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Roviditések jegyzéke

D-Ala-D-Ala: D-alanil-D-alanin

ATCC: American Type Culture Collection

ATP: adenosine triphosphate, adenozin-trifoszfat

Boc: tercbutoxycarbonyl

Cbz: benzyloxycarbonyl

CCsp: 50 % Cytotoxic Concentration, 50 %-os citotoxikus koncentracid

COSY: Correlation Spectroscopy

CPE: Cytopathogen Effect, citopatogén hatas

CTP: Cytidine triphosphate, citidin-trifoszfat

CuAAC: Cu-catalyzed azide-alkyne cycloaddition, Cu-katalizélta azid-alkin cikloaddicid
DAB: diaminobutane, diaminobutan (diaminobutdn magvu dendrimer)

DAP: diamino-pimelinsav

DIPEA: diizopropil-etilamin

DMAP: 4-dimethylaminopyridine, 4-dimetilamino-piridin

DMF: dimetil-formamid

DMSO: dimetil-szulfoxid

DOSY: Diffusin-Ordered Spectroscopy, diffuzio kontrollalta spektroszkopia

DSS: 2,2-dimethyl-2-silapentane-5-sulfonic acid, 2,2-dimetil-2-szilapentan-5-szulfonsav
ECso: 50 % Effective Concentration, 50 %-os effektiv koncentraciod

EDCI: (1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)-carbodiimide), (1-etil-3-dimetilaminopropil)-
karbodiimid

FDA: Food and Drug Administration

FT-IR: Fourier Transformed Infrared Spectroscopy, Fourier transzformécios infravoros
spektroszkdpia

GTP: Guanosine triphosphate, guanozin-trifoszfat

HBTU: 2-(1-hidroxibenztriazol-1-il)-1,1,3,3,-tetrametiluronium-hexafluoro-foszfat

HIV: Human Immundeficiency Virus, human immundeficiencia virus

HPLC: High Performance/Pressure Liquid Chromatography, nagy hatékonysagi/nyomasu
folyadék-kromatografia

HSQC: Heteronuclear Single Quantum Coherence

D-Lac: D-lactate, D-tejsav



MALDI-TOF MS: Matrix Assisted Laser Desorption Ionization Time of Flight Mass
Spectrometry, matrix segitette 1ézer deszorpcids ionizacid repiilési idé tomegspektrometria
MAO-A: monoamine oxidase A, monoamin-oxidaz-A

MBC: Minimum Bactericidal Concentration, minimalis baktericid koncentracio

MIC: Minimum Inhibitory Concentration, minimalis gatlé koncentracio

MRSA: Methicillin-resistant Staphylococcus aureus, meticillin-rezisztens Staphylococcus
aureus

MRSE: Methicillin-resistant Staphylococcus epidermidis, meticillin-rezisztens
Staphylococcus epidermidis

MSSA: Methicillin-sensitive Staphylococcus epidermidis, meticillin-szenzitiv Staphylococcus
epidermidis

MTS: methyltetrazolim salt, metiltetrazolium so6

MurNAc: N-acetil-muraminsav

NADP: Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate, nikotinamid-adenin-dinukleotid-
foszfat

NMR: Nuclear Magnetic Resonance, mag magneses rezonancia

NOE: Nuclear Overhauser Effect, magi Overhauser-effektus

NOESY: Nuclear Overhauser Effect Spectroscopy, magi Overhauser-effektus spektroszkopia
PAMAM: Poly(amido amine), poli-amido-amin

PBP: penicillin binding protein, penicillin-k5td fehérje

PEG: polietilénglikol

PEP: phosphoenolpyruvate, foszfo-enol-piruvat

PG: peptidoglikéan

ROMP: Ring Opening Metathesis Polymerization, gytriifelnyilasos metatézis polimerizacio
SPR: Surface Plasmon Resonance, felszini plazmon rezonancia

STD: Saturation Transfer Difference, szaturacio transzfer differencia

Teico: S/R: Teicoplanin- sensitive/-resistant, teikoplanin-szenzitiv/rezisztens

TFA: trifluoroacetic acid, trifluor-ecetsav

THF: tetrahidro-furan

TMS: tetramethylsilane, tetrametil-szilan

TMS-Nj: trimethylsilyl azide, trimetilszilil-azid

TOCSY: Total Correlation Spectroscopy

TGaz: transzglikozilaz

TPaz: transzpeptidaz



UDP: uridine diphosphate, uridin-difoszfat

UMP: uridine monophosphate, uridin-monofoszfat

UV: Ultraviolet, ultraibolya

vanA-+: vanA gén pozitiv

vanB+: vanB gén pozitiv

Vanco: S/R: Vancomycin-sensitive/-resistant, vankomicin-szenzitiv/rezisztens

VRE: vankomicin-rezisztens enterococcus



Bevezetés, célkitiizés

Negyedéves gyogyszerész hallgatoként (2002-ben) volt szerencsém bekapcsolodni a
Debreceni Egyetem Gyogyszerészi Kémiai Tanszékén folyd kutatasokba. Annak ellenére,
hogy a tanszék csak 1996-ban alakult, oktatdi révén mar akkor komoly multtal rendelkezett,
hiszen a Magyar Tudomanyos Akadémia Antibiotikum-Kémiai Kutatocsoportjabol nott ki,
amely, 2006-0s megsziinéséig, tobb évtizeden at az atibiotikum-kutatas egyik legjelentésebb
bazisa volt Magyarorszagon.

Doktori munkdm soran a glikopeptid tipust antibiotikumokhoz tartozé risztocetin és
teikoplanin modositasaval foglalkoztam. A csoport elsé képviseldjét, a vankomicint 1956-ban
fedezt¢k fel az Eli Lilly cég kutatoi. A vegyiiletcsalad tobb mint fél évszazados torténete
soran tobb szaz Ujabb természetes vegyiilettel és tobb ezer félszintetikus szarmazékkal
gazdagodott. Az, hogy a téma napjainkban sem vesztette el aktualitdsat, az egyre nagyobb
méreteket O1t6 glikopeptidantibiotikum-rezisztencidnak is koszonhet6. Az Egyesiilt
Allamokban mara mar a 30 %-ot is meghaladta a vankomicinnek vagy vankomicinnek és
teikoplaninnak egyarant ellendllo baktériumok altal okozott nozokomidlis fertdzések szama,
ami tovabbra is 0j, hatdsos vegyiiletek kifejlesztésére 0sztonzi a kutatokat. A risztocetin, a
vankomicin mellett, az egyik legrégebben felfedezett glikopeptid tipust antibiotikum. Annak
ellenére, hogy igen jo in vitro aktivitassal rendelkezik, nem haszndlhato az antibakteridlis
terapidban, mert a vérlemezkéket dsszecsapja.

Célul tlztiik ki 0j risztocetin-szdrmazékok szintézisét, oly modon, hogy a szénhidrat-rész
teljes eltavolitasaval kapott aglikon N-termindlisdhoz kiilonb6zd cukor-molekulakat
kapcsolunk. Ezen vegyiiletektdl azt vartuk, hogy a trombocita-aggregald hatds megsziinése
mellett az antibakterialis aktivités is javul az anyavegyiilethez képest.

Terveink kozt szerepelt, hogy teikoplanin- és risztocetin-aglikonb6l kiindulva, olyan lipofil
szarmazékokat allitsunk eld, amelyek a glikopeptid-rezisztens torzsekkel szemben is
hatdsosak. Az oOtletet a nemrégiben mar klinikai harmas féazisba Iépett ugynevezett
lipoglikopeptidek  (oritavancin, dalbavancin, telavancin) adtdk, amely vegyiiletek
staphylococcusokkal és enterococcusokkal szemben mutatott aktivitasa rendkivill biztato.
Habar ezen szarmazékok esetében a szénhidrat-részt megtartottdk, mi feltételeztiik, hogy a
deglikozilezéssel kapott aglikont modositva, legalabb olyan hatdsos antibiotikum-

szarmazékokhoz jutunk.



1. Irodalmi attekintés

1.1. A glikopeptid antibiotikumok szerkezete

1984 eldtt a vankomicinen (1), teikoplaninon (2), risztocetinen (3) és avoparcinon (4) til nem
sok képviseldjét ismerték a glikopeptid antibiotikum-csalddnak. Az els6ként (1956-ban)
felfedezett reprezentans vankomicin tanulméanyozasaval nyert informacidok késobb nagyban
segitették a csalad tobbi tagjdnak karakterizalasat, 4m a szerkezet meghatarozasara tett korai
kisérleteket nehezitette a vegyiilet bonyolultsdga, a szennyezék megléte és az a tény, hogy

nem tudtak kristalyos formaban kinyerni.

1. abra A vankomicin

A tisztitdsi modszerek fejléddésével valamint az Ujabb spektroszkopiai technikak
megjelenésével lehetéség nyilt a vankomicin szerkezetének felderitésére. Az elsé ilyen
kisérlet Marshall' nevéhez fiiz6dik (1965), aki a vankomicin lebontasaval nyert intermedierek
vizsgalataval probalt meg kozelebb keriilni az antibiotikum molekula szerkezetéhez, mig
Williams és Kalman® 1977-ben kozolték NMR-spektroszkopias tanulméanyaikat, majd a
kovetkezé évben Sheldrick’ egy bomlastermék (CDP-I) rontgenkrisztallografias analizisének
eredményét. Ilyen elézmények utan 1982-ben Harris és Harris* meghatérozta a vankomicin

komplett szerkezetét, amit hamarosan a risztocetin® és a teikoplanin karakterizalasa kovetett.



2. abra A teikoplanin (2) és a risztocetin (3)
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1995-ben elkésziilt az elsd, intakt glikopeptid antibiotikumon (balhimicin) elvégzett
rontgenkrisztallografias analizis.® A vankomicin N-acetil-D-alaninnal képzett komplexének
rontgenkrisztallografias tanulmanyozasa’ nagymértékben eldsegitette az antibakterialis hatés
mechanizmusanak megértését. A D-alanil-D-alanin termindlissal rendelkezd peptidekhez vald
specifikus kotdédés felismerésével rendkiviili mértékben felgyorsult az wjabb és ujabb
szarmazékok felfedezése: ezt a tulajdonsagot kihasznaltak glikopeptid antibiotikumot termeld
torzsek keresésénél; affinitdskromatografidval tobb mint 80 %-ban lehetett kinyerni ezen

antibiotikumokat a fermentfolyadékbol.

3. abra Az avoparcin

A glikopeptid antibiotikumok szerkezete, mint ahogy arra neviik is utal, egy gylris
heptapeptidbdl valamint a hozza kapcsolddd szénhidrat-részbdl all. Az aglikon felépitése
alapjan a tobb szdz természetes és félszintetikus szarmazék 6t csoportba oszthatd. A hét
aminosavat rendre AS-1 — AS-7-tel, az aromas gytriiket pedig az dbécé nagybetiiivel A — G

jeldlik az irodalomban.



AS-4

AS-6

AS-5

4. abra Az I. tipusu aglikon szerkezete

Az 1. tipusba tartoz6 vegyiiletek 1. és 3. aminosava (AS-1 és AS-3) alifas, a tobbi 6t aminosav
aromas oldallancot tartalmaz, a II., III., IV. csoport esetében mind a hét aminosav aromas.
Mind a négy csoportnal a ciklikus aglikon szerkezet kialakitasaban a hat peptidkotés mellett
egy trifenil-éter struktira is szerepet jatszik (a C, D, E aromas gyliriik oxigénen keresztiil
kapcsolodnak egymashoz), valamint jellegzetes a bifenil szerkezet (A-B).

A 1III. és IV. tipusba tartozé vegyiiletek F és G aromas gytiriije éterkotéssel kapcsolodik dssze.
A TV. csoport jellegzetessége a molekula cukor részéhez kapcsolodd hosszu zsirsavlanc,
aminek koszonhetden ezt az alcsoportot lipoglikopeptid néven is emlegetik. Az V. csoport
némileg kakukktojasnak szamit, habar ezek a vegyiiletek is gytirlis heptapeptidek, de eltérnek
az el6z6 négy csoporttdl abban, hogy az F aromas gylrlijik egy indol (tehat az AS-2
triptofan). Megkérddjelezhetd a glikopeptid csalddba vald besorolasuk, mivel ezen

antibiotikum molekuldk szénhidrat-részt nem tartalmaznak.
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AS-6 o
NH,
H ~— AS-
/
AS-7 OH

AS-6

Iv. OH Cl

AS-6

AS-3

5. abra A I1., I11. és IV. tipusba tartozo vegyiiletek peptid részének felépitése
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6. abra Az V. tipusba tartozé vegyiiletek szerkezete (komplesztatin-feliil és kisztamicin-alul)
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1.2. Néhany fontosabb glikopeptid antibiotikum

1.2.1. A vankomicin®

A glikopeptid antibiotikumok elsé reprezentdnsat az amerikai Ely Lilly cég kutatdi izolaltak
1956-ban egy a bornedi dzsungelekbdl szarmazd talajmintdban taldlt mikroorganizmus,
Streptomyces orientalis (késébbi nevén Amycolatopsis orientalis) fermentfolyadékabol.
(Késobb ezt a sugargombat a Mississippi iszapjaban is felfedezték és a klinikai
vizsgalatokhoz sziikséges antibiotikumot mar ezzel termeltették). A kezdetben csak O5865
kodszam alatt futd vegyliletnek a vankomicin nevet adtdk, ami az angol ‘“vanquish”
(gy6zedelmeskedik) igébdl szarmazik, utalva a legtobb Gram-pozitiv baktériummal szemben
mutatott kitlind aktivitasara. A penicillin-rezisztens staphylococcusok gyors terjedésének
koszonhetden az FDA engedélyével meglehetdsen hamar, 1958-ban forgalomba kertilt
Vancocin® néven. A kezdeti sikerek nem voltak hossz(i életiick, a joval szélesebb
spektrummal és 1ényegesen kisebb mellé¢khatas-profillal rendelkez6 meticillin, cefalosporinok
¢s linkomicinek felfedezésével a “gydztes” hamarosan teljesen feledésbe meriilt. Csillaga az
1980-as évek elején ragyogott fel Ujra, amikor is a meticillin-rezisztens Staphylococcus
aureus (MRSA) torzsek megjelenésével az egyediili bevethetd fegyver volt, és kdszonhetden
annak, hogy ekkorra Williams ¢s mtsai felderitették a szerkezetét, lehetdvé valt a vegyiilet
Iényegesen tisztabb formaban val6 eldallitasa (igy a korabban tapasztalt mellékhatdsok — véna
irritacio, allergias reakciok, borkiiitések, nefro- és ototoxicitas — nagyrészt megsziintek).

