Pécs Miklés: Biotermék technoldgia 2. 06. B-laktdm vazas antibiotikumok

Antibiotikumok

Mik is az antibiotikumok?

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

Masodlagos anyagcseretermékek:

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

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

Szekunder metabolizmus

Szénforras szabalyozas: katabolit represszié — ha béségesen
van hozzaférheté C-forras, akkor az elsédleges anyagcsere
porég, nincs termékképzés. -
— gliikéz limit (adagolas apranként), vagy
— lassan metabolizalhat6 C-forras, pl. poliszacharidok (ke-
ményitd, dextrin), laktéz, névényi olajok.

Nitrogén szabalyozas: valtozo, de a sok N altalaban a ndveke-

désnek kedvez - elsédleges anyagcsere
— Az ammonium sok gyakran represszaljak a termékkép-
zést, inkabb szerves N-forras (szojaliszt, kukoricalekvar)

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

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

Az antibiotikumok alkalmazasi terlletei

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

Rékellenes antibiotikumok: citosztatikus hatastiak, a kemo-
terapia eszkozei

Allatgyogyaszat

Allattenyésztésben: takarmany-adalékként

Biokémiai, mikrobioldgiai kutatasokban (szelektiv inhibito-
rok)

No6vénypatogének ellen - mezdgazdasagban (egyre ke-
vésbé)

Elelmiszeriparban — konzervalas (egyre kevésbé)

Egy kis térténelem

1889 - antibi6zis « szimbidzis (Viullemin)
1912 - Salvarsan, szerves arzén szarmazék, vérbaj ellen,
(Ehrlich-Hata)

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

1929 — penicillin észlelése, Fleming

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

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

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

Miért ilyen kevés? - toxicitas
- nem elég hatasos, van nala jobb
- mellékhatasok
- rezisztencia

ia & iszertudomény Tanszek

06. B-laktdm vazas antibiotikumok

Termel6 mikroorganizmusok

Sugargombak (Actinomyce-
tes, elsésorban Streptomy-

ces) — ~ 65 %
Egyéb baktériumok
-  ~12%

Fonalas gombak (elsésor-
ban Penicillium, Cephalo-
sporium térzsek)

— ~22%

ia & iszertudomény Tanszek

Az antibiotikumok csoportositasa

Csoportositani lehet
» kémiai szerkezet
» hatdsmechanizmus, tamadaspont
» hatasspekirum
» bioszintézis Gt
» orvosi alkalmazas szerint
Mi most: 1. tdmadaspont
1.1. kémiai szerkezet szerint targyaljuk

Biotechnolégia és iszertudomény Tanszék
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Mikrobak ellenalléképessége

Természetes rezisztencia:

allando, 6rokletes tulajdonsag, specieszekre, nagyobb rend-
szertani egységekre jellemzé

Szerzett antibiotikum-rezisztencia:

természetes érzékenységi spektrum orokletes megvaltozasa
generaciok kozott — egy fajon belil is lehet egyedenként kii-
|6nb6z6

Ez is lehet antibiotikum csoportositasi szempont!

10
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06. B-laktdm vazas antibiotikumok

Mikrobak érzékenysége
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i
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A szerzett rezisztencia formai

1. A céltargy (fehérje, receptor) megvaltozasa

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

3. Enzimes inkativalas (bontas, vagy szarmazékképzés)

A genetikai valtozas térténhet kromoszéma vagy plazmid
szinten.

