alkalmazunk, akkor a reakci6 alkalmassa valik

etiléndiamin kimutatésara is.

Az ortoftalaldehidbdl és a primer aminocsoportot tartalmazo, taurinbol képzddé reagens
alkalmas kiilonb6z6 kéntartalmi vegytiletek azonositasara. Ekkor viszont fontos a megfeleld
pH beallitasa, ugyanis pl. kiilonb6z6 diszulfid csoportot tartalmazo vegyiiletek (cisztein,
oxidalt glutation) esetén a pH=6-7 —nek kell lennie, mig szulfid-ion kimutatdshoz pH=8

szlikséges.

Egy igazan kilonleges ion mind kvalitativ, mind kvantitativ detektalaséara is alkalmas az
izoindol képz6désen alapuld reakcio. Ez az ion pedig a cianid-ion. Azért érdekes ez a reakcio,
mert ebben az esetben nincs jelen tiol csoportot tartalmazé molekula, hanem a cianid-ion fog
az izoindol vazhoz kapcsolddni. Ortoftalaldehidet és taurint alkalmazva, pH=9, kvalitativ
kimutatas végezhetd. Abban az esetben viszont ha taurin helyett glicint alkalmaznak (a
megfeleld reakciokoriilmények betartasaval), akkor akar 10° M-os kimutatasi hatart is

elérhetnek, ezzel akar kvantitativ mérés is végezheto.

Az analitikai alkalmazéds mellett biokémiai vizsgalatokhoz is felhasznéljak a reakciot. A
vizsgalatok soran kihasznaljak azt, hogy kiilonb6z6 enzimek katalitikus helyein —SH és -NH,
csoportok talalhatéak, melyek dialdehid szarmazékkal fluoreszcens terméket eredményeznek.
Ilyen enzimek pl.: glutamat dehidrogenaz, ¢leszté hexokinaz, erithrocita transzglutamaz, xiléz
reduktaz, stb. Viszont nemcsak enzimek hanem receptorok jelenlétének bizonyitésara is
alkalmas ezen reakcid. A glikokortikoid illetve opioid receptorok esetén azon szerencsés
helyzet alakul ki, hogy —NH, illetve —SH csoportot tartalmazé aminosav is jelen van,
mégpedig olyan térallasban, ami lehetévé teszi az izoindolképzest, ezaltal pedig a receptorok
jelolését.[22]

Egy 1990-es tanulmany arrél szamol be, hogy spectrin kotédését vizsgaltak lipid
kettOsréteghez. Ennek soran a spectrinhez izoindol vézat kapcsoltak, majd folyamatos
fluoreszcens monitorozas mellet vizsgaltak, hogy hogyan valtozik a fehérje konformacioja.

Emellett akrilamid-indukalta fluroeszcencia detektalassal probaltak fényt deriteni arra, hogy
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hogyan valtozik a spectrin konforméacidja melegités hatasara, mind membranhoz kététt, mind

membranhoz nem kotétt allapotaban [23].

Ezen par kutatasi eredmény emlitésével a cél nem az volt, hogy a teljes irodalmi hatterét
bemutassam az izoindol szerkezetnek, pusztan azt szerettem volna bemutatni, hogy mar tébb
mint 30 éve alkalmazzdk e reakciot kiilonb6z6 kimutatasi technikakndl. Viszont a
palyamunka szempontjabdl tekintetbe véve a reakciét kideril majd, hogy az izoindol-képzés
nemcsak jel6lési technikaként alkalmazhatd, hanem olyan mddon képes valtoztatni a

molekulak szerkezetén, mely antibakterialis hatasbeli valtozast fog eredményezni.

3. Célkitiizés

A TDK munkdm céljaul azt tiiztiik ki, hogy olyan teikoplanin szarmazékokat allitsunk eld,
melyek jelentdsebb antibakteridlis (esetleg antiviralis) aktivitdssal rendelkezzenek, mint a

piacon jelenlévo glikopeptid antibiotikumok.

A tanszéken korabban a risztocetinnel és teikoplaninnal végzett kutatdsok soran fény derlt
arra, hogy a teikoplanint érdemes deglikozilezni, majd ezutan mddositani az N-terminalis

részt. Eppen ezért az elsé feladatunk a teikoplanin aglikon eldallitasa volt.