A vankomicin a glikopeptid antibiotikumok I. tipusadba tartozik (7. abra). A gylirls
heptapeptid-rész felbonthatdo egy N-metil-D-leucinra (AS-1), egy B-karbamoil-alaninra (AS-
3), egy tobbszoros fenil-éter szerkezettel rendelkezd vankomicinsavra (AS-2,4,6) valamint
egy bifenil struktirdji aktinoidinsavra (AS-5,7). Az aglikont egy diszacharid glikozilezi a 4-
es aminosav fenolos hidroxilcsoportjan keresztiil, ami B-D-gliik6zbdl és a-L-vank6zaminbol
(3-amino-2,3,6-tridezoxi-3-C-metil-L-lixohexopiran6z) all.

A vankomicint felhasznaljak staphylococcus okozta akut ileocolitis valamint Clostridium

difficile altal 1étrejott pszeudomembrandzus enterocolitis kezelésére.
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Mivel ez az antibiotikum a gyomor-bél traktusbol nem szivodik fel, ezekben az esetekben
ordlisan adagolhatd. MRSA, valamint penicillin-rezisztens Streptococcus pneumoniae
fertdzések esetén is kivalo szer. A vankomicin megnovekedett felhasznalasa az 1980-as évek
masodik felére magéaval hozta a rezisztens torzsek megjelenését (1986-Europa, 1987-USA).
Az egyre nagyobb szdmban felbukkand vankomicin-rezisztens staphylococcus és

enterococcus torzsek egy részénél még hatdsos lehet a testvér-vegytilet teikoplanin.

L-vankézamin

B-D-gliikéz

vankomicinsav

B-karbamoil- N-metil-D-leucin

aktinoidinsav L-alanin

7. abra A vankomicin szerkezete
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1.2.2. A teikoplanin

A teikoplanint az olasz Lepetit cég kutatoi fedezték fel 1978-ban.” A tobb vegyiiletbdl allo
keveréket az Actinoplanes teichomyceticus fermentlevébdl izolaltdk ¢és akkor még
teichomycinnek nevezték. Mintegy tiz évvel késobb hataroztdk meg az egymashoz rendkiviil
hasonlé komponensek szerkezetét és kimutattak, hogy azok aktivitasa kiilon-kiilon épp olyan
jo, mint a keveréké. "

A teikoplanin a glikopeptid antibiotikum csalad IV. tipusadba tartozik, ugynevezett
lipoglikopeptid (8. é4bra). Az aglikon felépitésében, a vankomicinnél mar megismert,
vankomicin- ¢és aktinoidinsavon til egy bifenil-éter strukturdval rendelkezd risztomicinsav
(AS-1,3) vesz részt. A 7-es aminosav fenolos hidroxilcsoportjdhoz egy o-D-manndz, a 6-os
alifas hidroxilcsoportjdhoz egy N-acetil-B-D-glilkézamin kapcsolodik. A 4-es aminosav
fenolos hidroxilcsoportjat egy specidlis cukor, egy N-acil-B-D-gliikozamin (az acilcsoport
egyenes vagy elagazo, 9-10 szénatomos lanc) glikozilezi. Ez utdbbi szerkezeti egységre utal a
lipoglikopeptid elnevezés, és az egyes komponensek az acilezd zsirsavak szerkezetében
térnek el egymastol. Ez a molekularészlet (ti. az acil oldallanc) fontos szerepet jatszik az
antibakteridlis hatdsban és daltala ez az antibiotikum meglehetésen hosszi (40-70 ora)
keringési féléletidovel rendelkezik.

A teikoplanin 1988-ban Targocid® néven keriilt be a klinikai gyakorlatba Eurépaban, majd
késébb Kanadaban és az Egyesiilt Allamokban is. Antibakterialis spektruma nagyjabol
megegyezik a vankomicinével, de enterococcusok ellen aktivabb és egyes vankomicin-
rezisztens tOrzsekkel szemben is hatdsos. A teikoplanint stlyos, penicillinekre,
cefalosporinokra, egyéb antibiotikumokra nem reagald bor és lagyrész infekcidk, hugyuti,
alsé 1éguti, csont ¢és iziileti fertézések, szeptikémia, endocarditis, tovabba peritonedlis dializis
okozta peritonitis kezelésére hasznaljak, illetve profilaktikusan ortopédiai miitéteknél a Gram-

. e v 11
pozitiv fertézések megeldzésére.
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8. abra A teikoplanin szerkezete
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1.2.3. A risztocetin

A risztocetint az amerikai Abbott cég kutatdi az Amycolatopsis orientalis subsp. lurida
(kés6bbi nevén Nocardia lurida), mig a szovjetek a risztomicint a Proactinomyces fructiferi
mélykultaras tenyészetébdl izolaltak. A két felfedezés egymastol fliggetleniil, az ‘50-es évek
derekan tortént. A két antibiotikum szerkezeti felépitését és azonossagat tobb mint hlisz évvel
késébb Sztaricskai® és mtsai igazoltak. Antibakterialis spektruma gyakorlatilag megegyezik a
vankomicinével, igy hamarosan (1956-57) bekeriilt a klinikai gyakorlatba. 1960-ban
Gangarosa'” kutatocsoportja nyulakon végzett kisérletekkel kimutatta, hogy az antibiotikum a
terapiashoz kozel es6 koncentracidoban trombocitopéniat és hipofibrinogenémiat okoz. In vitro
vizsgalataik soran kideriilt, hogy a risztocetin a vérlemezkéket koagulalja, makroszkopikus
kicsapodasokat hoz létre. 1960-ban igy kikeriilt a terapiabol. Howard és Firkin'® fedezte fel,
hogy a risztocetin nem okoz aggregaciot a vérzékenység egy specidlis formajanal.
Megfigyelték, hogy a von Willebrand-korban szenvedd betegek esetében nem miikodik a
risztocetin-indukalta trombocita-aggregaci6. A risztocetint még ma is hasznaljdk ezen

betegség gyors kimutatasara, ami kiilonosen miitéti beavatkozasok elott rendkiviil fontos.
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9. abra A risztocetin szerkezete
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A risztocetin a glikopeptid antibiotikumok III. tipusdba sorolhat6 (9. abra). Az aglikon egy
risztomicinsavbol, egy vankomicinsavbdl és egy aktinoidinsavbol épiil fel. Ez utdbbi fenolos
hidroxilcsoportjdhoz egy o-D-manndz, a 6-os aminosav alifas OH-csoportjdhoz o-L-
risztézamin (3-amino-2,3,6-tridezoxi-a-L-ribohexopirandz) kapcsolodik. A 4-es aminosavat
egy tetraszacharid glikozilezi, ami a-D-arabin6zbdl, a-D-manno6zbol, B-D-gliikkdzbol és a-L-
ramnozbol 4all. A szerkezet-hatds Osszefiiggések tanulmanyozésa soran a kutatok azt
feltételezték, hogy a C-terminalis metoxi-karbonil-csoportja és a fenolos hidroxilcsoportok'
mellett a hetero-tetraszacharid oldallanc L-ramno6za hozhat6é Osszefliggésbe az antibiotikum
trombocita-aggregacids tulajdonsagaval. Ez utobbit Williams'> és mtsai egyértelmiien
bizonyitottdk, amikor is naringendz enzimmel szelektive lehasitottdk a ramnozt. A kapott

szarmazék nem aggregalta a vérlemezkéket.
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1.3. A bakterialis sejtfalszintézis'®

Az antibakteridlis vegyiileteket négy csoportba sorolhatjuk aszerint, hogy hogyan fejtik ki
hatasukat. gy megkiilonboztetiink sejtfalszintézist gatld, a bakterialis fehérjeszintézist
blokkol6, a DNS-replikaciot gatlo, valamint egyéb mechanizmus szerint hatd
antibiotikumokat. A glikopeptidek az elsd csoportba tartoznak. Ahhoz, hogy
hatasmechanizmusukat és a veliik szemben kialakuld rezisztenciat megértsiik, elengedhetetlen
a bakterialis sejtfalszintézis ismerete.

A baktériumokat szerkezetiik alapjan két nagy csoportra oszthatjuk: Gram-pozitiv és Gram-
negativ baktériumokra. Az elkiilonitésre szolgald eljards az Gn. Gram-szerinti festés, ami
soran az elébbiek kristalyibolya/joéd-oldat kezelés hatdsara lila szinlire festddnek, mig az
utobbiakbol ez a festék alkohollal kimoshatd és a masodik, fukszinnal valo festés utan piros
szinnel latszodnak a mikroszkép alatt. Az eltérd festddés hatterében a baktériumsejtet a
kiilvilagtol elhatarold6 membran és a peptidoglikdn (PG) szerkezetbeli kiilonbsége all. A
Gram-negativ baktériumok egy belsé membrannal, egy relative vékony PG réteggel és egy
kiils6 membrannal rendelkeznek, mig a Gram-pozitivokndl ez utdbbi hianyzik, viszont a
peptidoglikan sejtfal tobb rétegii és joval vastagabb.

A peptidoglikan fal poliszacharid lancokbdl all, amely véltakozva N-acetil-D-gliik6zaminbol
€s N-acetil-muraminsavbol (olyan N-acetil-gliikozamin, amelyhez 3-as helyzetben egy tejsav
kapcsolodik éterkotéssel) éptil fel. Az utobbi komponens egy pentapeptid oldallancot
tartalmaz, amelyek kozott keresztkotések jonnek létre, kialakitva a PG stabil szerkezetét. A
bakterialis sejtfal 1étfontossagli a mikroorganizmus szdmara, ugyanis hidnya vagy tokéletlen
szerkezete esetében nem képes ellendlni az ozmotikus nyomasnak (ami akar 25 atmoszféra is
lehet) és a baktériumsejt lizise kovetkezik be. A peptidoglikan sejtfal bioszintézise harom
fazisra oszthatd aszerint, hogy hol mennek végbe az enzimatikus 4talakitasok. Igy
megkiilonboztetiink  citoplazmatikus, membranhoz kotétt és  extracitoplazmatikus
folyamatokat. Ezek alaposabb megismerése marcsak azért is lényeges, hiszen szdmos
antibiotikum — koztiik a glikopeptidek is — valamely 1épés blokkolasaval fejti ki antibakterialis

hatasat.
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1.3.1. Citoplazmatikus fazis

Ebben a fazisban megy végbe a PG ¢épitékdvének, a diszacharil-pentapeptidnek a
bioszintézise. A PG réteg murein néven is ismert (ez a gorog eredetili szo falat jelent), innen
szarmazik a folyamatban részt vevd enzimek és az oket kodolo gének elnevezése MurA-G
illetve murA-G. A bioszintézis gliikozamin-1-foszfatbdl indul, amelynek N-acetilezését, majd
uridinnel valé kapcsolasat egy bifunkcids enzim, a GlmU végzi. Az N-acetil-muraminsavva
torténd transzformacidért a MurA ¢és MurB enzimek a felelések. MurA foszfoenol-piruvatot
(PEP) hasznalva koszubsztratként egy 3’-O-enolpiruvil-éter kotést alakit ki egy szokatlan
addicios/eliminécios folyamatban. Az UDP-N-acetil gliikozamin (UDP-GIcNAc) 3’°-helyzetii
OH-csoportja a PEP kettéskotésére addicional regio- és sztereospecifikusan a C,-re, majd az
enzimkatalizis masodik lépéseként egy HPO,* eliminacidjaval 1étrejon egy enoléter-
szamazek, amelynek kettdskotését MurB redukalja NADPH felhasznalasaval, kialakitva egy

tejsav-éter tipusu intermediert az UDP-N-acetil-muraminsavat (UDP-MurNAc).