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

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

% BME Alkalmazott Biotechnolégia és Elelmiszertudomany Tanszék
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A [B-laktamaz enzimek (sokféle van) felnyitjak
gyarat.
B-Lactam ring
o
I H S CHj I H
R—C—N R—C—N
CH,
N HOOC
COOH
Active penicillin
[-Lactamase

S CH,

CHg
N
H

A penicillin enzimes inaktivalasa

a négytagu

COOH

Inactive penicillin

06. B-laktdm vazas antibiotikumok

Csoportositas hatasmechanizmu

soljak (penicillin, bacitracin, vankomicin)

romicin
Sejtmembranra hatdk — poliének, ciklopeptide
DNS fiiggé RNS polimerazra hat — rifampicin

DNS replikaciora hatnak - citosztatikumok

s szerint:

Sejtfal szintézist gatlok — peptidogliikan szintézist befolya-

Fehérjeszintézist gatlék — tetraciklinek, sztreptomicin, erit-

k

 Coll wall synthesis |
Cycloserine
Vancomycin
Bacitracin
Penicillins
Cephalosporins
Monobactams
Carbapenems

[DNA gyrase | [RAA elongaion |
Quinolones] Nalidixic acid Actinomycin

Ciprofloxacin

Novobiocin

DN,
NG A,
/

Trimethroprim MRNA

Sulfonamides \@
Ribosomes
. . 2
\ al
30 30

Cytoplasmic membrane
structure

Csoportositas hatasmechanizmus szerint:

DNA-directed RNA
polymerase
Rifampin
Streptovaricins

Protein synthesis
(508 inhibitors)

["Erythromycin (macrolides)
Chloramphenicol
Clindamycin

L Lincomycin

Protein synthesis
(305 inhibitors)

Tetracyclines
Spectinomycin
Streptomycin
Gentamicin
Kanamycin

Polymyxins
Daptomycin

PABA Cytoplasmic Cell wall
membrane

Amikacin
L Nitrofurans

Mupirocin
Puromycin

BME Alkalmazott Biotechnolégia és Elelmiszertudomany Tanszék



Pécs Miklés: Biotermék technoldgia 2. 06. B-laktdm vazas antibiotikumok

A. SEJTFALSZINTEZIST GATLO
ANTIBIOTIKUMOK

|. B-LAKTAM VAZAS ANTIBIOTIKUMOK
(PENICILLIN CSOPORT)

Stteilllinet 6-amino-penicillansay, 6-APA
Szerkezet:
R CHz
.
CHsz
Val COOH

A penicillin tulajdonsagai

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

Kémiai: gyenge sav, alkali soit forgalmazzak

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

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

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

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

i BME Alkalmazott Biotechnolégia €s Elelmiszertudomany Tanszék

G-penicillin/benzil-penicillin

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

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

H
N S

o) N \)/
5 /

Y.
O/\OH
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A penicillin story

1929 A. Fleming, kioltasi gytrd, Penicillium notatum
Izolalas, tisztitas, szerkezet- F[em,'"g’s griging[p[gfe;
felderités nehezen ment

1940 hadianyagga valik

1943 Klinikai kiprébalas
fellileti tenyészet,
Penicillium chrysogenum

1944 2,5tonna
szubmerz tenyészet,
mutécios torzsjavitas

1946 32 tonna bacterial

1952 Magyarorszagonis, GYOK| "2¢t€rta

1980 kb. 30.000 tonna colonies

mold

BME Alkalmazott Biotechnolégia és Flelmiszertudomany Tanszék

A penicillin bioszintézise

Hy SH
HOMOH Her I/OH
. . , . ] ] 4 &R
Harom aminosavbol alakul ki 0% o 0

egy trlpeptld L-Amino-adipic acid L-Cysteine L-Valine

Tobbszori gylri-atrendezédé-

sek utan alakul ki a B-laktdm acv-mieptiee  Ho NI
M fOH

vaz. o

A templat a-amino-adipinsav, a y

végeén lecserélédik egy masik isopeniciinn HUMH 5
savra, felszabadul és visszake- 0 o Ef
riil a folyamat elejére. # I ¢

Cephalosporines

H

Na a5
Penicillin G ©/\IO( N\)<

o g

BN Alkalmazott Biotethnals; ~0H

A penicillin gyartas fejlesztése

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

Tdérzsmunka (biolégia): Technolégia (mérnoki):
— tdrzsizolalas — Fellleti/szubmerz
— indukalt mutacio — Prekurzorok (4-8 x)
— szelekcid — tapoldatoptimalas
— torzsfenntartas — anyagcsereszabalyozas