Az altalunk kitlizott kovetkez6 cél az, hogy az aglikon NH,-csoportjdhoz olyan molekulékat
kapcsoljunk, melyek megnovelhetik az antibakterialis aktivitast. Ezen oldallancokkal
szembeni elvarasként megfogalmazhatd, hogy nem lehet tal nagy a hidrofilitasa, ugyanis
korabbi kisérleti tapasztalatok bebizonyitottak, hogy a lipofilebb glikopeptidek hatasosabbak
a hidrofilebbekhez képest.

Ezenkiviil elény0s lehet olyan szarmazékok szintézise, melyek lehetéséget teremtenek arra,
hogy ezen antibiotikumok hatdsmechanizmusat vizsgalni lehessen, kihasznalva az izoindol

vaz fluoreszcencidjat (pl. konfokalis fluoreszcens mikroszkopia).

Végul megprébaltunk egy olyan altalanos reakciosemat kialakitani, mellyel tovabbi hasonlo
szarmazékokat lehet eldallitani (példaul a P-laktam vazas antibiotikumok korébol),

Kiterjesztve ezt a gyors lefutasu reakcidt tovabbi kutatasok folytatdsahoz.
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4. Sajét vizsgélatok

4.1 Elozetes gondolatok

Mint ahogy mar korabban emlitettem az els6 feladatunk a teikoplanin-aglikon eldallitasa volt.
Erre a Boger és tarsai altal kidolgozott mddszer mddositott formajat alkalmaztuk mely

meglepd eredményre vezetett [24].

A nagyméretli heptapetid alapvazon ugyanis pusztan egyetlen gliikdzamin rész maradt a teljes
deglikozilez6dés helyett. Mivel a molekulaban csak az N-terminalis aminocsoport talalhato
meg primer formdban, igy melléktermék képzddésével nem kellett szdmolnunk, ami

megkonnyitette a tisztitast és a termékek azonositasat az izoindol-képzeési reakcioban.

A mbdositashoz olyan reakciot kellett valasztanunk, amelynek eredményeképp specialis
technikdval nyomjelezhetd funkcids csoport alakul ki, valamint olyan szarmazékok
keletkezzenek melyek lipofilitisa nagyobb, mint a kiinduldsi vegyileté. Ezeknek a
kritériumoknak az izoindol-, illetve benzoizoindol-képzési reakcié megfelelt. Ezen reakcidnak
két elényos tulajdonsaga is van: egyrészrol a gyors reakciorol van szo illetve a megfeleld
korilmények betartasaval konnyen alkalmazhat6 szamos vegydlet kialakitasara. Masodsorban
a folyamat soran olyan vegyiileteket alkalmazhattunk melyek apolaris jellegiikkb6l adédoan

megndvelték a lipofilitast.

4.2 A teikoplanin deglikozilezése

A megfeleld szarmazékok eldallitasanak elsd 1€pés a teikoplanin deglikozilezése. A szénhidrat
oldallanc eltavolitdsdra a mar emlitett irodalmi példa [24] nyoman Kkidolgozott eljarast
alkalmaztunk. Ennek soran cseppfolyds, vizmentes hidrogén-fluoridot alkalmaztak anizol
jelenlétében, mely az antibiotikumbol egy Iépésben aglikon keletkezését eredményezte.
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HF / anizol
-18°C

OH Cl

5.abra A teikoplanin pszeudo-aglikon eléallitasa

Ezt a folyamatot elsdsorban vankomicin, risztocetin illetve ramoplanin esetében alkalmaztak,
mint deglikozilacios folyamat. A hozam ezen esetekben megfeleld volt, igy egy modositott
protokollal teikoplaninbdl is elvégeztiik a reakciot. Az alapos szerkezetvizsgalat fényt deritett
ra [25], hogy az N-acetil-glik6zamin csoport tovabbra is a heptapeptid alapvazhoz
kapcsolodott és a reakciokoriilmények megvaltoztatasa is ugyanazt a terméket eredmeényezte.
Igy ezt a terméket teikoplanin pszeudo-aglikonként publikaltak [25]. Tanszékiink munkatérsai

egyuttmiikod6 partnereivel. Az N-acetil-glikdzamin részt csak joval erélyesebb kdrilmények
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kdzott lehetett eltavolitani, am ekkor mar az alapvaz is bomléast szenvedett, igy a
Kisérleteinket ezzel a pszeudo-aglikonnal végeztik el, mely tébb izben is kitiiné kiindulasi

vaznak bizonyult antibakterialis és antiviralis vegyiiletek el6allitasara. [26]