Hi:lio
PEP o B B
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HO  NHAc
UDP-GIcNAc
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OH
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10. abra Az UDP-N-acetil-muraminsav bioszintézise
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MurC, D ¢és E enzimek rendre az L-alanin, D-glutaminsav ¢s (L-L-a-g)-mezo-
diaminopimelinsav (vagy L-lizin) beépiiléséért feleldsek, létrehozva az UDP-N-acetil-
muraminsav-tripeptid szerkezetet. Az enzimek az amidkotés kialakitasahoz egy ATP
molekulat hasznalnak fel, 1étrehozva egy acil-foszfat tipusu vegyes anhidridet, amely a soron
kovetkezO aminosav aminocsoportjat acilezi meg. MurE egy izopeptidkotést alakit ki, mivel a
D-glutaminsavnak nem az a-, hanem a y-helyzetli karboxilcsoportja acilezi a mezo-diamino-

pimelinsav egyik aminocsoportjat.
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L-alanin

~

ATP ADP+Pi

UDP-MurNAc

ATP
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/ D-glutaminsav
ADP+Pi
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N

ADP+Pi ATP

UDP-MurNAc-tripeptid

11. abra Az UDP-N-acetil-muraminsav-tripeptid bioszintézise
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A citoplazmatikus fézis befejezéseként MurF egy D-Ala-D-Ala dipeptidet kapcsol, az
el6zéekhez hasonléoan egy ATP-t fogyasztva, s igy létrejon az UDP-N-acetil-muramil-
pentapeptid. A dipeptid szintézisét egy piridoxal-foszfat dependens racemdz végzi, amely L-
alaninbdl D konfiguracigjut készit, mig a két D-alanin 6sszekapcsolasat egy ATP fliggd enzim,

a D-alanil-D-alanin ligaz (Ddl) hajtja végre.
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UDP-MurNAc-tripeptid UDP-MurNAc-pentapeptid

12. abra Az UDP-N-acetil-muramil-pentapeptid bioszintézise

20



0

undekaprenil-
foszfat

L-Ala
v-D-Glu
DAP
D-Ala
D-Ala

UDP-MurNAc-pentapeptid

MurG
UDP-GIcNAc

L-Ala
v-D-Glu
DAP
D-Ala
D-Ala

Lipid |

13. abra A lipid II kialakitasa
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1.3.2. Membranhoz kotott folyamatok

Egy transzlokdz enzim, a MraY hatdsdra az N-acetil-muramil-pentapeptid egység a
vizoldékony UDP hordozorol atkeriil egy szokatlan membranalkotora, az 55 szénatomos
undekaprenil-foszfatra. Egy UMP molekula kihasadasaval egy pirofoszfat hid jon 1étre a
muramil-pentapeptid és a membranba adgyazott Css lipid kdzott. Az igy képzddott intermedier
lipid I néven ismert. Ezt kdvetéen a membran belsé felszinéhez kotott transzglikozilaz enzim
(MurQG) a-1,4-glikozidos kotést alakit ki a lipid I muraminsav 4-es helyzetti OH-jat N-acetil-
D-gliilkézaminnal glikozilezve (a glikozildonor az UDP-N-acetil-glilk6zamin). Az igy 1étrejott
lipid-diszacharil-pentapeptid neve lipid II. Ez, a baktérium sejtfalanak épitékove,
transzlokacioval atkeriil a citoplazma membran belsd felszinérdl a periplazmatikus / kiilsé
feltiletére, ahol a transzglikozilacids €s transzpeptidacios folyamatokba bekapcsolodva részt

vesz a stabil peptidoglikan réteg kialakitasaban.

1.3.3. Extracellularis folyamatok

Az 55 szénatomos lipid farok révén a diszacharil-pentapeptid egység membranba
kihorgonyzott allapotban van ¢és igy konnyen hozzaférhetd a membranhoz kotott
transzglikozilaz és transzpeptidaz enzimek szamdra. (Vannak bifunkcids enzimek is, amelyek
diszkrét transzglikozildz ¢és transzpeptidaz doménnel rendelkeznek.) A transzglikozilaz
(TGaz) enzim hasitja a lipid II muramil egységének C;-O-PO; kotését €s egyuttal tjabb
diszacharil-pentapeptid egységgel glikozilezi a novekvd glikdn-lanc termindlis N-acetil-
gliilkozaminjanak 4-helyzetli OH-csoportjat. A szabadda valo Css lipid-pirofoszfat megfeleld
transzportfolyamattal visszakeriil a membran bels6 felszinére. A membranhoz kotott foszfataz
hidrolizalja a pirofoszfat-részt és a Css lipid-foszfat ujra alkalmas lesz a lipid I kialakitasara,
amely lipid II-vé alakulva és transzlokdlodva a membran kiilsé felszinére egy ujabb

diszacharil-pentapeptid ~ molekulat  szolgaltat az  ¢éplild  peptidoglikan-lanchoz.
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16. abra A transzpeptidacié masodik 1épése — a peptid-keresztkotés kialakulasa
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Az igy létrejott glikdn-lancok kozotti keresztkotéseket a transzpeptidaz (TPaz) enzimek (vagy
a bifunkcios enzimek transzpeptiddz doménjei) hozzdk létre; ezeket masnéven PBP-nek
(penicillin binding protein) is nevezik utalva arra, hogy igen erdsen képesek kdtni a penicillint
vagy kefalosporint, amelyek ezaltal inaktivaljak az enzimet. A peptid-keresztkotések
kialakitasanak elso 1épéseként az enzim eldszor hasitja a 4 €s 5 D-alanin kozotti peptidkotést,
aminek sordn egy D-alanin szabadda valik és létrejon egy O-acil-transzpeptiddz, amely az
acilcsoportot aktiv formédban tartalmazza az enzim szerin oldallancanak OH-csoportjdhoz
kapcsolodva.

Az egyszerli peptidazoknal (amelyek a fehérjék hidrolizisét végzik) egy vizmolekula
regeneralja az enzimet, a transzpeptiddz esetén azonban nukleofilként a szomszédos
pentapeptid oldallanc mezo-diamino-pimelinsav vagy lizin a-helyzetli aminocsoportja szolgal
€s az enzim ugy regeneralddik, hogy kozben egy peptid-keresztkotés jon létre. Meg kell
jegyezni, hogy egyes Gram-pozitiv baktériumok transzpeptidazai nem kozvetleniil kapcsoljak
Ossze az egyik peptid oldallanc 4-helyzetli alaninjat és egy madasik mezo-DAP vagy lizin
rész¢ét, hanem egy pentaglicin egységen keresztiil. A biotranszforméciéo azonban mindkét
esetben ugyanazt a célt szolgalja: keresztkotésekkel erdsiti meg a baktérium peptidoglikéan
sejtfalat, ami ebben a formaban mar képes lesz ellendllni az ozmotikus nyomasnak ¢és

megvédeni a baktériumot a lizistol.
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1.4. A glikopeptid tipusii antibiotikumok hatasmechanizmusa'’

1961-ben Reynolds'® és Jordan'® voltak az els6k, akik beszdmoltak a vankomicin Gram-
pozitiv baktériumokra kifejtett szaporodast gatldo hatdsarol. Két évvel késobb Wallace és
Strominger® risztocetinnel végzett kisérletei hasonld eredményt hoztak és megallapitottak,
hogy ezen antibiotikum csalad elsédleges tdmadaspontja a baktériumok sejtfal-bioszintézise.

21,22

A tovabbi kutatasok révén fény deriilt a hatds molekularis alapjaira: Nieto és Perkins a

vankomicin antibakteridlis hatasat azzal magyaraztak, hogy az képes specifikusan kétddni a
bakterialis sejtfalprekurzor UDP-N-acetil-muramil-pentapeptidhez. Ezt késébb a Williams>**
¢s munkacsoportja altal végzett magneses magrezonancia-spektroszkopia vizsgélatok is
alatdmasztottak, amikor is az antibiotikum és kiilonb6z6 acil-D-alanil-D-alanin terminalissal
rendelkezd peptidanalogok kozott kialakult erds, nem kovalens kdlcsonhatasrol szadmoltak be.
A glikopeptid tipusu antibiotikumok nincsenek hatassal a Gram-negativ baktériumokra, mivel
nem képesek athatolni azok kiils6 membranjan és igy eljutni a PG-szintézis helyszinére a
periplazmatikus térbe. Kivalo aktivitastiak azonban szdmos Gram-pozitiv torzzsel szemben,
mint a staphylococcusok, streptococcusok ¢és enterococcusok. Hatdsukat nem a
sejtfalépitésben részt vevo transzglikozilaz vagy transzpeptiddz kozvetlen gatlasan keresztiil
fejtik ki, hanem 0gy, hogy ezen enzimek szubsztratjdul szolgdld diszacharil-pentapeptid
terminalis D-alanil-D-alaninjaval kdlcsonhatasba 1épve azt mintegy kehelyszertien koriildlelik
¢s igy az enzim nem képes hozzaférni. Az antibiotikum molekula kapcsolodhat a
keresztkotéseket még nem tartalmazéd peptidoglikan-lanc peptid oldallancahoz vagy a lipid 11
azonos végéhez. Ez utdbbi az Gn. lipoglikopeptidekre jellemzd, amelyek lipofil oldallancuk
révén képesek kihorgonyzodni a membran felszinén és a kialakitott H-hidas komplex révén
nemcsak a transzpeptiddz, de a transzglikozildz enzim mitkodését is gatolni — ez kiillondsen a

bifunkcios nagy molekulatomegii PBP-k esetén valosul meg.
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17. abra A glikopeptid tipusi antibiotikumok hatismechanizmusanak sematikus abrazolas

A kapcsolat 6t hidrogén-hid segitségével valdosul meg a sejtfalprekurzor terminalis két
alaninja és az antibiotikum molekula kozott (18. dbra). A masodlagos kotés kialakitdsdban a
glikopeptid 2, 3, 4 és 7 aminosav amidkotésben 1évé NH-csoportja, valamint a 4-es karbonilja
vesz részt, de a molekula tobbi részének is nagy szerepe van a kotddés 1étrejottében €s igy az
antibakterialis hatasban. A sejtfalprekurzor €s az antibiotikum kolcsonhatdsanak erdsségét,
vagyis a komplex disszocidcids allandojat nagyban befolyasolja a glikopeptid molekula
dimerizacios képessége. Williams €s mtsai kimutattdk, hogy az antibiotikum madasodlagos
kotderokkel 1étrehozott dimerjei sokkal erdsebben kotddnek a peptid-rész terminalisdhoz,
mint a monomerek, ezért minél inkadbb hajlamos egy glikopeptid-szarmazék a dimerizaciora,
annal erdsebb kapcsolatot tud kialakitani a sejtfalprekurzorral, s igy annal jobb antibakterialis
aktivitast mutat. Ezt a tényt kihasznalva szdmos kovalens vankomicin-dimert allitottak eld és
tanulmanyoztak hatidsat vankomicin-rezisztens torzsek esetén. (Részletesebben lasd a

,,Glikopeptid antibiotikumok félszintetikus modositasa” cimi fejezetet!).
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18. abra A sejtfalprekurzor és az antibiotikum ko6zott kialakulé kélcsonhatas
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1.5. A glikopeptid antibiotikumokkal szembeni rezisztencia®

A glikopeptid antibiotikumok gyogyészati alkalmazasa mintegy Gtven évre tekint vissza. A
vankomicint és a risztocetint az Otvenes €vek végén kezdték el hasznalni, am az utobbit
okozza). A vankomicin jelentdsége 1980 utan ndtt meg, amikor is egyre nagyobb szdmban
jelentek meg meticillin- illetve meticillin-oxacillin-rezisztens staphylococcus torzsek és
ezekkel szemben egyediili fegyver a vankomicin volt az orvosok kezében. 1988-ban
Europaban bekeriilt a klinikai gyakorlatba a teikoplanin. A megndvekedett vankomicin-
felhasznalds, valamint a szintén glikopeptid tipusti avoparcin mezdgazdasagi alkalmazasanak
hatasara 1989-ben megjelentek az elsé vankomicin-rezisztens enterococcusok, késébb pedig
mar vankomicinre és teikoplaninra egyardnt rezisztens torzseket is izolaltak az Egyesiilt

Allamokban nozokomialis fertézések kapcsan.
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/

19. abra Az antibiotikum és a megvaltozott szerkezetii sejtfalprekurzor kozotti kolcsonhatas
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Az enterococcusok kevéssé veszélyes patogének, mint a staphylococcusok, de tekintettel arra,
hogy ezek a rezisztencia-gének plazmid eredetlieck, ezért azokat konnyen atadhatjdk mas
baktériumoknak. Ok maguk is veszélyesek lehetnek immunszupresszalt allapotban, gyakran
okozhatnak endokarditiszt, hagyuati fert6zést katéter haszndlatakor, szisztémds fert6zést
dializis esetén vagy kemoterapia okozta fehérvérsejtszam-csokkenéskor. A rezisztens
enterococcusok kozott haromféle fenotipust kiilonboztethetiink meg: VanA, VanB és VanC.
A rezisztencia mechanizmusat tekintve mindharomban ko6z6s az, hogy a szokdsos
sejtfalprekurzor szerkezete megvaltozik, ezaltal az antibiotikum k&tddésének erdssége
lecsokken, s igy nem lesz képes gatolni a transzpeptidaz ¢és transzglikozilaz enzimek
miikddését. A VanA és VanB fenotipus esetén a valtozas abban 4ll, hogy mig normal esetben
a diszacharil-pentapeptid terminalisa D-alanil-D-alanin, addig a vankomicin-rezisztens
torzsekn¢l ez D-alanil-D-tejsavra valtozik, aminek kovetkeztében az antibiotikum-
sejtfalprekurzor komplexet stabilizalé H-hidak szama eggyel csokken, ami a kétddés 1000-
szeres meggyengiilését okozza. VanC fenotipus esetén D-alanil-D-szerin lesz a terminalis.
Ekkor megmarad ugyan az 6t H-hid, viszont a szerin hidroximetil-csoportja nem enged olyan
szoros illeszkedést a vankomicinnel, mint az eredeti alanin megfeleld metilje. A kotéserdsség
ennél a rezisztenciatipusnal csupan csak a tizedére csokken. A VanA és VanB tipusu
rezisztencia plazmidhoz kotott, indukélhato és atadhatd, mig a VanC fenotipus, ami sokkal
ritkabb (E. gallinarum torzseknél talaltak ilyet), csak néhany esetben indukalhatd és nincs
lehetség transzfekciora. A VanA és VanB kozott az a kiilonbség, hogy az utobbi csak
vankomicinnel, mig az elsé teikoplaninnal szembeni ellenallé képességet is okoz. A
rezisztenciaért 5 gén illetve annak terméke, 5 fehérje felelds: VanS, VanR, VanH, VanA /
VanB és VanX. VanS egy transzmembran fehérje és a glikopeptid periplazmatikus térben
valdé megjelenését érzékeli. A sejtmembran belsé felszinén taldlhatdé a hisztidin-kinaz
doménje, ami VanR-t annak N-terminalisan foszforilezve olyan valtozast idéz el a fehérje

szerkezetében, hogy annak C-terminalis DNS-k6td doménje képes lesz a DNS megfeleld

crer
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foszforilezett
VanR
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—|——[ vanH ]—[ vanA H vanX )7

20. abra A rezisztenciaért felelés gének indukalédasa és hatasuk

A VanH egy piruvat-dehidrogendz, amely D-tejsavat szintetizal. A VanA ezt hasznalja fel a D-
alanil-D-tejsav eldallitasdhoz. A MurF ugyantugy képes ezt az UDP-muramil-tripeptidhez
kapcsolni, mint a D-alanil-D-alanint. Azt, hogy féleg a D-alanil-D-tejsav termindlissal
rendelkezd diszacharil-pentapeptid keletkezzen, a VanX mitkodése segiti. Ez az enzim egy D-
alanil-D-alanin dipeptidaz, amely a D-Ala-D-Ala ligazzal konkuralva hasitja a dipeptidet és ez
azt eredményezi, hogy a MurF szubsztratjaként gyakorlatilag csak D-alanil-D-laktét lesz jelen,
D-alanil-D-alanin pedig egyaltalan nem. A PG sejtfal keresztkotéseinek kialakitdsat végzd
transzpeptidaznak a modositott terminalissal rendelkezd prekurzor is tokéletes szubsztratja, és
mivel a pentapeptid 5. aminosava tgyis lehasad a keresztkotés kialakitasa soran (fiiggetleniil
attol, hogy az D-alanin vagy D-tejsav), igy teljesen azonos PG réteg keletkezik.