(cukorlimit, C/N, Fe ion)
— Levego6ztetés, reaktor
— Szabdlyozasok (pH, t)

BME Alkalmazott Biotechnolégia és Elelmiszertudomany Tanszék
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ToOrzsnemesités

Célok:
— hozamnovelés,

— fermentéacids illetve feldolgozasi kritériumok szerinti
hatékonysag névelés

— az eredeti pigment-termelés megsziintetése

Eszkdzok:
— a génmanipulacié igen bonyolult (sok gén vesz részt
a folyamatban), a titerndvekedés tdlnyomod részét a
régi (65 év — tobb ezer |épés) mutaciés—szelekcios
torzsjavitassal érték el (~2-3 ppb = ~50.000 ppb)

Fermentacié

Jellegzetes szekunder metabolit fermentacio, két szakasza
van:

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

Tapanyagforrasok az els6 szakaszban:
— szénforrasok: néhén?/ % cukor (glikéz, melasz), ami a
szaporitas végére elfogy
— nitrogén: ebben a szakaszban meg lehet NH, sok
formajaban, de j6, ha a végére elfogy
— foszfor: foszfatként annyit kell bemérni a tapoldatba,
hogy éppen elfogyjon a szaporodas végére

Fermentacié

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

» Szénforras: limitacio (régen: nehezen bonthaté vegylle-
tek (lakt6z, keményitd), ma glikdz adagolas apranként,
vagy program szerint, vagy az oldott oxigén szint alapjan)

> nitrogén: szerves N-vegylletek, fehérje formajaban:
szOjadara, mogyoroliszt, esetleg kazein, halliszt, emellett
(NH,4)»,SO, — apranként adagolva, kis koncentraciot tar-
tanak —az N és S beéplil a termékbe.

» Foszfat: jelenlétében nem megy a masodlagos anyagcse-
re, ezért elfogyasa utdn nem adagolnak tdbbet

» Prekurzor: fenil-ecetsav, mérések alapjan adagoljak,

BME Alkalmazott Biotechnolégia és Elelmiszertudomany Tanszék 8
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prekurzor |
llemlecelsav adagolas 50 mgiL h Literenként
Literben -
i
Nando pH érték 6,5 (NaOH adagolassal) G"’“"“MA?_ a
100 g indulaskor a N forras kukoricalekvar

laktéz

gliikéz adagolas
145gLh
glitkéz
> 131gLh

/ glitkéz

A penicillin

fermentacié
, T T8gLh
lefutasa &

amménia addgolas 18 mg/{ h

amménia

LAL-A——-A- b b b s A
20 40 60 % 100 120 140  160h
penicillit aci6 glukoz, 6 szulfat és a
,
Feldolgozas

Extracellularis termék, csak ~1% talalhaté a micéliumban

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

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

Eszter tipust oldészerek (BuOAc, amilacetat)
Reextrakcié semleges vagy lugos vizes fazissal
Kristalyositas K- vagy Na-so6 formajaban
Pigmentek eltavolitasa aktiv szénnel

i BME Alkalmazott Biotechnolégia és Elelmiszertudomany Tanszek

Félszintetikus penicillinek

Eléallitas: oldallanc cserével 6-APAN keresztil
A 6-APA elééllitasa:- G penicillin enzimes bontasaval
- direkt fermentacioval
- kémiai bontas
A 6-APA is nagyon bomlékony, tarolas kézben polimerizal,
és reagal a légkori CO,-dal is.
Acilezés: - enzimesen
- kémiailag

Enzimes folyamatok: Id. a penicillin-amidaz/acilaz -nal

i
i BME Alkalmazott Biotechnolgia és Elelmiszertudomany Tanszék
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Penicillin acilaz/amidaz