4.3 A teikoplanin pszeudo-aglikon izoindol- és benzoizoindol-szarmazékainak eloallitasa

Az 1970-es évek ota ismert a reakcid, mely lehetévé teszi primer aminokbol izoindol-vazu
molekula eldallitasat. Roth ismerte fel, hogy ha 2-merkaptoetanol és ortoftalaldehid elegyéhez
kiilonb6z6 aminosavakat adagolva, az oldatban intenziv fluoreszcencids aktivitas jelentkezik
[27]. A reakcidt napjainkban is gyakran alkalmazzak aminosavak fluoreszcens jelzésere és
kvantitativ. meérésére, illetve alkalmazzak még ammonia illetve CN™ mennyiségének

meghatarozasara.[21-23]

H (fSR
CHO “OH
CHO CHO
H_SR SR

C/\OH
@ + HN-R, =——= @N—Rl + H0
CHO =

6. abra Az izoindol képz6dés mechanizmusa

A reakcié mechanizmusara szdmos elmélet sziiletett, pl.: Simmons és Johnson, vagy Wong,
Sternson, és Schowen, amelyekben a kilonbségek pusztan az intermedier vegyuletek elméleti
kialakulasaban van. De egyben mindegyik elmélet megegyezik, ez pedig a reagensek
megfeleld sorrendben torténd adagoldsa. Ennek értelmében eldszor az ortoftalaldehidet és a
tiol szarmazékot kell feloldani, az altalunk végzett kisérletben DMF es metanol elegyét
hasznaltuk, ugyanis ezen két reaktdnsbol egy olyan intermedier képzddik, melyhez hozzdadva
az elézéleg metanolban feloldott primer aminocsoportot tartalmazo vegyliletet, alakul ki egy
kondenzacios folyamat soran az izoindol szdrmazék [22,28] (6. &bra).

A reakcio6 lefolyasa gyors, mivel az intermedierek nem stabilisak és a primer amint hozzéadva
a rendszerhez, gyakorlatilag percek alatt lejatszodik a reakcid. Az intermedierek illetve az

izoindol szarmazékok instabilitasa miatt a reakciot sotét lombikban kell végezni, inert gazt,
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argont, atbuborékoltatva a rendszeren. igy megakadalyozhat6d az oxigén illetve a fény altal
okozott oxidacids folyamatok karositd hatasa. Mindezen koértilmények betartdsa fontos a

tarolas soran is.

Ezen régéta alkalmazott reakcio lehetOséget ad arra, hogy az igy kialakitott izoindol- és
benzoizoindol-vazhoz egy tioéter-kotésen keresztiil, kiilonb6z6 oldallancokat kapcsoljunk.
Mivel a teikoplanin-szarmazékok heptapeptid alapvazahoz kdothetd bioldgiai hatasokat
jelentésen befolydsolja a hozzajuk kapcsolodd funkcids csoportok altal kialakitott kémiai
kornyezet, ezért az antibakterialis, ill. a fluoreszcens sajatsdgok vizsgalatahoz egy

vegyiiletsorozatot allitottunk eld.

Mivel a dialdehid szarmazékok (ortoftalaldehid, naftalin-2,3-dialdehid) kereskedelmi
forgalomban elérhetéek, illetve a primer amint tartalmaz6 vegyilet (teikoplanin pszeudo-
aglikon) eldallitasat ismertettem, igy a tiol-szdrmazékok véltoztatasaval lehet befolyasolni a

keletkezd vegyiiletek tulajdonsagait.

A glikopeptid csalad korabbi vizsgalatait figyelembe véve megallapithatd, hogy a lipofilebb
tagok er6sebb antibakteridlis hatassal rendelkezhetnek a hidrofileknél, igy valasztottuk
aromas illetve heteroaromas vegyuleteket, amelyek oldallancként beépiilve a molekuléba,
annak apolaritasat a kondenzalt heteroaromas rendszerrel egyltt tovabb novelik. Ezek a
vegyuletek a kovetkezok: tiofenol, 2-merkapto-pirimidin, ill. 2-merkapto-benzotiazol. E tiol-
reagenseket felhasznalva izoindol, valamint benzoizoindol-szarmazékokat is szintetizaltunk,
azzal a céllal hogy a lipofilitdst még inkabb megndveljuk, illetve hogy 6sszehasonlithassuk a
két kiilonbozo dialdehid szarmazék hatasat az antibakterialis aktivitasra. Mindemellett a
benzoizoindol-szarmazékokrol konnyebb gerjeszthetéséget feltételeztiink, mely a gerjesztési
és az emisszios hullamhosszak maximumanak differencidjat novelve alkalmasabbak lehetnek

a fluoreszcens vizsgalatokhoz.