Erdekes megemliteni, hogy a glikopeptid antibiotikumokat termeld torzseknél ugyanez a
mechanizmus latja el az onvédelmi funkciot, megakadalyozvan, hogy az adott torzs sajat

»fegyvere” aldozatdul essen.
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21. abra A rezisztenciaért felelés enzimek miikodése — a modositott UDP-MurNA c-pentapeptid
bioszintézise
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1.6. Glikopeptid antibiotikumok félszintetikus modositasa

A staphylococcus ¢€s enterococcus torzsek korében az 1980-as évek végétdl kezdve egyre
gyakrabban bukkant fel a vankomicinnel szembeni rezisztencia, ami a kutatokat arra
0sztondzte, hogy kiillonbozo kémiai és / vagy enzimatikus atalakitasokkal olyan félszintetikus
glikopeptideket allitsanak eld, amelyek hatasosak ezen ellenallo Gram-pozitiv baktériumokkal
szemben. Ezek a szintetikus modositdsok harom csoportra oszthatok:
1. Az anyavegyiilet integritasit megtartva, hozza kiilonbozé molekulakat
kapcsolnak.
2. A gylrls peptidvaz szerkezetét megbontva, majd Gjraépitve, 1j aminosav(ak)at
épitenek be.

3. Bi- és multivalens vegyiileteket hoznak 1étre.

1.6.1. Az 1. tipusu atalakitasok

Az 1. tipusba tartozé mddositasok olyan valtoztatasokat jelentenek, amelyek a kotdzsebet (ti.
a D-Ala-D-Ala terminalis és az antibiotikum ko6zotti H-hidak kialakitasaban szerepet jatszo
molekularész) nem érintik, de indirekt mdédon mégis befolyasoljadk az aktivitast. Ilyen a
szénhidrat-rész atalakitasa, eltavolitasa, az N- illetve C-terminalis modositasa, valamint a

hidroxilcsoportok derivatizalasa.

1.6.1.1. A szénhidrat-rész modositasa

Habar a hatas kialakuldsaban, a bakterialis sejtfal prekurzor D-Ala-D-Ala termindlisahoz vald
kotédésben a glikopeptid antibiotikumok szénhidrat-részei kézvetleniil nem vesznek részt,
mégis befolyasoljak az antibakteridlis spektrumot, a fizikokémiai tulajdonsadgokat. Hogy ez a
hatads nem is olyan kis mértékii, az rogton kitlinik, ha 6sszehasonlitunk harom, gyakorlatilag
azonos peptid alapvazzal rendelkezd szarmazékot a risztocetint, teikoplanint és a parvodicint
(A 40,926). A risztocetin (2. abra) a tetraszacharidja révén igen jo vizoldékonysaggal és
hidrofilitassal rendelkezik, ugyanakkor antibakterialis aktivitdsa egy nagysdgrenddel elmarad

a masik két szarmazéké mellett.?
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A teikoplanin (2) és a parvodicin (5) az Gn. lipoglikopeptidek koz¢é tartozik, ami azt jelenti,
hogy a 4. aminosavat egy olyan aminocukor glikozilezi, amelynek aminocsoportjat egy
zsirsav (10 szénatomos) acilezi. A két antibiotikum staphylococcus €s enterococcus ellenes
aktivitasa kozel azonos, am a parvodicin tobb mint 30-szor aktivabb Neisseria gonorrhoea-
val szemben, ami valoszinlileg annak koOszonhetd, hogy az acilamido-cukor itt egy N-
acilamino-gliikuronsav, mig a teikoplaninnal N-acil-gliik6zamin (22. abra).

A szénhidrat-rész antibakteridlis aktivitasra kifejtett hatasat mutatja a vankomicin és a
kloreremomicin (A82846B) példaja is. A két vegyiilet peptid része teljesen azonos, az utobbi
azonban a diszacharid mellett plusz egy aminocukrot (4-epivankdzamin) tartalmaz, ami a 6-os
aminosav P-hidroxilcsoportjat glikozilezi (23. abra). A kléreremomicin lényegesen jobb
antibakterialis aktivitdsa azzal magyardazhatd, hogy a 6. aminosavhoz kapcsolodo 4-
epivank6zamin segiti az antibiotikum dimerré szervezddését, ami ismert, hogy erdsebb
kotédést tesz lehetvé a glikopeptid és a bakterialis sejtfalprekurzor kozott.”” Erdekes, hogyha
a vankomicinr6l szelektive lehasitjuk a vankézamint (- 15 °C-on TFA-val®™), akkor az
antibakterialis aktivitds 6todére csokken, mig a teljes diszacharid eltavolitasdval kapott

aglikon hatasa 6sszemérhetd az anyavegyiiletével.
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N-acil-glikézamin

N-acil-glikuronsav

22. abra A teikoplanin (2) és a parvodicin (5) 6sszehasonlitisa
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Malabarba ¢és mtsai szisztematikusan tanulmédnyoztdk a szénhidrat-rész antibakterialis
aktivitasra kifejtett hatasat teikoplanin esetében. Megéllapitottak, hogy az N-acil-gliikkozamin
eltavolitasa csokkenti az aktivitast, kiilondsen streptococcus és enterococcus torzsek esetében.
In vitro vizsgélatokban az aglikon hasonloan jonak bizonyult, mint az anyavegyiilet, &m az N-
acil-glikozamin kedvezd farmakokinetikai hatasat (hosszu féléletidé) mutatja, hogy in vivo

tesztekben a teikoplanin mar sokkal hatasosabb volt.

cHy
«NH
H
CH;
CHj
vankomicin (1) Ry =0OH Ry=Rz=H
HO
H,C
kléreremomicin (6)  Rq=H R, = OH Ry= °

23. abra A vankomicin és a kloreremomicin 6sszehasonlitasa

A kotdzseb kozelében elhelyezkedd mannodz eldsegiti a D-Ala-D-Ala terminalishoz vald
kotodést, ugyanakkor érdekes, hogy eltavolitasaval ndvekedett a teikoplanin koaguldz-negativ
staphylococcusokkal szembeni aktivitasa.” Mig az N-acil-gliikdzamin és a mannoz hatésa a
teikoplanin fizikokémiai és bioldgiai tulajdonséagaira elég jol ismert, addig az N-acetil-
glikézamin szerepe nem teljesen tisztdzott. Reduktiv koriilmények kozotti eltavolitdsaval
megvaltozik az 5, 6, 7 aminosavak altal kialakitott gylirii konformécioja. A teikoplanin
kiilonb6z6 amidjait vizsgdlva az az eredmény sziiletett, hogy az N-acetil-gliikdzamin

eltavolitasaval a staphylococcus €s E. faecalis torzsekkel szemben mutatott aktivitds csokken,
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de a vanA-pozitiv torzsek esetén javul. A legjobb hatdsu a poliaminnal képzett amid-
szarmazék, amelynek S. epidermidis és S. pyogenes torzsekkel szembeni aktivitdsa két
nagysagrenddel megnoétt, ha az N-acetil-gliikozamint eltavolitottdk a molekularél. Felmeriil a
kérdés, hogy a glikopeptid-rezisztens (vanA-pozitiv) baktériumok esetén mutatott javulas az
acetil-gliikozamin-vesztésnek vagy a benzil helyzetii hidroxilcsoport hianyanak kdszonhet6.*
A parvodicin N-acil-gliikuronsav részének karboxilcsoportjat redukalva ¢és kiilonbozd
aminokkal a C-terminalison a megfeleld amidokat kialakitva olyan N-acetil-gliikkozamin
mentes teikoplanin karboxamid-szarmazékokhoz jutunk, amelyek a 6. aminosavon f-
helyzetben OH-csoportot tartalmaznak. Ezek antibakterialis aktivitasa legalabb olyan jo, mint
azoké, amelyekrél hidnyzik ez a benzil helyzetii hidroxilcsoport’' (leszamitva azok kiugréan
magas S. epidermidis és S. pyogenes aktivitdsat), ami azt erésiti meg, hogy nem a benzil
helyzeti OH-csoport a meghatdrozd, hanem az N-acetil-glilkozamin hianya fokozza a
rezisztens E. faecalis szembeni aktivitast. Legalabbis ami az N-acil-glilkézamint tartalmazé
karboxamidokat illeti (a sajat szdrmazékaink més eredményt mutattak).

Az aminocukor modositasanak hatasat tanulmanyozandé Nagarajan®® és mtsai sokféle
szarmazékot allitottak eld vankomicinbdl és kloreremomicinbdl kiindulva. Az otletet a
teikoplanin adta, amelynek N-acil-gliikbzamin része ismerten igen kedvezden befolyasolja az
antibakterialis aktivitast. Alifas és aromas karbonsavak 2,4,5-triklor-fenollal készitett aktiv
¢szterét hasznalva a vankomicinb6l haromféle terméket kapunk: a vankozamin
monoacilezésével (al), a leucin aminocsoportjdnak acilezésével (a2) €és a diacilezéssel (a3)
keletkezett szarmazékokhoz jutunk (24. abra). A kiilonb6zo termékek antibakteridlis tesztjei
alapjan megallapithatd volt, hogy a leghatdsosabb a vank6zaminon monoacilezett (al)
szarmazEék volt, a diacil (a3) mutatta a legkisebb aktivitast, az acilezd agens szempontjabol
pedig az aromésok bizonyultak jobbnak az alifasokkal szemben, am egyik modositds sem
ndvelte szamottevéen a vankomicin hatdsat.”> A kapott eredményeket felhasznalva
elkészitették a vankomicin alkilezett szarmazékait kiilonféle aromas aldehidek (4-klor-
benzaldehid, 4-fenil-benzaldehid, 4-p-klorfenil-benzaldehid) és NaCNBHj3 felhasznalasaval.™
A reduktiv alkilezés (24. abra) szintén harom fajta terméket (bl, 2, 3) eredményezett, és az
acilezettekhez hasonloan itt is a vankdzaminon alkilezett volt a leghatasosabb, de ez mar 50-

.y, .. . 32
szer felilmulta a vankomicint rezisztens enterococcusokkal szemben.
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24. abra A vankomicin acilezése (a) és alkilezése (b)
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A kivalo aktivitasadatokon felbuzdulva a kutatok kléreremomicinen (6) is elvégezték a fenti

modositasokat (25. dbra).
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25. abra Az oritavancin (7) szintézise
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A reduktiv alkilalast bonyolitotta a molekulan 1év6 plusz egy aminocukor (a 6. aminosavhoz
egy 4-epivankozamin kapcsolodik) és ennek megfelelden hétféle termék keletkezhet™ A
diszacharid aminocsoportjanak 4-p-klorfenil-benzilezett szarmazéka 100-szor hatdsosabbnak
bizonyult vankomicin- €s teikoplanin-rezisztens enterococcusokkal szemben, mint maga a
kloreremomicin, és ugyanakkor megdrizte kitiind staphylococcus ellenes aktivitasat. A
kezdetben csak LY333328 kodszam alatt futd vegyiilet késdbb felvette az oritavancin (7)
nevet és az FDA engedélyével 2008-ban bekeriilt a klinikai gyakorlatba az Egyesiilt
Allamokban.

