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1. Bevezetés

A glikopeptid tipusu antibiotikumok soraba tartozd
vankomicint (1) (1. &bra), valamint a teikoplanint (2)
(5. abra) elterjedten hasznaljak mas antibiotikumokkal
szemben rezisztens Gram-pozitiv baktériumok okozta
fertozések kezelésére. Az A-risztocetin (3) (4. abra) is
e szerkezeti csaladba tartozo antibiotikum, azonban
kivald antibakterialis aktivitasa ellenére a terapiaban nem
hasznaljak trombocita-aggregald tulajdonsdga miatt. Az
1980-as évek masodik felében megjelentek a glikopeptid-
rezisztens enterokokkuszok és sztafilokokkuszok, melyek
elleni antibakteridlis kemoterapia sziikséges volta e
vegyliletcsalad intenziv kutatdsat indukalta az utobbi
20 évben, szamos félszintetikus szarmazék eloallitasat
eredményezvén.'

E munkank célja is hasonld szarmazékok szintézise
volt. Mivel a risztocetin  vérlemezke-aggregacios
képessége foként a molekula I-ramnéz szubsztituensének
jelenléte miatt jelentkezik, nemrégiben tobb risztocetin-
aglikonszarmazékot allitottunk el6 négyszogsav-biszamidos
kovalens kapcsolassal.t Az igy kapott szarmazékokrol
kideriilt, hogy igen j6 influenzavirus-ellenes hatassal
rendelkeznek. Folytatvan a glikopeptid antibiotikum-
aglikonok szisztematikus vizsgalatat,>® jelen munkankban
uj tipusu, lipofil aglikonszarmazékok szintézisét céloztuk
meg, feltételezvén, hogy a szacharidmentes risztocetin-
aglikonszarmazékok  elvesztik  karos  véraggregacids
hatasukat, s esetleg jO antibakterialis ¢és antiviralis
vegyiiletekhez jutunk.

A glikopeptid tipust antibiotikumok kémiai mddositasaval
eldszor Nagarajan és mtsai® allitottak el6 vankomicin N-alkil-
szarmazekokat, melyek hatasosnak bizonyultak vankomicin-
rezisztens baktériumok ellen. Ezen uttord jellegi munka
megjelenése ota szamos, lipofil szubsztituenst tartalmazd
vankomicin-, eremomicin- ¢és teikoplaninszarmazékot

*Tel.: 36-52-316-666; fax: 36-52-512-914; e-mail:herczegh.pal@pharm.unideb.hu

szintetizaltak és vizsgaltak meg. Ezen hosszas kutatas soran
sziiletett meg oritavancin,’ telavancin'® és dalbavancin'!
néven a klinikai bevezetés el6tt allo harom lipofil szarmazék.
Ugyanakkor megjegyzendd, hogy e vegyiiletek koziil csak
az oritavancin rendelkezik kival6 bakteriosztatikus hatassal
a vanA gént hordozd, vankomicinnel és teikoplaninnal
szemben egyarant ellenalld enterococcusok ellen.

Hm@‘

CHs
\NH

1. Abra. A vankomicin.

2. Szerkezetmodositasok

Munkank egyik kiindulasi anyagat, az aglikorisztocetint (4)
Boger és mtsai modszerével,'? 3 vizmentes hidrogénfluoridos
kezelésével allitottuk el6. Mivel meg kivantuk vizsgalni
a teikoplanin-aglikon szarmazékainak eloallitasat is, a 2-t
hasonlo reakciokoriilmények kozott reagaltattuk HF-dal.
Meglepetésiinkre kizardlagos termékként az § N-acetil-D-
glilkézaminil-aglikont kaptuk, még hosszas kezelés utan
is. E szarmazékot korabban munkaigényes hidrolitikus és
tisztitasi modszerek alkalmazasaval nyerték.'
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Az alkinek és szerves azidovegyiiletek Cu(I)-sok altal
katalizalt 1,3-dipolaris cikloaddicidja széles korben elterjedt
reakcid két vegyiilet — gyakran biologiailag aktiv vegyiiletek
— egyszerli, kovalens kapcsolasara.!* E regioszelektiv
1,2,3-triazolképzddésen alapuld ligaciot hatékonysaga,
reakciokoriilményeinek egyszerlisége és sokféle lehetséges
oldészere folytan az angol nyelvii irodalomban ,click”
(,,katt”) reakcid elnevezéssel illetik.
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2. Abra. (a) HF/anizol; (b) 90% TFA; (c) TN ,/piridin/CuSO /Et,N; (d)
HCI/MeOH; (e) 6/Cul/Et,N/DMF; (f) 7/Cul/Et,N/DMF.