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

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

H
N HN,
S E £ 3 "COOH
o N. = N E
J H0 o
COOH COOH

1 2 3

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

28
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Penicillin acilaz/amidaz

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

NH
R? MM, o
3< pencilin acylase N
o j;n T j;r
R! d / -H0 o o Sy

COOH Eoon

D-(-)-1 2 3
1a = phenylglycineamide (R'=H, RZ=NH,) = PGA 2 =6-APA
1b = phenylglycinmethyl ester (R'=H, R?=OMe) = PGM 3a = ampicillin (R'=H)
1c = hydroxyphenylglycineamide (R'=OH, R?=NHj) = HPGA 3b = amoxicilin (R'=0H)

1d = hydroxyphenylglycinemethy! ester (R '=OH, R?=OMe) = HPGM

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

29
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Penicillin acilaz/amidaz

Termel6 térzsek:

» Type |: penész tipusu, pH ~10, t ~50 °C, inkabb V,
mint G

» Type Il: baktérium tipusu, pH ~8, t ~40 °C. Sokféle
van, de az iparban féleg E. coli mutansok és
manipulalt térzsek.

Fermentéacio:

Indukci6 fenil-ecetsav adagolassal (5X titernévekedés)

Glikéz: katabolit represszié miatt kis koncentraciéban

O, : aerob, de nem tul er6s levegbztetés

Feldolgozas: - nyugvosejtes tenyészet,

- immobilizalt enzim

30
b
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Penicillin hidrolizis

A reakci6 tulajdonsagai: erés S és P inhibicid, a sza-

kaszos nem jé. Kiszamoltak, hogy a tolt6tt oszlop a

legjobb. De:

A felszabadul6 fenilecetsav miatt a pH csokken, ettdl a

6-APA bomlik. pH-szabélyozés kellene, de az oszlop-

reaktorban nem megy. e
|

Toyo-Ozo eljaras:
recirkulacios, pH sza-

balyozas a tartalyban, 30 liter b
cikiusids: 30 ora, Y
produktivitas: 33 kg/msh I
konverzi6: 86%

18 3 2 1 6000Vh

31
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Félszintetikus penicillinek

Szerkezet - tulajdonsagok dsszefiiggése:

savtlrés: elekironszivé csoportokkal lehet védeni a
savamid kotést.

penicillinaz rezisztencia: sztérikus védécsoportok

hatasspektrum valtoztatas: -NH, , -COOH, észter csoportok

i BME Alkalmazott Biotechnolégia és Flelmiszertudomany Tanszék

Félszintetikus penicillinek

Fermentalt alapvegyuletek:

Natural penicillins

O
CHy— G—N——8~  Peniilin G .
(Gram-positive cocci)

0]
0
O— GHy— C—N——S>  Penicillin v
(acid resistant)
o

i
B BME Alkalmazott Bioteshnolsgia & Hlelmiszertudomény Tanszéle
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Félszintetikus penicillinek
C_C H S~ Ampicillin
(broad spectrum,
acid resistant)
O
C_C H S~ Carbenicilin
(broad spectrum)
COONa
S~ Amoxicillin
(broad spectrum)
34
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Hatasmod

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

« afalszintézist gatolja (abnormalis alakok, protoplasztok)

A hatasmechanizmus megértéséhez ismételjik at a bakte-
ridlis sejtfal szerkezetét és bioszintézisét.

N-acetil- ~—HO——CH,
muramsav, AM |  , on—
K N-acetil-
HO gluk()zamln
o NH - Ac AGA
CHy —(I‘l |——COOH

35
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A Gram-pozitiv sejtfal szerkezete

lizozim
«— AM—AGA—AM—AGA—AM—AGA—AM — alaplanc
|
L-Ala
|
D-Glu
|
Gly—Gly—Gly—Gly—Gly—L-Lys—D-Ala—D-Ala
| térhalésodas