Szintén az aminocukor modositisaval probalta meg Ghosh és Miller” kiterjeszteni a
glikopeptidek sziik Gram-pozitiv spektrumdt a Gram-negativ torzsekre un. sziderofor-
vankomicin konjugatumok létrehozasaval (26. abra). Spermidin alapt katechol ¢&s
hidroxamsav szarmazékokkal acilezték a vank6zamin aminocsoportjat, €s az igy kialakitott
oldallanctol azt vartak, hogy a baktériumok altal termelt természetes vas-kotd vegyiileteket
utanozva, képesek lesznek atjuttatni az antibiotikum molekulat a Gram-negativ baktériumok
kiils6 membranjan (ami a glikopeptidek szamdra kozismerten atjarhatatlan) specifikus
sziderofor-receptorokon vagy -csatorndkon keresztiil. Az antibakterialis tesztek azt mutattak,
hogy az 1j sziderofor-vankomicin konjugatumok Gram-pozitivokkal szembeni aktivitidsa egy
nagysagrenddel lecsokkent, és ha a kdrnyezet elegendd vasat tartalmazott, akkor a Gram-
negativokra egyaltalan nem hatottak. Vasszegény kozegben azonban egy hiperszenzitiv P.

aeruginosa torzs ellen kozepes aktivitas volt tapasztalhato.
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26. abra A sziderof6ér vankomicin konjugiatumok szerkezete
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1.6.1.2. Az N-terminalis modositasa

Vankomicin esetében az N-termindlis (D-leucin NH;-csoport) metilezettsége (27. abra) csak
kis mértékben befolydsolja az antibakteridlis aktivitast. Az N-demetil-vankomicin (8)
valamint a tercier (9) és kvaterner (10) nitrogént tartalmaz6 szarmazékok hatdsa gyakorlatilag

nem valtozott a vankomicinhez (1) képest.*

8 R{=R,=R;=H

1 R1=CHs;, Ry=R;=H
9 R;=R,=CHj; Ry=H
10 R;=R,=R3=CH,

27. abra Az N-terminalisan Kiilonb6z6 mértékben metilezett vankomicin-szarmazékok

A vankomicin N-termindlisa, a molekuldn meglévd szdmos reaktiv csoport (aminocukor,
fenolos hidroxil, aszparagin amid) ellenére igen nagyfoku szelektivitassal nitrozalhat6 in situ
generdlt salétromossav vagy izoamilnitrit alkalmazasdval. Ezt kovetden a vankdzamin
aminocsoportja benzilezhetd (reduktiv alkilezéssel, lasd ,,A szénhidrat-rész modositasa” cimi
fejezetet). Sajnos ez a transzformacid nem vezet igazan jO eredményre, mert mind az N-
nitrozo (11), mind pedig a benzilezett nitrozo-szdrmazék (12) antibakteridlis aktivitdsa 4-8-

szor gyengébbnek bizonyult, mint a megfelelé anyavegyiileté.*
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11 R=H

28. abra N-nitrozo vankomicin-szarmazékok

Azért, hogy megvizsgaljak, hogy az N-terminalis bazicitdsa milyen szerepet jatszik a
teikoplanin tipusti antibiotikumok hatdsmechanizmusaban, Malabarba ¢s mtsai kiilonb6z6
acilezett ¢és alkilezett szdrmazékokat allitottak eld teikoplaninbdl és annak kiilonb6zd
mértékben deglikozilezett szarmazékaibol. Ahogy az varhatd volt az N-acilezett szarmazékok
D-Ala-D-Ala kotddése tizedrészére csOkkent €s ennek megfelelden romlott az antibakterialis
aktivitas is, bar meglepd, hogy a staphylococcus és S. pyogenes elleni hatds nem valtozott. Az
N-karbamatok (Boc, Cbz) hasonloan viselkedtek.’” Kiilonb6z8 aminosavakkal (glicin, D- és L-
lizin, L-glutamin) acilezve az N-termindlist, az szintén lerontja a sejtfalprekurzorhoz vald
kotddeési képességet és ennek megfelelden az antibakteridlis aktivitast. Az acilezd aminosav
sO esetében az eldzbdek veszitettek aktivitasukbol, mig az utdobbiak megdrizték azt, feltehetden
a tovabbra is meglévd pozitiv toltésnek koszonhetéen.” A mono- vagy dialkilezés nem
befolyasolja szamottevéen az N-terminalis bazikus karakterét és ennek megfelelden
megmarad az antibakterialis aktivitas mind in vitro, mind in vivo.*® Ki kell emelni azonban az
erésen lipofil alkillancok (oktil, lauril) jelentOségét, ezek hatdsdra ugyanis egy

nagysagrenddel nétt az aktivitds az anyavegylilet teikoplaninhoz képest. (A teikoplanin N-
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termindlisanak kiilonb6zé modositasait a 29. dbra mutatja.) Az altalunk eldallitott teikoplanin-
pszeudoaglikon-szarmazékok esetében a lipofil oldallanc egy triazol gylrlin keresztiil
kapcsolodik az antibiotikum N-termindlisdhoz, ami, az acil-szarmazékokhoz hasonloan,
szintén a bazicitds elvesztésével jar, ennek ellenére mégis rendkiviil hatdsosak ezek a

vegyliletek (2.3. fejezet).

|
Acilezett szarmazékok X=H Y= Cl)—R
N-karbamatok X=H Y =COOR" Boc (R'=t-butil), Cbz (R' = benziloxi-karbonil)

Oktapeptidek X =H Y =dlicil, lizil, glutaminil

S
H
Tiokarbamidok X=H Y=C-N-R

_R
s
Izotiuréniumsok X=H Y =C=N-R

N-alkil szarmazékok X=H Y=R

N,N-dialkii X=R Y=R

29. abra A teikolanin N-terminalisanak modositasa
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1.6.1.3. A karboxilcsoport médositasa

Kiilonb6z6  primer aminokat  2-(1-hidroxibenztriazol-1-il)-1,1,3,3,-tetrametiluronium-
hexafluoro-foszfat (HBTU) jelenlétében vankomicinnel reagaltatva a megfeleld6 amid-
szarmazékokhoz jutunk 50-80 %-os hozammal. Az oldatban jol miikddd acilezést szilard
fazist technikara atvive lehetdség nyilt kombinatorikus mddszer alkalmazaséara és igy igen

r ;o . . . . . r r I L 41
nagy szdmu félszintetikus vankomicin amid-szarmazék eldallitaséara.

vankomicin

R-NH,
HBTU

O CHs
\NH
N W
H H
CHs
CHs

30. abra A vankomicin amid-szarmazékainak eloallitasa

A C-terminalis modositasat legszélesebb korben a teikoplaninon tanulmanyoztdk. A
glikopeptidek farmakodindmiai és farmakokinetikai sajatsdga és antibakteridlis aktivitasa
szempontjabol a lipofilitds és az izoelektromos pont meghatarozd. A pozitiv toltésii

vankomicin hatdrozottan aktivabb koagulaz-negativ staphylococcusokkal szemben, mint a
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negativan toltott, relative lipofilebb teikoplanin, ugyanakkor az utdbbi elénye, hogy

lényegesen hosszabb keringési féléletidovel rendelkezik.

ROH / HCI
40-50 °C

\NH2
H

Iz
@)

OH

31. abra A teikoplanin észteresitése sésavas alkohollal

Tekintettel arra, hogy a teikoplanin C-termindlisdnak moédositasa nincs hatassal a kotézseb
szerkezetére (nem befolyédsolja tehat a D-Ala-D-Ala termindlishoz vald kotddést, igy nem
rontja az antibakteridlis aktivitast), lehetdség nyilik olyan atalakitdsokra, amelyek révén a

molekula nettd pozitiv toltéssel rendelkezik, s ez nemcsak a koagulaz-negativ staphylococcus
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ellenes aktivitast novelheti, hanem kiterjesztheti a spektrumot a Gram-negativ baktériumokra
is. Teikoplanint s6savas alkoholban 40-50 °C-on reagéltatva a megfeleld észter keletkezik, am
ilyen koriilmények kozott az N-acil-gliikozamin és a mannoz is elhidrolizal és egy pszeudo-
aglikon észterhez jutunk (31. dbra).* Ha az N-terminalisan karbamat formaban (Cbz) védett
vegyliiletet metil-jodiddal észteresitjiik, akkor elkeriilheté a szénhidratok hidrolizise ¢és a
kiindulasi vegyiilettdl fiiggden (teikoplanin, részlegesen vagy teljesen deglikozilezett forma) a
megfeleld metil-észtert allithatjuk eld (32. dbra). Az antibakteridlis teszt soran a teikoplanin-
aglikon benzil-észter mérsekelt aktivitast mutatott kiilonboz6 Gram-negativ torzsek ellen. A
karboxilcsoport redukcioja (vizes etanol / NaBH,) javitotta a staphylococcusokkal szembeni
aktivitast, de az in vivo eredmények itt is, akarcsak az észterek esetében, rosszabbak voltak,
mint az anyavegyiileté.” Teikoplaninbél, teikoplanin-aglikonbol vagy a részlegesen
deglikozilezett szarmazékokbol kiilonb6z0 amidokat allithatunk eld, ha az N-termindlis
védése utan (Cbz) a karboxilcsoportot cianometil-észter formaban aktivaljuk és a megfeleld
aminnal reagaltatjuk, majd katalitikus hidrogénezéssel a véddcsoportot eltavolitjuk (32. dbra).
A teikoplaninbol képzett metil- (13) illetve hidroximetil-amidok (14) nem voltak
szignifikdnsan jobbak, mint a metil- vagy hidroximetil-észterek, de egérben vizsgalva S.
pyogenes okozta szeptikémia esetén legalabb olyan jok voltak, mint maga a teikoplanin.**
Ezek az eredmények €s az a tény, hogy az amidok lényegesen stabilisabbak, mint az észterek,
arra 6sztondzték a kutatokat, hogy szdmos amid-szdrmazékot allitsanak el teikoplaninbdl és
teikoplanin-aglikonbdl kiindulva (33. abra). A teikoplanin-amidok koziil a dimetilamino-
propilaminnal képzett szdrmazék, a Mideplanin (15) bizonyult a leghatékonyabbnak a legtobb
Gram-pozitiv baktériummal szemben nemcsak in vitro, de in vivo is.”* A teikoplanin-
aglikon amid-szdrmazékai koziil pedig két bazikus amid, egy lineéris (16) és egy elagazo (17)
poliaminnal képzett termék in vitro Gram-pozitivokkal szembeni aktivitdsa dsszevethetd volt
a Mideplaninéval; kiemelkedé azonban az aglikon-szarmazékok egészen jO Gram-negativ

aktivitasa (MIC: 0,25-8 pg / ml) — a Mideplanin csak Gram-pozitivok ellen volt hatasos.
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32. abra A teikoplanin C-terminalisanak mo6dositiasa (a konnyebb attekinthetéség kedvéért az antibiotikumot egy ellipszis szimbolizalja)
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Ez a két aglikon-szarmazék ugyanolyan mechanizmus szerint hat, mint a tobbi glikopeptid
antibiotikum, csak ezek — méretiiknél és pozitiv t6ltésiiknél fogva — képesek athatolni a Gram-
negativ baktériumok kiilsé membranjan és bejutni a periplazmatikus térbe.*” A teikoplanin
amid-szarmazékainak in vitro Gram-negativ ellenes aktivitasat a szénhidrattartalom negativan
befolyasolja, csak a teljes mértékben deglikozilezett amidok aktivak, ugyanakkor a
szénhidratok jotékony hatast gyakorolnak az in vivo aktivitasra azaltal, hogy javitjak a
vizoldékonysagot (pl. manndz) vagy lipofil oldallinc hatdsdra megndvelik a keringési
féléletidot (pl. N-acil-gliikozamin).*

Ahogy az N-terminalis esetében, gy a C-terminalis modositasa soran is eldallitottak
oktapeptideket Ugy, hogy a teikoplanin vagy aglikonjanak karboxilcsoportjaval acilezték
kiilonb6z6 aminosavak a-aminocsoportjat. Az in vitro és in vivo aktivitdsok akkor javultak
jelentdsen, ha a keletkezett karboxipeptid (oktapeptid) izoelektromos pontja 8,2 és 9,0 k6zé
esett. Meglepd volt az a tény, hogy glutaminsavval (18) és N-w-nitro-argininnel (19) képzett
szarmazékok esetén a sejtfalprekurzor analdg di-acetil-L-lizil-D-alanil-D-alaninhoz vald
kotddés 2-3-szorosara nétt, de ez nem mutatkozott az in vitro aktivitdsokban, ugyanakkor a
lizin-szarmazéknal (20) 2-3-szor gyengébb kotddést tapasztaltak, viszont szadmottevden javult
az antibakterialis hatds.” Ezek az ellentmondasos eredmények elgondolkodtatbak a
prekurzorhoz valod kotddés és az antibakteridlis hatas kozotti Osszefiiggést illetden, és akar

ujabb tamadaspont / hatdsmechanizmus lehetdségét is felvetik.
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~NH>
H

OH

Teikoplanin amid-szarmazékok:

OH
R= CHs3 13 HO,,
R3 =
CH,OH 14
HO
GHs
15
N\
H,C~ """ CH,
Teikoplanin-aglikon amid-szarmazékok:
H H
R1:R2:R3:H R = H C/\/N\/\/N\/\/NHZ 16
2
NH,
17
SN~ NH
H,C

33. abra A teikoplanin és a teikoplanin-aglikon amid-szarmazékai
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34. abra A teikoplanin C-terminalisanak modositasaval eloallitott oktapeptidek



1.6.1.4. A hidroxilcsoportok médositasa

A teikoplanin-pszeudoaglikon N-acetil-glikézaminjanak 6’-helyzetli hidroxilcsoportja
szelektive acetilezhetd jégecettel tomény sosav jelenlétében. Az igy kapott szarmazek (21) in
vitro €s in vivo aktivitasa Osszevethetd a kiindulasi teikoplanin-pszeudoaglikonéval. A
szerkezet-hatds Osszefliggések tanulmanyozasara teikoplanin-aglikon amidjainak (23) és
¢sztereinek (24) olyan szarmazékait allitottdk eld, amelyek 4-es aminosavanak fenolos
hidroxilja alkil-éter formaban volt jelen. Az eredmények azt mutattak, hogy az éterképzés
nem okoz jelentds javulast sem a sejtfalprekurzorhoz valdo kotédésben sem pedig az
antibakterialis hatasban, viszont a nagy térkitoltésti alkilcsoport csokkentette az in vitro

aktivitast és csupan a bazikus alkillancok okoztak némi javulast.”