Esettinkben az azidocsoportot a 4, illetve 5 vegyilet
primer amino-csoportjanak diazotranszfer reakcidjanak'
alkalmazasaval alakitottuk ki, azaz a vegyiileteket piridines
oldatban trifluormetanszulfonil-aziddal reagaltattuk,
igy nyervén a 4a, ill. az 5a azidovegyiileteket (2. 4bra).
A tervezett lipofil oldallanc bevitele céljabol n-decil-
propargilétert (6) és 4-propargiloxibifenilt (7) allitottunk el
a megfelel6 alkoholok propargilezésével (3. abra). A 4a és
5a azidovegytiletek réz(I)-jodid altal katalizalt cikloaddicids
reakcidja a 6, ill. 7 propargiléterekkel a 4b, 4¢, illetve Sb, Sc¢
triazolszarmazékokat eredményezték (4.-5. abra).
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3. Abra. Az n-decil-propargiléter és a 4-propargiloxibifenil.
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4. Abra. A risztocetin szarmazékai.
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5. Abra. A teikoplanin szarmazékai.

A teikoplanin-szarmazékok  szerkezet-hatds  kozotti
tanulmanyozasa céljabol az 5 észterezésével, majd
diazotranszfer reakcidjaval az Sd  azid-szarmazékot
nyertiik, melynek ,,click” reakcidja az 5e lipofil oldallancot
tartalmazd pszeudoagliko-vegyliletet eredményezte. Az
N-acetil-D-gliikdzaminnak a biologiai hatdshoz vald
hozzéjarulasanak vizsgalatara az 5f aglikoteikoplanin-
metilészterbdl kiindulva diazotranszfer reakcioval az 5g
azidoszarmazékot allitottuk el6, melybdl a szokasos modon
az Sh szarmazékot nyertiikk (5. abra). Ezek utan minden
Uj vegylletiinknek megvizsgaltuk az antibakteridlis és
influenza-ellenes hatasat.

3. Biolégiai aktivitas

A risztocetin- ¢s teikoplanin-aglikon molekulai tobb
szerkezeti kiilonbséget mutatnak. A teikoplaninhoz képest
a risztocetin-aglikon egy alifas hidroxil-csoportot és egy
aromas C-metil-csoportot tartalmaz, valamint utobbi
metil-észter, s a teikoplanin aglikonjaval ellentétben nem
tartalmaz klor szubsztituenseket. Ugyanakkor, az N-
acetil-D-gliik6zamint tartalmazé teikoplanin -aglikont
is derivatizaltuk. Vegytileteink biologiai aktivitdsdban
mutatkozé kiilonbségek a felsorolt szerkezeti differenciaknak
tulajdonithatok.

A 4a ¢s Sa azidovegyiiletek kozepes bakteriosztatikus
¢és baktericid hatdst mutattak (1. tablazat), de inaktivnak
bizonyultak rezisztens enterococcusok ellen. A 4b és 4c¢
lipofil oldallancu risztocetin-szarmazékok nem mutattak
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antibakterialis aktivitast. A hasonld oldallancu teikoplanin
y-aglikonszarmazékok (5b, Sc¢) ugyanakkor igen kivald
bakteriosztatikus és baktericid hatassal rendelkeznek,
felilmulvan mind a vankomicin, mind a teikoplanin
értékeit, s kiilonosen figyelemreméltd az emlitett glikopeptid
antibiotikumokkal szemben ellenallé enterokokkuszok ellen

/"

mutatott kitind aktivitasuk. Ezt még a karboxilcsoport

észterezése (5e) sem sziintette meg, ellenben az 5h, N-
acetil-D-gliik6zamint nem tartalmazd szarmazék nem
mutatott antibakterialis aktivitast, jelezvén a cukormolekula
fontos szerepét az antibiotikumban. A 4a risztocetin
azidoaglikoszarmazék influenza-ellenes hatasinak bizonyult
A/HINI, illetve A/H3N2 torzs ellen, de nem hatott a B
torzsre. A 4b n-decilszarmazék ugyanakkor mindharom
virustorzs ellen kitlind hatast mutatott (2. tablazat).