Masrészrél olyan reagenseket is alkalmaztunk, melyek S-glikozidos kotéssel cukor
oldallancot tartalmaznak. Amennyiben véddécsoportoktol mentes szénhidrat-részeket épitlink
be, a hidrofilitas megnd, de az eredeti glikopeptid antibiotikum kémiai jellegéhez kozelebb
allo szarmazékokat nyertiink. Véddécsoporttal ellatott per-acetil szénhidratok alkalmazasa
esetén a tiol-rész lipofilitasra gyakorolt hatasa kevésbé szignifikans (1. tablazat, logP adatok).
Azért alkalmaztuk ezeket a tiol-reagenseket, mert egy korabban a tanszéken végzett kutatas
soran kiderllt, hogy ezen vegyiletekkel képzett risztocetin-aglikon szarmazékoknak is
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meglepden jO az antibakterialis aktivitasa [26]. Valasztasunk a kovetkezé gliikkoz-
szarmazékokra esett: 1-tio-p-D-glikozt, 1-tio-2,3,4,6-tetra-O-acetil-p-D-glukdzt, 1-tio-2-
acetamido-2-dezoxi-2,4,6-tri-O-acetil-B-D-glikozt illetve 1-tio-2-acetamido-2-dezoxi-f-D-
glikoz.

1. tablazat Az eléallitott teikoplanin pszeudo-aglikon sza&rmazékok szerkezete
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1. Tablazat folytatasa
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“A logP értékeket a ChemSketch logP add-onnal szamoltuk

A kapott termékek szerkezetének és tisztasaganak ellendrzésére tobb kiilonbozé modszert
alkalmaztunk. A reakcidelegybdl mintat vettiink és vékonyréteg-kromatografis technikaval,

megfeleld oldoszerrendszert alkalmazva, ellendriztiik a reakcio eldrehaladasat illetve a




termékképzodést. Oszlopkromatografiat alkalmazva megtisztitottuk a terméket a
szennyezOktél, majd a kinyert anyagbol mintat véve MALDI-ToF témegspektrometriaval
ellendriztiik a vegyiiletek molekulatomegét. A kapott eredményeket 6sszehasonlitva a reakcio
egyenlet altal szamolt molekulatomeggel megallapithato, hogy a megfeleld termék képzddott-
e. A termékek 'H- és *C-NMR spektrumainak felvétel folyamatban van, igy HPLC-s
elemzéssel bizonyosodtunk meg a megfeleld tisztasagi fokrol. A kialakitott (benzo)izoindol
egységek jelenlétét emellett az UV fényben lathaté fluoreszcencia is igazolja, habar
fluoreszcens és UV-spektrumok felvétele meg nem tortént meg, ami még egy hiteles

bizonyiték lenne a termékek jelenlétére.

4.4 Az eloallitott vegyiiletek fizikai-kémiai paraméterei

Az eléallitott szarmazékok szerkezetének ellendrzésére elvégzett tomegspektrometrias
adatokat, valamint a megfelel6 tisztasag ellendérzését biztosit6 HPLC-s eredményeket a 2.
tablazat tartalmazza. A termékek polaritasanak tanulmanyozasara szamolt logP értékeket az 1.

tablazat tartalmazza.