0
.\\NHZ
H
OH
OAc
HO,,
21 X=OH R=H R'= 0
HO

NHAG

22 X=0-akil R'=H R-=alkil

23 X=NH-alki R'=H R=alkil

35. abra A hidroxilcsoport médositasa teikoplanin-pszeudoaglikon és teikoplanin-aglikon esetében
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1.6.2. A kotozseb modositasa

1.6.2.1. A klératomok szerepe

A 2. tipusu modositasok a glikopeptid molekula azon részét érintik, amely a sejtfalprekurzor
terminalis L-lizil-D-alanil-D-alaninjdhoz  hidrogén-hiddal ko&tddik, megakadalyozva a
transzpeptidaz enzim miikodését és igy a stabilizalo keresztkotések kialakuldsat a baktérium
sejtfalaban. Az 6t hidrogén-kotés 1étrehozdsdban az antibiotikum molekula 2, 3, 4 és 7-es
aminosava jatszik szerepet, de ezek mellett a kotdhely kozelében 1évo kloratom(ok) megléte
kedvezden befolyasolja a sejtfalprekurzorhoz valo kotddést és igy az antibakterialis aktivitast.
A 2-es aminosavon kloratomot tartalmazd eremomicin (A82846A), a 6-0os monoklor
regioizomer orienticin-A és a diklér-szarmazék kloreremomicin (A82846B) és a kloratomot
nem tartalmazd A82846C (36. abra) néhany enterococcus torzzsel szemben mutatott
aktivitasat Osszehasonlitva megallapitottdk, hogy a diklor-szarmazék volt messze a

legaktivabb.**

O
)
0] Hs

Y
O ¢C
H
- N \HiNj\N:LN ‘\\'\]H
H H
o o M
NH, CH

o
X
H
N
0 CH,

3

eremomicin:. X=H Y=CI
kléreremomicin: X=ClI Y =Cl
orienticin-A: X=Cl Y=H
A82846C: X=H Y=H

36. abra Kiilonb6z6 mértékben halogénezett glikopeptid antibiotikumok
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Eremomicinen végzett NMR-kisérletek azt mutattak, hogy a kloratom a glikopeptid dimerben
a két egymashoz kapcsolodo felszin kozott helyezkedik el.”” Eltavolitasa destabilizélja a
komplexet, ami megmagyarazhatja az aktivitds csokkenését azon analdogok esetében,

amelyekbdl hianyzik a halogén.”

1.6.2.2. A heptapeptid gerinc szelektiv hidrolizise

1.6.2.2.1. Edman-lebontas

Vankomicin esetében az l-es aminosav szelektive hasithaté két 1épésben (37. abra).
Fenilizotiocianattal reagaltatva tiokarbamid-szarmazék (24) keletkezik gy, hogy az N-
terminalis metilamino-csoport addiciondl az izotiocianatra, majd TFA-val kezelve a
vankomicin hexapeptid-szarmazékahoz (25) jutunk.”® Biotranszformacios titon is eléallithaté
ez a termék egy talajban é16 mikroba segitségével.”> A médositas inaktivalja a vankomicint,
am a hexapeptid N-terminélis aminocsoportjanak reacilezésével hatisos analogokat kaptak.*”
Hasonl6 moédszerrel a III és IV glikopeptid tipusba tartozé vegyiiletek esetében (pl. risztocetin
illetve teikoplanin) az 1-es aminosav nem tavolithato el, mivel egy difenil-éter hidon keresztiil
kapcsolodik a 3-as aminosavhoz. Ezen szarmazékok esetében az 1-es aminosav cseréje ugy

oldhato meg, ha eldtte a 2 és 3-as kozotti amidkotést elhidrolizaljuk (lasd késobb).

1.6.2.2.2. A 6 és 7-es aminosavak kozotti kotés hidrolizise>

Ha teikoplanint, teikoplanin-aglikont vagy részlegesen deglikozilezett szdrmazékot
izopropanol — cc. HCl 8:2 ardnyu elegyével 80 °C-on reagaltatunk, akkor két
hidrolizisterméket kapunk (38. abra). A teljes deglikozilez6dés mellett a 6,7-peptidkotés
hasadasaval diasztereomerparhoz jutunk, ami azzal magyarazhat6, hogy a 7-es aminosav D és
L konfiguracioju is lehet a hidrolizis utan. Annak ellenére, hogy ez a hasitas nem befolyasolja
a kotohely szerkezetét (1, 2, 3, 4 aminosavak altal meghatarozott), a sejtfalprekurzor analdg
dipeptidhez valé kotédés és az antibakteridlis aktivitds is tizedére csokken a teikoplanin-
aglikonéhoz viszonyitva (azért ez a kontroll, mert igy a szénhidratok szerepe kizarhat6). Ez
talan azzal magyarazhato, hogy a 6 és 7-es aminosavak kozotti kotés NH-ja az L-lizil-D-alanil-
D-alanin termindlis lizin karboxiljaval alakit ki egy hidrogén-kotést, aminek a lehetdsége a
hidrolizis-termékek esetében nincs meg, igy jelentdsen csokken a kdlcsonhatds erdssége az

antibiotikum ¢és a sejtfalprekurzor kozott.
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biotranszformacio

CgHsNCS
piridin / H,O

37. abra Az Edman-lebontas (vankomicinen)
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1.6.2.2.3. A 2 és 3-as aminosavak kozotti kotés reduktiv hidrolizise™

Teikoplanint, vankomicint, risztocetint 35 %-os vizes etanolban NaBHy-del reagaltatva a 2 és
3-as aminosavak kozotti kotés hasithatd (39. dbra). A hidrolizis sordn a 2-es aminosav
karboxilcsoportja primer alkoholld redukalédik. Ez a modositdas dramai valtozast okoz az
antibiotikum kotOhelyében. Ennek megfeleld az a tény is, hogy a 2D-s NMR spektroszkopias
mérések nem mutattak ki kolcsonhatast a modell peptid karboxilat-anionja és a 2 és 4-es
aminosavak amid NH-ja, valamint a 3-as aminosav szabad NH;-csoportja kozott sem. Az
¢észlelt gyenge interakcid, a 7-es aminosav amid NH-ja és a tripeptid lizil karbonilcsoportja
kozott jon 1étre, ami némileg megmagyarazza, hogy a kotézseb drasztikus roncsoldsa ellenére

még mindig tapasztalhaté némi antibakterialis aktivitas.

teikoplanin / teikoplanin-aglikon / teikoplanin-pszeudoaglikon

iPrOH/cc. HCI = 8/2
80 °C

~NH>
H

OH

38. abra A 6 és 7-es aminosavak kozotti kotés hidrolizise (teikoplanin-szarmazékokon)
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39. abra A 2 és 3-as aminosavak kozotti kotés reduktiv hidrolizise (vankomicinen)

1.6.2.2.4. Az 1, 2 és 3, 4-es aminosavak kozotti kotés hidrolizise™

Az N-terminalisan karbamat formajaban (Boc vagy Cbz) védett teikoplanin- €s vankomicin-
aglikonon végrehajtva az eldbbiekben bemutatott reduktiv hidrolizist, az eredmények
meglehetdsen eltérdek (40. abra). Teikoplanin-aglikon esetében az 1 és 2-es aminosavak
kozotti kotés-hasitas szelektivitasa nagy mértékben romlik, ha az olddszerelegyben emeljiik a
viz arényat, €s a vart teikoplanin-aglikon hexapeptid alkohol (26) szarmazék helyett a 2, 3
amidkotés hasadasaval keletkezd pentapeptid alkohol (27) mennyisége no.
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40. abra Az 1, 2 és 3, 4-es aminosavak kozotti kotés hidrolizise (teikoplanin-aglikonon)
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Az etanol — viz aranytdl fiiggetleniil mindig megjelenik egy melléktermék, az 1, 2 és 3, 4
kotések hasadasaval keletkezd tetrapeptid (28). A vankomicin-aglikon esetében az 1, 2
hidrolizis szelektivitdsa fiiggetlen az alkohol — viz aranyt6l. Teikoplanin-aglikonnal a
keletkezd termék fligg az alkalmazott karbamat véddcsoporttol. A Boc meglehetdsen stabilis,
Cbz alkalmazasakor azonban a reduktiv hidrolizissel keletkezd hidroxilcsoport egy lassu
intramolekularis nukleofil reakcidoban egy oxazolidinon-szarmazékot eredményez (41. dbra).
A kapott teikoplanin-aglikon hexapeptid alkohol antibakterialis aktivitasa kisebb, mint
maganak az aglikonnak, de szamottevoen jobb, mint a 2 és 3-as aminosavak kozotti kotés
reduktiv hidrolizisével kapott pentapeptid szdrmazékeé, és ez kiillonosen figyelemre mélto, ha
azt vessziik, hogy az Edman-lebontassal kapott megfelelé vankomicin-aglikon hexapeptid

teljesen elveszitette antibakterialis hatasat.

OH o]
o)
H\r\o o)
| o Y o\;']\lj
AN
o)

"
Zz

41. abra Oxazolidinon-szarmazék keletkezése a Cbz védett teikoplanin-aglikonon elvégzett reduktiv
hidrolizis soran

60



Az 1 és 2-es aminosavak kozotti kotés reduktiv hidrolizisével — annak ellenére, hogy teljesen
hatastalan vagy jelentsen rosszabb hatasu szarmazékot szolgéltat, mint a kiindulési aglikon —
fontos intermedierekhez juthatunk, amelyek N-terminalisat kiilonféle aminosavakkal
reacilezve Gjabb, jo aktivitasu vegyiileteket kaphatunk, a teikoplanin-aglikon esetében pedig,
mivel az 1 és 3-as aminosavak kozotti éterkotés megmarad, lehetéség nyilik az 1, 2, 3

aminosavak altal kialakitott gy{irQi bovitésére (1asd késobb).

1.6.2.2.5. A 3-as aminosav epimerizaci6ja>

A kotézseb kialakitasaban lényeges szerepet jatszo 3-as aminosav természetes S
alkalmazva szobahOmérsékleten az epimerizacid 1-2 ora alatt gyakorlatilag teljesen
végbemegy) a 2, 3 amidkotés 180°-kal elfordul, ami a kotéhely szerkezetét tonkreteszi,
kovetkezésképpen a molekula elveszti a sejtfalprekurzorhoz valo kotddés képességét és ennek
magyarazhaté a 2, 3 aminosavak kozotti kotés reduktiv hidrolizissel valo hasitdsaval nyert

teikoplanin-szarmazékok nagy mértékli aktivitas-csokkenése is.

1.6.2.2.6. Az 1, 2, 3 aminosavak altal alkotott gyiiri bévitése™

Ahogy mar arrdl az 1.6.2.2.4. alfejezetben is sz6 volt, az N-terminalisan karbamat formaban
(Boc) védett teikoplanin-aglikon reduktiv hidrolizisével nyert termék tovabbi atalakitdséval
olyan szarmazékhoz juthatunk, amelynél az 1, 2, 3 aminosavak alkotta gytirirendszer boviil.
A reduktiv hidrolizissel kapott intermedier szabad NH;-csoportjat (2-es aminosav
aminocsoportja) bromecetsav-kloriddal (n=1) vagy brompropionsav-kloriddal (n=2) Schotten-
Baumann szerint acilezve, majd a véddcsoportot (Boc) TFA-val eltavolitva, a kapott
koztitermékek K,CO; hatdsira DMF-ban egy intramolekularis nukleofil szubsztitacids
reakcioban ciklizalnak (42. abra). A kapott termékek aktivitisa nagysagrendekkel kisebb,
mint a teikoplanin-aglikoné, ami azt mutatja, hogy a gytiribovités negativan befolyasolja az

antibakterialis hatast.
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42. abra Az 1, 2, 3 aminosavak altal alkotott gyiiri bovitése
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1.7. Dimér és multimér glikopeptid antibiotikumok

Williams™® és mtsai a glikopeptideken végzett szisztematikus vizsgalataik soran
megallapitottak, hogy vizes kozegben a vankomicin alacsony dimerizacios éallanddja tobb
nagysagrenddel megndvekszik, ha a mintdhoz D-alanil-D-alanin terminalist tartalmazé
peptidet adnak. Ugyanakkor felismerték azt a tényt, hogy a méasodlagos kotderdkkel 1étrejott
vankomicin-dimerek sokkal nagyobb affinitdst mutatnak ligandumukkal szemben, mint a
monomer antibiotikum. A legijabb eredmények alapjan a ligandum nemcsak hogy dimerek
kialakulasat segiti, hanem ezek a dimerek képesek szupramolekularis formava szervezddni,
amelynek létezését Axelsen’’ és mtsai gélpermeacios kromatografia, dinamikus fényszoras-
fotometria és rontgenkrisztallografids vizsgalatokkal is igazoltdk. Ez a mechanizmus még
szamottevlbb a dimerizacidra er8sen hajlamos eremomicinnél és kloreremomicinnél®,
ugyanakkor a teikoplanin esetében nem tudtak dimerizacidés konstanst meghatarozni, itt
feltételezhetd, hogy a kivald antibakteridlis hatas a lipofil oldallincnak koszonhetd, amely
révén az antibiotikum mintegy kihorgonyzodik a baktérium sejtmembranjdhoz.>®
Risztocetinnél bonyolultabb a helyzet, mivel a kialakulo aszimmetrikus dimernél® a ligand
kotdédése Osszességében csokkenti a disszocidcios allandot. Az irodalomban szamos példat
talalunk arra, hogy bivalens vagy multivalens ligandokat alkalmazva, azok receptorukhoz
valé kotodési erdssége nem egyszerlien kétszerese vagy tOobbszorose lett, hanem
nagysagrendekkel nétt meg. A vankomicin-csoportba tartozd glikopeptid antibiotikumok D-
Ala-D-Ala jelenlétében mutatott viselkedése alapjan a kutatok méltan feltételezték azt, hogy
ha egy egyensulyi allapotban 1évé monomer-dimer keverék helyett — ahol a dimereket
masodlagos kotderdk stabilizaljak, és ezt a disszociacios allandd hatarozza meg — kovalens
kotéssel kapcesolnak Ossze két glikpopeptid molekulat, akkor méginkabb megnovekszik a
sejtfalprekurzorhoz vald kotddés, €s tekintettel arra, hogy ezen kdlcsonhatas erdssége jo
Osszefliggést mutat az antibakteridlis aktivitdssal, jobb hatdsti szdrmazékokhoz juthatnak,
amelyek akar a rezisztens torzsek ellen is bevethetdek.