1. Tablazat. A risztocetin és a teikoplanin szarmazékok antibakterialis aktivitasai.

MIC / MBC (ug/mL)
Mikroorganizmus 1 2 4a 4b 4c 5a 5b S¢ 5d Se 5g 5h
ATCC 6633 B. subtilis 1/4 05/8 4/1 >256 >256 64/32 2/0.25 0.5/0.25 8/8 2/4 2/4 0.5/0.5
ATCC 33591 MSSA 1/4 1/4 2/1 >256 >256 4/2 0.5/0.25 0.5/0.25 4/8 0.5/0.5 64/256 64/256
ATCC 29213 MRSA 2/4 8/32 2/2 >256 >256 8/8 0.5/0.25 0.5/0.25 4/8 1/1 64 /256 128 /256
ATCC 35984 S. epidermidis
K . 2/4 1/4 16/8 >256 >256 16/16 0.5/0.25 0.5 8/8 1/1 64/256 256 /256
Biofilm-positive
S. epidermidis 2/4 32/32 16/16 >256 >256 4/4 0.5/0.5 0.5 4/4 1/1 64/256 16/ 64
ATCC 29212 E. faecalis
i 4/16 4/16 16/8 >256 >256 32/32 0.5/0.25 0.5/0.25 16 /256 2/256 128 /256 32/128
Vanco: S Teico: S
ATCC 51299 E. faecalis
A 16/16 16/ 64 128 / 64 >256 >256 64/32 0.5/0.25 0.5/0.25 16/256 2/128 128 /256 64/256
Vanco: R Teico: S VanB +
15376" E. faecalis
>256 >256 >256 >256 >256 >256 0.5/0.25 0.5/0.25 16 /256 2/256 128 /256 128 /256

Vanco: R Teico: R VanA +

MIC: minimalis gatlé koncentracio, MBC: minimalis baktericid koncentracio, ATCC: American Typed Culture Collection, MSSA: Meticillin Szenzitiv
Staphylococcus aureus, MRSA: Meticillin Rezisztens Staphylococcus aureus, Vanco/Teico R: Vankomicin/Teikoplanin Rezisztens, Vanco/Teico S:
Vankomicin/Teikoplanin Szenzitiv, vanA +: vanA gén pozitiv, vanB +: vanB gén pozitiv. "Ref. 25.

2. Tablazat. A risztocetin szarmazékainak influenzavirus-ellenes hatasa.

Citotoxicitas (uM)

Antivirdlis EC, ¢ (M)

Szarmazék Minimum Influenza A/HIN1 Influenza A/H3N2 Influenza B
cCe citotoxikus
" . CPE MTS CPE MTS CPE MTS
oncentracio
>100 100 10 8.9 20 9.2 N.A. N.A.
4a
53.2 100 9 8.8 N.A. N.A. N.A. N.A.
11.4 20 0.8 0.7 2 2.8 0.5 0.5
4b
8.5 4 0.1 0.1 0.2 0.5 0.2 0.2
Oszeltamivir-karboxilat >100 >100 2.0 8.6 0.8 1.1 12 6.4
Ribavirin >100 >100 9.0 9.7 9 6.0 9 3.6
Amantadin >500 >500 45 35 0.8 0.4 N.A. N.A.
Rimantadin 241 500 10 13 0.1 0.2 N.A. N.A.

250 %-os citotoxikus koncentracid: kalorimetrias formazan-alapti méréssel meghatarozva.

Az a legkisebb koncentracid, mely a normalis sejtalakok mikroszkdpikusan detektalhato valtozasat okozza.

¢50 %-os effektiv koncentracio: az a koncentracio, mely a virus okozta citopatids hatas 50%-os géatlasat eredményezi.

CPE: citopatogén hatas, MTS: metiltetrazélium so.

4. Szerkezet-hatas osszefiiggés

A glikopeptid tipusu antibiotikumok antibakterilis hatdsanak
célpontja a baktérium sejtfal peptidoglikanja.* E biopolimer
ismétlodo egysége egy N-acetil-D-gliikozaminil-B(1—4)-N-
acetilmuraminsav diszacharid, melynek muraminsav része

pentapeptidet acilez. Ennek C-terminalis dipeptid része a
D-alanil-D-alanin szekvencia. A glikopeptid antibiotikumok
ezen — az cukariotakbol hidnyzé — dipeptiddel képeznek
komplexet hidrogén-kotéseken keresztiil, megakadalyozva
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a peptidoglikdn tovabbépiilését. A vankomicinre ¢s
teikoplaninra egyarant rezisztens enterococcusok a D-
Ala-D-Ala részlet helyett p-alanil-pD-tejsav  részletet
tartalmaznak.'® Ezaltal az antibiotikum és a peptid kozott
Iétesiilé 5 hidrogén-kotés helyett csak négy alakulhat ki.
Mindez a komplexképzddés erdsségének ezredrészére valod
csokkenését, a baktérium ellenalloképességének hasonlo
aranyban valo megnovekedését jelenti.

Lipofil antibiotikum-szarmazékok, mint az oritavancin,
képesek a rezisztencia lekiizdésére. Feltételezték, hogy
e szarmazékok molekuldi vizes oldatban dimerizalnak, s
ezzel megkonnyitik a D-Ala-D-Lac molekularészlethez
kotédést.'” Ha az antibiotikumokbdl kovalens dimereket,'s"”
trimereket,?® sét metatézis-polimerizacioval multivalens
polimert képeztek,” ezek aktivitisa a rezisztens
baktériumok ellen jelentésen megjavult. E hatas lehetséges
magyarazata az, hogy multivalens ligandumok és receptorok
kolcsonhatasanak atlagos szabadenergia-valtozasa gyakran
nagyobb, mint a monomerek kozotti kdlcsonhatas mértéke,
azaz szinergizmus Iép fel a megsokszorozott molekulafajtak
kozott.