2.tablazat A szarmazékok néhany fontosabb fizikai-kémiai paraméterei

Tomegspektrum (MALDI-ToF) HPLC
- . . retencios
Osszegképlet Osszeg- Eszlelt dé
1do
’ képletbol molekulaionbdl Molekulaion és (min)*
Termek szamolt szamitott tomege
molekula- | molekulatdmeg
tomeg, M (Da)*
(g/mol)
(9/mol)
1 CgoHesCloNgO423S 1608.3 1631.3 (M+Na") 1631.6 (M+Na") 6.92
2 C18He4CloN19023S 1610.3 1633.3 (M+Na") 1633.7 (M+Na") 4.73
3 Cs1HesClNgO43S, 1665.3 1539.4 (M-SR+K™) | 1539.6 (M-SR+K") 4.72
4 Cg4HesCloNgO43S 1658.4 1697.5 (M+K™) 1697.3 (M+K™) 6.26
5 Cg2HesCloN19023S 1660.3 1699.4 (M+K™) 1699.5 (M+K™) 5.51
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6 CesHorCLLNgO%S, | 17153 | 1589.5 (M-SR+K™) | 1589.5 (M-SR+K*) |  5.50
7 CaoH7.CILNsO2S |  1694.4 17175 (M+K") | 1717.5 (M+Na") 431
8 CesHaoCNsO3,S | 18624 | 1885.4 (M+Na®) | 1886.0 (M+Na') 6.40
9 CeoH7sCLNgO»S | 17354 | 1555.3 (M-R+Na') | 1555.3 (M-R+Na*) |  4.30
10 CasHeiCLNgOyS | 18614 | 1884.4 (M+Na') | 1884.9 (M+Na’) 5.41

*Az egyes esetekben a kovetkez6 fragmentaciés mintazatot észleltik a MALDI-TOF spektrumokban:
[M]™*>[M-R]*>[M-SR]™, habar néhany esetben a molekulaiont nem lehetet detektalni. =~ A termékek
tisztasaga >95%.

4.5 Az eléallitott vegyiiletek antibakterialis jellemzdi

Az (j teikoplanin pszeudo-aglikon szarmazékok szintézise soran fontos célunk volt, hogy
olyan vegyiuleteket allitsunk el6 melyek antibakterialis hatdsa megkozeliti vagy felilmulja a
gyogyszerpiacon jelenleg is forgalomban 1évé vankomicin és teikoplanin antibakterialis

hataserdsségét.

A vizsgalatokat szamos olyan Gram-pozitiv baktériummal szemben végezték el, amelyekre a
terapidban jelenleg is alkalmazott glikopeptid antibiotikumok spektruma Kkiterjed, illetve
amelyek a nozokomialis infekciok szempontjabol kiemelt jelentdségli glikopeptid-
rezisztenciaval rendelkeznek. A teszt soran leveshigitasos maddszert, kettes 1éptékii higitasi
sort alkalmaztak a kovetkez6 baktériumokat felhaszndlva: Bacillus subtilis, meticillin-
szenzitiv és meticillin-rezisztens Staphylococcus aureus, biofilmet képz6, ill. mecA rezisztens
Staphylococcus epidermidis, valamint glikopeptid-szenzitiv, vanA és vanB rezisztens
Enterococcus faecalis torzsek. A vizsgalat soran mind a MIC, mind az MBC értékek
meghatarozasa sikerllt, igy nem csak a bakteriosztatikus, de a baktericid hatasrdl is

informéacidhoz jutottunk.
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Vizsgalt baktériumtorzs

MIC/MBC (pg/mL)

Teicoplanin | Vankomicin 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
B.subtilis ATCC 6633 | 0,5-1/16 1/4 11 00625005 12 | 24 |0.03132]0,0313/4] 0,125/1 | 0,25/64 | 0,125/1 | 0,251
S-aureus MESAATEC | o512 1/4 005 0602_123/ 0’%?575/ 0,0313/1 0’8})5/ 0’8;5/ 0.0313/1| %%/ 051 | 0,125
>-aureus MRSAATCC 1 05124 054 |o0625/2| 0,0313/8 0’%‘?575’ 0’38:5’5 0'8’}55’ 0.015/4 [0.0075/1|° 5| 112 o,062572
S-epidermidis biofim |1 ” o,%%565/ - o,%?g5/ o,c()):’sé:z/ o,gés/ 0’8,%5/ o,%?g5/ 26 |00atsios| 0007
E. faecalis ATCC 29212 | 2/64 4/16 0’2225/ 0’2223’ 2.4/256 | 1/256 0'205165’ o,ggés/ 21256 | 1/256 | 1/256 | 2-a1256
S. epidermidis mecA | 8-16/32 214 232 | amea-128 | arzse | O3 | OIS | 0,958 o 15730 2-a1256 | %00 | 2132
E. faccalis 15376 vanA | 256/256 | 256/256 [ 213260 [ 09025 100313 g 195730 057256 | X053 | O90E | ajase | asose | 0002
= faccalis ATCC 51299 1 47256 1616 | 2256 | w2se |O902| ars6 | 1256 | 1/256 | w256 | ar2s6 | arse | 2r256