Az Ssszefliggések mélyebb megismerése céljabol Sundram® és mtsai vankomicin kovalens
dimerjeit allitottdk eld, s azok antibakterialis tulajdonsagait vizsgaltak. Bisz-(vankomicin)-
karboxamidokat szintetizaltak HBTU [2-(1H-benzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametil-urénium-
hexafluoro-foszfat]  segitségével; a  kapcsoldst  1,6-diamino-hexan,  ciszteamin,
homociszteamin és trietilén-tetramin felhasznéalasaval végezték (43. abra), és kontrollként — az
aktivitds méréséhez — monomer adduktumokat képeztek vankomicinbdl ciszteaminnal és

trietilén-tetraminnal. Az igy létrejott vegyliletek Staphylococcus aureus-szal valamint
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vankomicin-érzékeny és —rezisztens enterococcusokkal szemben mutatott hatdsat vizsgaltak.
S. aureus esetén a dimer MIC értéke emelkedett a monomer vankomicinéhez képest, jelentds
aktivitasnovekedést figyeltek meg azonban az enterococcus torzseknél (kiilondsen

rezisztensek esetében).
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43. abra A bisz-(vankomicin)-karboxamidok szerkezete
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Tovabba szintetikusan eldallitott peptidoglikan prekurzorok felhasznalasaval fluoreszcencias
titralassal megallapitottdk a monomer ¢és a dimer szerkezetek disszocidcios konstansat, amely
értékek megerdsitették a mikroorganizmusokon végzett vizsgalatok eredményeit.

A fent bemutatott karboxamidok un. fej-fej (ff-dimer) illeszkedéssel jottek 1étre, azaz az egyik
vankomicin C-terminalisa a masik C-terminalisahoz kapcsolodott.

Staroske és Williams®' nem két C-terminalis, hanem a C-terminalis N-terminalis
kapcsolaséaval, un. fej-lab (fl-dimer) csatolassal allitott el6 vankomicin-dimereket (44. 4bra).
A szintézist ugy oldottak meg, hogy elsé 1épésben aminocsoportjaban védett P-alaninnal
illetve 6-amino-hexansavval acilezték a vankomicint (1), igy harom szarmazékot kaptak: a
vankézamin-részen (30), az N-termindlison acilezett (31) és a diacilezett (29) vegyiileteket,
amiket forditott fazisu HPLC-vel vélasztottak el egymastol. Az N-terminalis részen acilezett
szarmazeékrol (31) a kovetkezd 1épésben 10% piperidint tartalmazéo DMF-fel eltavolitottdk a
véddcsoportot (32), majd HBTU jelenlétében végbement a dimerizacid (33). Staroske és
Williams szerint a fl-kapcsolas azért elénydsebb, mint a ff-forma, mert igy a két dimer egy
tetramer formava alakulhat, ha a négy vankomicin hidrogén-kotésen keresztiil stabilizalja a
szerkezetet, mig a fej-fej elrendezddésben csak két antibiotikummolekula kapcsolodhat
hidrogén-hiddal, ami nem elég erds a komplex fenntartasahoz.

A ff- és a fl-dimerek mellett Adamczyk® és mtsai olyan eljarast dolgoztak ki, amellyel a
vankézamin részen keresztiil kapcsoltak Ossze két vankomicinmolekuldt (vv-dimer). A
gyakorlatilag egy Iépéses reakciot DMF-ben végezték trietil-amin jelenlétében és az
Osszekapcsolashoz glutarsav (n=3) illetve parafasav (oktan-disav, n=6) bisz-N-hidroxi-
szukcinimidil észterét hasznaltak. A kisérlet célja az volt, hogy a méar megismert dimer-dimer
komplex szerkezeten mintegy tullépve olyan vankomicin-dimert szintetizaljanak, amely képes
polimer forma kialakitasara. Az eldallitott dimerek D-Ala-D-Ala peptidhez valo kotédését, s
igy az antimikrobialis aktivitdst SPR (Surface Plasmon Resonance) technikaval mérték. Az
eredmény nem a vérakozasnak ¢és a feltételezéseknek megfelelden alakult: a vv-dimerek
aktivitasa gyakorlatilag megegyezett az alap vankomicinével.

Nicolaou® munkatarsaival egy target jelenlétében végbemené kombinatorikus szintézist
dolgozott ki kiilonb6z0 vankomicin-dimerek kialakitdsara. A modszer megtervezéséhez
felhasznaltdk egyrészt a mar kordbban emlitett dimerizacios eljardsokat, masrészt a
peptidkémidban kifejlesztett kombinatorikus szintézis elvét. Ugyanakkor figyelembe vették
azt a tényt, miszerint egy 6nallo vankomicin molekula dimerizaciés konstansa 700 M, de 10?
M'-re né ez az érték, ha az antibiotikum a D-Ala-D-Ala vagy a D-Ala-D-Lac egységhez

kotddve 1étrehoz egy komplexet.
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44. abra Vankomicin fej-1ab dimerjeinek szintézise (az attekinthet6ség kedvéért a vankomicin molekulat
ellipszis szimbolizalja)
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A szintézis 1ényege az volt, hogy kiilonféle vankomicin-szarmazékokat alakitottak ki ugy,
hogy megvaltoztattdk a molekula N-termindlis aminosav—részét. A két vankomicin
Osszekapcsolasahoz egy kettds kotést tartalmazo olefin (34), illetve diszulfid-hiddal biré (35)
lancmolekulat hasznaltak (46. 4bra). El6szor kisérletekkel meghataroztak ezen Gsszekoto-
molekula optimalis hosszat. Ezek utan a kiilonféle vankomicin-szarmazékokbol a megfeleld
kémiai reakcioval dimereket allitottak eld ugy, hogy a reakcioelegyben jelen voltak a D-Ala-
D-Ala, illetve a D-Ala-D-Lac ligandok is. A dimerizaci6 ugy ment végbe, hogy eldszor egy-
egy antibiotikum kotodott a targethez, és igy oly mértékben megnétt dimerizacios allandojuk,
hogy képesek voltak egymadssal hidrogén-hidakon keresztiil 6sszekapcsolodni, majd ezt a
masodlagos kotder6t a kémiai reakcioval kialakult lancmolekula kovalens kotéssel
stabilizalta. A szintézisben az egyes kombinacidok (a kiilonb6zé vankomicin-szarmazékok
homo- ¢és heterodimerjei) nem azonos mennyiségben keletkeztek. Redlisnak tlinik az a
megfontolas, miszerint a legnagyobb aranyban Iétrejott dimer a legaktivabb

mikroorganizmusokkal szemben.
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45. abra A vankomicin vv-dimerjeinek eléallitasa
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46. abra A kombinatorikus szintézissel eloallitott kiillonféle vankomicin-dimerek szerkezete

Sztaricskai® és mtsai eremomicinbél, egy bisz-izocianat szarmazékot (36) hasznalva, egy

specialis gytiris dimert (37) allitottak elo (47. abra). A két antibiotikum molekula N-
termindlisain és a 4-epivankdézamin aminocsoportjain keresztiil is dssze volt kapcsolva. Az
antibakteridlis teszt azt mutatta, hogy ez a fajta dimer lényegesen gyengébb hatast, mint a
monomer eremomicin, ami talan a talsidgosan merev szerkezettel magyardzhato, ami
kedvezdtlentil befolyasolja a peptidoglikdn D-Ala-D-Ala egységéhez vald kdtodést.

Arimoto® és mtsai, a dimerek mutatta biztatd eredményekre alapozva, vankomicin-polimert
szintetizaltak (50. abra). A polimerizaciot gy oldottdak meg, hogy az antibiotikum
vankozamin részéhez reduktiv alkilezéssel kapcsoltak egy norbornén-szarmazékot (39), majd
ezt (40) gytrifelnyilasos metatézis polimerizacid (ROMP) segitségével polimerizaltak. Az
elvégzett mikrobioldgiai vizsgalatok azt mutattdk, hogy a vankomicin-polimer (41) 60-szor
hatékonyabb VRE-vel szemben, mint maga a vankomicin, de a megndvekedett aktivitas

pontos mechanizmusat nem tudtdk megmagyarazni.
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47. abra Gyiiriis dimer kialakitiasa eremomicinbél
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Egy kinai kutatocsoport® pirén-szarmazékot (42) allitott elé a vankomicin C-terminalisanak
modositasaval. Az 1j vegyiilet képes volt in situ a baktériumsejt felszinén multivalens
vankomicinné (43) szervezddni a pirén molekularészek kozott 1étrejott erds m-m
kolcsonhatasok stabilizald ereje altal. Ez az Onszervezddésre hajlamos vegyiilet kitlind

aktivitast mutatott vanA-pozitiv térzsek esetében is (MIC = 2,8 pg / ml).

HBTU / DIPEA
DMF / DMSO
rt.

O 42

NH

CHj3

48. abra A vankomicin 6nszervez6dé pirén-szarmazékanak szintézise (az attekinthetdoség kedvéért a
vankomicin molekulit ellipszis szimbolizalja)

Ugyanez a csoport”’ fémkomplex kialakitasaval hozott létre vankomicin-dimereket. Az
antibiotikum C-terminalisahoz piridin- illetve imidazol-szarmazékokat kapcsoltak, majd olyan
négy ligandumos platina-komplexeket allitottak eld, amelynek két liganduma egy etilén-
diamin két aminocsoportja volt, mig a masik két ligandumként egy-egy vankomicinhez

kapcsolt piridin (vagy imidazol) nitrogénje szolgalt (49. édbra). Ezek koziil tobb Pt-komplex is
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kitind antibakterialis aktivitdst mutatott még a vankomicinre ¢€s teikoplaninra egyarant

rezisztens E. faecalis esetén is.
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49. abra Platina-komplex képzddésével létrejott vankomicin-dimerek (az attekinthetdség kedvéért a
vankomicin molekulat ellipszis szimbolizilja)

A kovalens dimerek és polimerek mellett a multivalens vankomicin-szarmazékok specialis
formajat jelentik a nanorészecskéhez kotott antibiotikumok (51. abra). Vankomicinbdl
ciszteaminnal karboxamidot képezve, az képes arany nanorészecskékhez kapcsolodni.®® A
vankomicinnel bevont nanopartikulum igen hatasos volt kiilonb6z6 genotipusu (vanA/B/C-
pozitiv) rezisztens enterococcus torzsek ellen, és figyelemre méltd E. colival szemben
mutatott aktivitasa (MIC = 8 pg / ml). Tioglikolsavval bevont eziist nanorészecske felszin¢hez
nor-vankomicin kétheté EDCI segitségével.” Az igy kialakitott nanopartikulum erds
bakteriosztatikus hatdst mutat E. colival szemben. A transzmisszids elektronmikroszkopos
felvételek alapjan a hatast azzal magyaraztak a kutatok, hogy a nanorészecske tonkreteszi a
kiils6 membran (Gram-negativ baktériumrol 1évén sz6) integritasat €s igy az képes bejutni a
peptidoglikan szintézis helyszinére, ahol a felszinéhez kotott multivalens nor-vankomicin

kifejti erdteljes gatlo hatasat.
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50. 4bra Vankomicin-polimer szintézise
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51. abra Arany nanorészecskéhez kotott vankomicin (feliil) és eziist nanorészecskéhez kotott nor-
vankomicin (alul)

Nem tartozik mar szorosan a multivalens glikopeptid antibiotikumok k6zé az a vankomicin-
tetramer, amelyet Greenwald’® és mtsai allitottak el. Négy polietilénglikol karral rendelkez6
pentaeritrit alapt hordozohoz kovalensen kotdttek négy vankomicin molekulat. Az igy
kialakitott vankomicin-PEG komplex prodrugként funkcional, in vivo ugyanis a polimer és az
antibiotikum kozotti kotés elhidrolizal, igy nem is véarhatod igazan aktivitas fokozddas vagy
szélesebb antibakteridlis spektrum. Ami viszont figyelemre méltd, az az antibiotikum
farmakokinetikajaban bekovetkezd valtozds. A vankomicin polimerhez valdo kotésével

ugyanis a keringési féléletidd 30-80-szorosara emelkedett.
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52. abra Elagazo polietilénglikollal kialakitott vankomicin-tetramer

A tobb mint husz éve folyd intenziv kutatds szdmos bi- és multivalens glikopeptid
antibiotikum szdrmazékot eredményezett, amelyekbdl azonban, annak ellenére, hogy sok igen
kivalo antibakterialis aktivitassal rendelkezik, mind a mai napig nem sziiletett gyogyszer. Ez
talan az allatkisérletekben mutatott toxicitadsukkal magyarazhat6, ami a majban és vesében

valo felhalmozédasukkal fiigghet Gssze.”
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1.8. A réz(I) katalizalta azid-alkin 1,3-dipolaris cikloaddicio

1.8.1. A Cu(]) katalizalta azid-alkin cikloaddici6 (CuAAC)

crer

1893-ban, majd mintegy 70 évvel késébb Huisgen behatdéan tanulmanyozta, és az 6 neve alatt
keriilt be a kémiai szakirodalomba, mint Huisgen-féle 1,3-dipolaris cikloaddicidos reakcio
(53. 4bra). Az amerikai Sharpless’” és a dan Meldal” egymastol fiiggetleniil dolgozta ki a
idé alatt igen nagy népszerliségre tett szert. A Kkatalizdtor hatdsdra a reaktivitds 7
nagysagrenddel megnd, aminek kdszonhetden a reakcid egészen enyhe koriilmények kozott

kivitelezhetd, és relative gyorsan végbemegy, ezért gyakran click-reakcionak is nevezik.