A lipofil oldallancot tartalmazo aglikonszarmazékaink
amfifil sajatsaguk alapjan. Megvizsgaltuk az Se lipofil
teikoplanin-y-aglikonszarmazékunk ilyen viselkedését,
mivel hasonld, j6 antibakterialis hatasi glikopeptid
antibiotikumok  micellaképzodését mindezidaig nem
vizsgaltak, és ezért hatdasmechanizmusuk magyarazatara
sem igyekeztek azt felhasznalni.

Az Sc natrium-sojanak vizes oldatanak dinamikus
fényszorasfotometriai vizsgalata kb. 10 nm atmér6ji
aggregatumok jelenlétérdl tanuskodott, monomodalis
eloszlasban. NMR(DOSY) vizsgalatokat is folytattunk
hasonld célbol, DSS-t (m = 196) alkalmazva belsé
referenciaként. Ily médon 35060 kDa méretli aggregatumok
jelenlétét detektaltuk. A két fizikai modszerrel kapott
eredmények Osszevetése céljabdol a moltérfogatra iranyuld
szamitasokat végeztiink Gaussian 03?2 és MOPAC 2007%
programcsomagok  segitségével a molekuladinamikai
szamitdsok™ eredményeképpen kapott legalacsonyabb
energiaju sztereostrukturakra. Igy 1,0 dm’/mol szamitott
moltérfogatot kaptunk. Felhaszndlva ezt az értéket,
valamint a fényszorasfotometriai mérésbol kapott 10 nm
aggregatum-atmérét, egy aggregatumra 240 molekulaszam
adodott, melynek szamitott moltomege 390 kDa. Ez az
érték jo egyezést mutatott a DOSY mérések 350+60 kDa-os
eredményével.

4.1. Osszefoglalas

Megallapithatjuk tehat, hogy a teikoplanin-pszeudoaglikon
1,2,3-triazolgyliris  csatlakoztatassal — torténd,  lipofil
oldallancu szerkezetmddositasa igen jo antibakterialis
hatasti szarmazékokat eredményez. E hatasjavulast az
antibiotikumszarmazékok aggregaciojaval, s az igy
kialakul6 multivalens ligandumoknak a bakteridlis
sejtfal peptidoglikanjanak ismétlodd egységével torténd
kolcsonhatasaval magyarazhatjuk. Megjegyzendd,
hogy a karboxilcsoport észterezése nem valtoztatta
meg az antibakterialis aktivitdst, mig az N-acetil-D-

gliikozamin szubsztituens eltavolitasa inaktiv szarmazékot
eredményezett. Figyelemre méltdo ugyanakkor az n-decil-
triazolil risztocetin-aglikon influenza-ellenes aktivitasa.

Ez a folydiratcikk a 26-0s angol nyelvi kézlemény alapjan
késziilt.

Tovabbi vizsgalatokat fogunk folytatni még nagyobb
lipofilitasu oldallancokat tartalmazé glikopeptid tipusu
antibiotikumok szintézise céljabol.

5. Koszonetnyilvanitas

Ezt a kutatast egyrészt az OTKA tdmogattaa 79126, T-46186,
OTKA-NKTH CK 77515 és NK 68578 szamu palyazatokkal,
méasrészt a TAMOP 4.2.1/B09/1/KONV-2010-0007 szamu
projektum tdmogatasiban is részesiilt. A projekt az Uj
Magyarorszag Fejlesztési Terven keresztiil az Eurépai Unid
tdmogatdsaval, az Europai Regionalis Fejlesztési Alap és az
Eurdpai Szocialis Alap tarsfinanszirozasaval valosult meg.
Mindezért a szerzok koszonetiiket fejezik ki.
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various Gram-positive bacteria, including vanA enterococci.
This improvement in the antibacterial effect can be explained by
the aggregation of the antibiotic derivatives and the interaction
between the multivalent, aggregated ligands and the repeating
unit of the bacterial cell-wall peptidoglycan. The aggregation was
studied using dynamic light scattering measurements and NMR
(DOSY). It is to be mentioned that esterification of the carboxyl
group does not modify the antibacterial activity, but removal of
the N-acetyl-D-glucosamine moiety results in inactive derivatives.
Whereas, the n-decyl-triazolyl derivative of the ristocetin aglycon
possess a remarkable anti-infuenza virus effect.
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