3.tablazat Az (j teikoplanin pszeudo-aglikon és a referenciaként hasznalt antibiotikumok antibakterialis aktivitasa

MIC: Minimalis gatlé koncentracio, ATCC: American Typed Culture Collection, MSSA: Methicillin Erzékeny Staphylococcus
aureus, MRSA: Methicillin Rezisztens Staphylococcus aureus, vanA: vanA gén pozitiv, vanB: vanB gén pozitiv.




Az antibakteridlis eredmények tiikrében megallapithatd az, hogy az U0j szarmazékok
hataser6ssége 1ényegesen jobb, mint a teikoplaniné vagy vankomiciné. A MIC értékek csak
néhany esetben nagyobbak, mint a referencia vegyuleteké. Az MBC értékek viszont bizonyos

esetekben meglepden elmaradnak a piaci glikopeptidkétdl.

A meticillin-szenzitiv és meticillin-rezisztens Staphylococcus aureus, illetve a Staphylococcus
epidermidis biofilmképz6 baktériumok esetén a szarmazékok MIC értékei minden esetben
alacsonyabbak a piaci vegyuletekhez képest. Az MBC értékek, két-harom molekulat kivéve,
jelentésen jobbak. lgazan érdekes megfigyelést lehet tenni a biofilm képzé S. epidermidis
esetén, ugyanis harom termék is képes 7,5 ng/ml koncentracidban gatolni a baktériumok
ndvekedését, holott ezen baktérium esetén a vegylletnek még egy sszetett makromolekula

rendszeren is at kell jutnia, hogy eljusson a sejtfalig ahol hatasat kifejti.

A mecA gént hordozo Staphylococcus epidermidis, illetve az Enterococcus faecalis
baktériumok esetén jO néhany vegyiiletnél megfigyelhetd, hogy lényegesen alacsonyabb
koncentracidban képesek gatolni a baktériumok ndvekedését, mint az anyavegydlet. Viszont
az MBC értékek minden egyes vegyiletnél I1ényegesen elmaradnak, igy megallapithat6, hogy

a szintetizalt szarmazékok csak bakteriosztatikus hatast kepesek kifejteni ezen bakteriumokra.

A teikoplaninra és vankomicinre is rezisztens Enterococcus faecalis esetén azt tapasztaltuk,
hogy a szarmazekok az 1,8,9-es vegyiletek kivételével ng/ml-es koncentracioban képesek
gatolni a baktériumok novekedését. A rezisztencia mechanizmust figyelembe véve arra a
kovetkeztetésre jutottunk, hogy ezek a sz&rmazékok nagy valdsziniiséggel nem a
glikopeptidek hataspontjan hatnak, tehat nem a pentapeptid D-Ala részéhez kapcsolddnak,
hanem a lipoglikopeptidek hatdsmechanizmusanal tanulmanyozott sejtmembranon torténd
porusképzés segitsegével akadalyozzak a baktériumok életfolyamatait. El16z6 glikopeptid-
izoindol szarmazékaink adatai alapjan joggal feltételezhetjik, hogy ezen Uj vegyuletek is
onszervez6dd rendszereket képeznek vizes oldatokban és igy a multivalencia jelenségén

keresztll érnek el hatdsfokozédast.

A vanB rezisztencia gént hordoz6 Enterococcus faecalis esetén a vart megndvekedett
antibakterialis hatas elmaradt, pusztan egyetlen vegytiletnél figyelheté meg nagysagrendekkel
nagyobb hatasfokozddas. Ennek egyik lehetséges oka az lehet, hogy a vanB rezisztencia

génnek ezen vegyuletek is ugyanolyan j6 induktorai, mint a teikoplanin és vankomicin. Mig a
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vanA génnek valoszinlileg rossz induktorai, igy képesek az antibiotikum szarmazékok

kifejteni hatasukat ilyen alacsony koncentracidban is.