36
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A Gram-pozitiv sejtfal térhalositasa
- Lac
O Neaceylglucosamine (XXX
| |
O D-alanine ]Tac ITac
O L-amino acid H 8
O  Glycine CQOO e OOOOO
% &,
o 0Q00
8 T8N
Lalc LaF
ILa(‘: Ira‘c I‘Jalc
’ 37
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A penicillin a D-Ala-D-Ala lancvég
szerkezet-analdgja

penicillin D-Ala-D-Ala

Irreverzibilisen
kapcsolodik a
transzpeptidaz-
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Pécs Miklés: Biotermék technoldgia 2. 06. B-laktdm vazas antibiotikumok

A penicillin orvosi tulajdonséagai

Hatasspektrum: elsésorban Gram + ellen, a modern fél-
szintetikus szarmazékoké szélesebb

Rezisztencia: fokozatosan, sok generacio utan jelenik meg
(penicillin tipusu rezisztencia)

Bevitel: a savérzékenyek (pl. G) szajon at nem adhatdk, a
tobbi barhogyan

Adagolas: pl.: Maripen: 500.000 |U/tabletta  3x /nap

Penicillin érzékenység: régen a szennyezések miatt, ma
valddi allergia (haptének)

40
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Pécs Miklés: Biotermék technoldgia 2. 06. B-laktdm vazas antibiotikumok

Cefalosporinok

Brotzu (1948), - .
) 7-amino-cefémsav
Cephalosporium H  om
e

acremonium R LN S

T

N
Cephamicinek: 7-OMe o = \X
COOH
Oldallancok: 7-amino-cefalosporansav

R = a-amino-adipinsav, X=CH,OAc - Cephalosporin C
R = fenil-glicin, X=CH,OAc - Cephalexin
4 generacidban kozel 6tven félszintetikus molekula

A cefalosporinok

El6allitasa:
— C. acremoniummal Cef-C fermentéacio, ebbdl oldal-
lanc cserével félszintetikus szarmazékok
— V-penicillinbdl 3 kémiai Iépéssel ki lehet tagitani a
gydrdt cefémsavva, aztan oldallanc csere
Tulajdonsagai:
— Stabilitasuk jobb, mint a penicillineké
— Hatéasspektrumuk szélesebb

— Rezisztensek sok penicillinazra (de vannak mas bé-
ta-laktamazok, amelyek specifikusan ezt bontjak)

44

A cefalosporinok elééllitasa

Bioszintézis: a penicillinébdl agazik el — aAAA, Cys, Val

Anyagcsere-szabalyozas:

- katabolit-represszio: nehezen bonthaté cukrok, illetve sza-
balyozott gliik6z adagolas

- N- és P-szint: alacsonyan tartani, szabalyozni, vagy MgO
adagolas — MgNH4PQOy,, rosszul oldédo s6

- Cys prekurzor: lizélja a sejteket, ezért inkabb tioszulfat,
erre rezisztens mutansok

- aAAA prekurzor: draga, inkabb Lys, vagy kadaverin
- amino-donorok: 1,3-diamino propan, dimetil-formamid

45
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Pécs Miklés: Biotermék technoldgia 2.

” 7

A cefalosporinok el6ééllitasa

Az oldallanc-csere kémiailag is megoldhaté (stabilabb az
alapmolekula), a kdztitermék a 7-ACS

7-ACS-b6l a C-7 és C-3-as szénen torténd szarmazékkép-
zéssel sokféle félszintetikus termék allithato el6.

H
H—Nj:f 0
N Il
0 CH,—O—C—CHj
COONa
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06. B-laktdm vazas antibiotikumok

Elsé generacios cephalosporinok
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Tovabbi példak tovabbi generaciokbdl

3rd Generation

NH, Cephtazidime
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Pécs Miklés: Biotermék technoldgia 2.

Klavulansav

Nincs antibiotikus aktivitasa!

Penicillinekkel egylitt adagoljak, mert szerkezetanalégja
penicillineknek — kompetitiv inhibiciéval gatolja a bont6é
enzimeket (penicillinaz, béta-laktaméaz) — rezisztens
torzsek elpusztitasara is alkalmas.

0. CHCH,0H
T

o COOH
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