A legjobb eredményekkel rendelkezé vegytiletek a 2,3,5,6,7 €s 10-es vegyliletek. Ez alapjan
megallapithatd, hogy a 2-merkapto-pirimidinnek, illetve 2-merkapto-benztiazolnak mind az
izoindol, mind a benzoizoindol szarmazéka kivalé antibakteridlis hatdsu. A 7, 10-es
vegyuletek szénhidrat oldallanccal rendelkez6 izoindol szarmazékok, am igy is igen kivalo

hatasokkal rendelkeznek, mint ahogy azt korabbi tanulmanyok is bizonyitjak.

Osszegezve a baktériumellenes aktivitdsokat megallapithatd az, hogy tobb nagysag rendbeli
hatdsndvekedést ertlink el az Uj teikoplanin pszeudo-aglikon szarmazékokkal, és ezen U]
szarmazékok kozil elsdsorban a heteroaromés oldalldncot tartalmazd vegyiiletek tiinnek

hatasosabbnak.[29]

5. Kisérleti rész

5.1 Anyagok és modszerek

A Kkisérlethez felhasznalt teikoplanin, ortoftalaldehid, naftalin-2,3-dialdehid, illetve a
tiolszarmazékok nagy része a kereskedelmi forgalomban megtaldlhatoak. Az 1-tio-2-
acetamido-2-dezoxi-2,4,6-tri-O-acetil-B-D-glikozt irodalmi adatok alapjan allitottak elé a

Tanszeken [30]. A dezacetilezési folyamatot a Zemplén-féle mddszerrel végeztik el [31].

A reakciok végbemenetelét vékonyréteg kromatografidas modszerrel ellendriztiik, melyhez
Kieselgel 60 F,s4 tipust lemezt hasznaltunk, a foltok detektalasara pedig UV-lampat, Pauly-
reagenst, ill. ammoénium-molibdenat/kénsav eléhivoszert. Az oszlopkromatografias tisztitas
flash kromatogréafias technikaval tértént, amihez 0,040-0,063 mm szemcseméretii Kieselgel
60 tipusu szilikat hasznaltunk.. A tomegspektrumok felvétele Bruker Biflex Il tipusu
tomegspektrométerrel tortént. A logP értékek Kiszamitasahoz a ,,ChemSketch logP add-on”
programot hasznéltuk. A HPLC-s vizsgélathoz hasznalt oldoszerrendszer: A: HPLC min6ségii
viz pH=2,6 (TFA-val beéllitva), B: acetonitril. A mérés soran gradiens elucids technikat

alkalmaztak, melyet a kovetkez6 tablazatban foglaltam Gssze:
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IDO (perc) | A (%) B (%)
0 90 10
0,2 80 20
10 10 90
10,4 90 10

4.tdblazat A HPLC-s vizsgalat
esetén alkalmazott gradiens ellcios
maodszer adatai

Az aramlasi sebesség: 600 uL/perc, mikozben a kolonna hdmérsékelte 40 °C. A méréshez
Hypersil Gold 50x2.1 mmID, 1.9 pm tipust kolonnat hasznaltak, melyre 5 pL mintat

injektaltak be, és végiil diddasoros detektorral szobahdmérsékleten detektalték a jeleket.

4.5.2 Altalanos kisérleti leiras

0,10 mmol ortoftalaldehidet (naftalin-2,3-dialdehidet) és 0,10 mmol tiol funkcids csoportot
tartalamz6 reagenst oldunk 5,0 mL metanolban fénytdl védett vagy barna lombikban. A
lombikot lezarjuk, majd 10 percig argon gazt atvezetve a rendszeren a levegét kiszoritjuk. Az
elegyet 30 percig kevertetjiik, majd az elegybdl vett mintat Kieselgel 60 Fos4 tipusd lemezre
cseppentve a tiol-reagens, illetve az alkalmazott dialdehid sajatsagainak megfeleld
oldoszerrendszerben futtatjuk meg a lemezt. A megjelend intermediert UV-lampa és
ammonium-molibdenat/kénsav el6hivoszer alkalmazasaval mutathatdo ki. Az ellendrzés
elvégzése utdn a 2,0 mL DMF + 3,0 mL MeOH elegyében elézetesen feloldott 105 mg
teikoplanin pszeudo-aglikont (0,075 mmol) az elegyhez adagoljuk, majd a lombik gazterének
ujboli argongazzal torténd atmosasa utan 1 oran keresztiil kevertetjilk a reakcioelegyet. A
reakcio végbemenetelét vékonyréteg-kromatografia segitségével ellenérizziik, természetesen a
megfelelé oldoszerrendszert alkalmazva, majd a terméket jelenlétét UV-lampa, illetve Pauly-
reagenssel torténd el6hivassal detektaljuk. A reakcioelegyet Kieselgel 60 tipusu szilikara
paroljuk, majd oszlopkromatografidsan tisztitjuk a terméket az esetleges szennyezddésektdl a
kordbban meghatarozott eluens rendszert alkalmazva. A tisztitdas soran a termék
fénybomlasanak megakadalyozasara az oszlopot befedjik. A kinyert termék bepérlasa utan

szilard, kristalyos anyag marad vissza.

A teikoplanin pszeudo-aglikont a Boger es mtsai [24] altal kidolgozott modszer modositott

forméajat alkalmazva allitottak el6. A modszer leirasa:
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Teikoplanint (3.5 g, 1.87 mmol) oldanak anizol (3.0 mL) és folyékony HF (5.0 mL)
elegyében -70 - 80°C-on, Sakakibara késziléket alkalmazva. A reakcidelegyet kevertetik -
18°C-on 2 oran keresztiil. A 2 ora elteltével az anizolt és a HF-ot elparologtatjak és a
maradékot elegyitik hideg etil-acetat: metanol = 4:1 elegyével (100 mL). A keletkez6
csapadékot kiszirik, majd hideg etil-acetattal és éterrel mossak, igy nyerve a teikoplanin
pszeudo-aglikont (2.1 g, 80%).
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6. Osszefoglalas

A kutatdbmunkém soran siker(lt tiz 0j teikoplanin pszeudo-aglikon szarmazékot eléallitanom.
A Kkisérletek soran a teikoplanin pszeudo-aglikon primer aminocsoportjat felhasznéalva
izoindol, valamint benzoizoindol vazat kepeztink, melyen keresztill tobb, kiilonboz6 fiziko-
kémiai tulajdonsaggal rendelkezd, oldallancot kapcsoltunk az anyavegyiilethez. A reakciok
tervezése sordn két szempontot kellett figyelembe venni: az egyik az volt, hogy az (j
vegylletek antibakteridlis hatasa emelkedettebb legyen, mint a forgalomban 1évé
hatéanyagoké. A masik szempont az volt, hogy a molekulak olyan fluoreszcens aktivitassal
rendelkezzenek, mely altal alkalmassa valnak arra, hogy mikroszképos vizsgalatokat végezve

megallapithatdak legyenek az esetleges antibakterialis hatdsmechanizmusok.

A vegyliletsorozat tagjait ennek megfeleléen bakterioldgiai mddszerekkel. A minimalis
bakteriosztatikus és baktericid értékeket megvizsgalva megallapithaté az, hogy minden egyes
szarmazék esetén igen jelentds novekedés figyelheté meg a baktérium novekedését gatlo
hatadsban. Mindosszesen csak egyetlen baktérium esetén, a vanB rezisztencia gént hordozo
Enterococcus feacalis esetén nem volt jelentés hataser6sodés, az Osszes tobbi vizsgalt
baktériumnal jelentds volt a MIC, esetleg az MBC értékek csokkenése. A hatadsndvekedes az
esetek jelentGs részében oly annyira kifejezetté valt, hogy nemcsak pg/mL-es, hanem mar
ng/mL-es koncentracié tartomanyban is hatasossa valtak az egyes szarmazekok. Emellett a
szintetizalt molekuldk a mérések sordn fluoreszcensnek is bizonyultak, viszont a

mikroszkopos technika alkalmazésanak eredményei még nem érhetéek el.

A jovébeni céljaink koz¢ tartozik, hogy tovabbi izoindol, illetve benzoizoindol szarmazékokat
allithassunk el6 a teikoplanin pszeudo-aglikon felhasznaldsaval, az antibakteridlis
hatdsndvekedés végett. Tervezzilk még az izoindol reakcid olyan iranyu felhasznalasat, ahol
ugyanezen tiol csoportokat hasznalnank, de teikoplanin helyett egy B-laktdm antibiotikumot, a
cefalexint hasznalndnk. A cefalexin is tartalmaz egy primer aminocsoport, igy alkalmas az
izoindol képzésre, és az esetleges termékek antibakterialis hatdsat megmérve, szerkezet-hatés

Osszefliggeseket lehetne levonni.
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