R
R———H TR 14-termék
N=\
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53. abra A Huisgen-féle 1,3-dipolaris cikloaddicié (réz katalizis nélkiil 1,4- és 1,5-diszubsztitualt termék
egyarant keletkezhet)

A kinetikai vizsgélatok azt mutattak, hogy mig az azid-alkin cikloaddicié termikus formadja
koncertikus, addig a réz-katalizalta véltozat tobblépéses reakcid. Elsd lépésben egy réz-
acetilid keletkezik, illetve ujabb Cu(l) kapcsolodasaval egy olyan intermedier jon létre,
amihez az azid 1. vagy 3. (termindlis) nitrogénjén keresztil koordinalddni képes. Ezt
kovetden kialakul egy rezet is tartalmazo 6-tagd gylirlis koztitermék. Atrendezédéssel egy
1,4-diszubsztitualt 1,2,3-triazolld sziikiil a gylrli, amely 0t6s helyzetben metallalt. A
végtermék felszabadulésa, illetve a katalizator regeneralodasa egy elektorfil (ami altalaban
egy proton) timadasat kovetSen valosul meg.” (54. 4bra)

A réz katalizalta azid-alkin cikloaddicios reakcid népszeriiségét annak koszonheti, hogy
meglehetdsen gyors, enyhe koriilmények kozott végbemegy, gyakorlatilag kvantitativ, a
termikus forméval ellentétben igen nagy regioszelektivitdst mutat (kizarolag csak 1,4-
diszubsztitualt triazol keletkezik, nincs 1,5-termék), szdmos oldoszerben végrehajthatd,

nagyon sok funkcios csoportot tolerdl (a reakcidt azok a mulekularészletek zavarhatjak,
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amelyek a rézzel erds komplexet képeznek; mellékreakciot adhatnak a tiolok, ciklikus
alkének, elektronszivo csoporttal rendelkezd nitrilek). Ezen kedvezd tulajdonssagok miatt a
click-reakciot igen széles korben hasznaljak a szerves kémia, biokémia, polimerkémia

teriiletén.”
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54. abra A réz(I) katalizalta azid-alkin cikloaddicios reakciéo mechanizmusa

Lényeges, hogy a reakciot csak az I-es oxidacios allapotu réz katalizalja. Ennek megfeleléen
hasznalhatunk Cu(I)-et, ami lehet réz-halogenid Onmagéaban, esetleg trifenil-foszfinnal
kombinalva vagy réz-triflait. Ebben az esetben azonban iigyelni kell arra, hogy inert
atmoszférat biztositsunk, hogy megakadalyozzuk a Cu(l) oxidacidjat. A Cu(l)-et in situ is

eldallithatjuk redukcioval, erre a leggyakoribb példa a CuSO, / Na-aszkorbat rendszer. Ennek
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elénye, hogyha a redukaloszerbdl nagy felesleget hasznalunk, akkor a levegd illetve az
oldészer oxigéntartalma nem zavar annyira, mint az el6z6 esetben. Oxidécioval is
generalhatunk Cu(I)-et fém rézbdl réz(Il)-szulfattal vagy nano rézbol réz(I)-oxiddal esetleg
aminok sésavas séjaval. Megemlithetd még a Lipshutz’® altal kidolgozott Cu(NO3),-tal
impregnalt aktiv szén, mint heterogén fazisu katalizator. Habar a ligandum koézvetleniil nem
vesz részt a katalitikus folyamatban, mégis meghataroz6 lehet, kiilonosen Cu(l) katalizator
esetén: fokozza az atalakulédst és védi a katalizatort az oxidativ hatdstol. Az egyszerli Et;N,
DIPEA, 2,6-lutidin mellett bonyolultabb szerkezetii triazol-(42), indol-(43) vagy

benzimidazol-(44) szarmazékokat is hasznalnak ligandumként.
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55. abra Néhany click-reakciohoz hasznalatos ligandum

A click-reakci6 kivitelezéséhez az oldoszerek széles skaldja all rendelkezésre. Hasznalhatunk
halogénezett (diklor-metéan, kloroform), éterikus (THF, Et,O) olddszereket, DMF-ot, DMSO-
ot, hexant, toluolt vagy akar kétfazisu toluol / viz rendszert vagy alkohol-viz elegyet. Ha az
azid illetve alkin funkidscsoportok ugy helyezkednek el a molekuldn, hogy nem gatolt a
rézhez vald koordinaciojuk, akkor altalaban a szubsztituenseknek nincs befolyasuk a triazol-

képzddésre. Meg kell emliteni azonban, hogy az a-karbonil-alkinek jéval reaktivabbak mint
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az alkil-alkinek. A primer és a szekunder azidok reaktivitisa kozel azonos, a tercier
szarmazékok azonban kevésbé reaktivak. Kihaszndlva tovabba azt, hogy a szerves azid-
szarmazékok sokkal reaktivabbak, mint az azid-anion, lehetdség nyilik példdul B-hidroxi-
triazolok egylombikos szintézisére, ahol is elsd 1épésben NaNjs-ot reagaltatnak kiilonb6zo

epoxidokkal, majd ezt koveten hajtjak végre tisztitas nélkiil a click-reakciot’” (56. abra).

OH

-N
!
o .
OH
CuSO, - 5 H,0O / NaN3
+ Ph—— Y, _N
O Na-aszkorbat / H,O l\\l\%N

Ph

HsC N
HaC 8
OH \§<

Ph

56. abra A B-hidroxi-triazolok egylombikos szintézise click-reakciéval

A CuAAC reakciok altalaban igen j6 hozammal mennek végbe (gyakran 90-100 %), &m a
koriilményektdl fiiggéen itt is lehetnek mellékreakciok. Kis mennyiségben keletkezhet
bisztriazol oxidativ kapcsolassal, amit méar Rostovtsev’® is megfigyelt mtsaival a CuSOy / Na-
aszkorbatos rendszer kidolgozasakor. Angell és Burgess” kihasznalva ezt a jelenséget
bisztriazol-szarmazékokat allitott eld (57. abra) kitind hozammal tgy, hogy kalium-
karbonatot haszndlva olyan mértékben lecsokkentette a proton-koncentraciot, hogy a
katalizator triazolrdl vald lehasaddsa soran szinte kizarolag csak az oxidativ kapcsolési

reakcio jatszodott le.

L + N. Cu(l) / karbonat bazis
R1—_ + - ,/N g R2
N MeCN / H,0, levegd

57. abra Bisztriazol-szarmazékok eloallitasa click-reakcioval
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A click-reakcid ezen utolsé 1épésében meghatarozdak a rendszerben 1€vé elektrofilek, ugyanis
ezek a protonnal konkurdlhatnak, igy példaul Cul katalizatort hasznalva 5-jod-triazolt
kaphatunk melléktermékként, de ezt kiakndzva S5-alkil- vagy 5-acil-triazolokat

szintetizalhatunk a megfelelé alkil- vagy acil-halogenidek alkalmazasaval® (58. abra).

~L
Cu \
+
\
L Cu

N R

N, I THF
NT ™
Rl

58. abra Az 5-j6d-, az S-alkil- és az S-acil-triazolok szintézise

1.8.2. A CuAAC felhasznalasi teriiletei

Az évente megjelend tobbszdz kozlemény a szerves kémia, biokémia, polimerkémia, stb.
terliletén is azt jelzi, hogy a click-reakcio igen népszert, és sikere toretleniil ivel felfelé. Nem
all szandékomban ezen eredmények mélyrehato, részletes ismertetése, csupan a modszer
sokszinliségének érzékeltetésére néhany példat szeretnék bemutatni.

A CuAAC kivaldan alkalmazhatdo a szerves kémiai szintézisekben 1,4-szubsztitualt 1,2,3-
triazolok eldallitasara. Kihasznalva azt, hogy a click-reakcioban egy szerves azid-szarmazék
sokkal reaktivabb, mint az azid-anion, igy az azid in situ is eldallithato aromas
halogenidekb8!®!, aromas boronsavakb6l® (ennél a két modszernél a réz az azid kialakuldsat
is katalizalja) vagy aromas aminokbol® diazotalassal trimetilszilil-azid jelenlétében (59.
abra). Megfeleld elektrofil reagensek alkalmazéasaval a triazol 6tds helyzetébe jod-, alkil-,

vagy acil-szubsztituens is bevihetd (lasd korabban).
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59. abra 1,4-Szubsztitualt 1,2,3-triazolok eléallitasa in situ generalt aromas azidok felhasznalasaval

Szilard fazisu szintézisekre is jol hasznalhato a click-reakcié. Az elsé CuAAC-t Meldal® és
mtsai példaul épp peptidotriazolok és triazollal kapcsolt neoglikopeptidek szilard fazisu
szintézisén mutattdk be. A szilard fazist triazol-képzést felhasznaljadk a kromatografias
allofazis modositasara is.

Mivel a triazol-gylir(i igen jol utdnozza a peptidkotést, viszont nem érzékeny a proteolitikus
folyamatokra, ezért a CuAAC reakcidt felhaszndltdk kiilonboz6 protedz inhibitorok
elballitasara (60. abra). Ilyen a Tornee® és mtsai 4ltal szilard fazisi kombinatorikus
szintézissel eldallitott triazol-konyvtar, amelynek screeningjébdl egy Leishmania mexicana
cisztein protedz inhibitor (45) keriilt ki. Brik® és mtsai egy Gj HIV-1-proteaz inhibitort (46),
mig Wang®” és kutatocsoportja egy hidroxamsav-részt tartalmazé triazol-szdrmazékot (47)
szintetizalt, amely mint metalloproteaz inhibitor igen igéretes. Megemlitheté még Srinivasan™
¢s mtsainak diabétesz kezelésére alkalmas bivalens foszfatdz inhibitora (48), aminek

szerkezetét két egymast kdvetd cikloaddicids reakcioval alakitottak ki.
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60. abra Azid-alkin 1,3-dipolaris cikloaddiciéval eléallitott foszfataz és proteaz inhibitorok szerkezete
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A réz-katalizalta azid-alkin cikloaddicidt szamos esetben felhasznaltdk kiilonb6zd természetes
vagy szintetikus, biologiailag aktiv molekula modositisara (62. abra). Xu® és mtsai a
daganatellenes alkaloid camptothecin (49) vizoldékonysagat novelték meg tetraetilén-glikolt
kapcsolva hozza. Egy masik kinai kutatocsoport™ daunorubicin-dimert (50) allitott el click-
reakcioval; az egyik antibiotikum molekula daun6zaminjanak aminocsoportjat propinoilezték,
mig a masik molekuldn a cukor aminocsoportjat azidra cserélték, kialakitva a kapcsolashoz
sziikséges azid és alkin funkciot.

Mikrohulldm segitette click-reakcidban kapcsoltak epesavat az antifungalis hatdsa

flukonazolhoz.”!

A konjugatum (51) gombaellenes aktivitdsa 3-10-szerese volt az
anyavegyiiletének. Az oxazolidinon tipusi Gram-pozitiv ellenes linezolid MAO-A gatld
mellékhatasaért a molekula acetamidometil szubsztituense a felelés. Gravestock’> és mtsai ezt
a molekularészt etinil-triazolra cserélték, egy azidometil-analogot buta-1,3-diinil-trimetil-
szilannal reagaltatva. A szubsztitucid hatasdra megsziint az oxazolidinon-szarmazék (52)
enzimgatld hatdsa, ugyanakkor megdrizte antibakteridlis aktivitasat. A triazolképzést
felhasznaljak makrociklusok kialakitasara is. A peptidek korében az els6 ilyen probalkozas
egy melanokortin 4 receptor agonista’ hexapeptid (53) kialakitasa volt. A szénhidratok
teriiletérél pedig Bodine” és mtsainak munkéjat emlithetjiik, mint uttérd kisérletet a dimer
makrociklizaciora. Kisérletiikben két maltotridzt kapcsoltak Ossze. A létrejott gyliriis
szacharid-szarmazék (54) hasonld ligandum-k&td tualjdonsagokat mutatott, mint a [-
ciklodextrin. Thorson” ¢és kutatocsoportja killsnbz6 alifds, aromds, heteroaromas
molekulékat, sot B-laktdm-szarmazékokat kapcsolt vankomicin-aglikonhoz egy enzimatikus
reakcid és a CuUAAC kombinalasaval. Az azido funkcidt gy alakitottak ki az aglikonon, hogy
6-azido-gliikoz-1-foszfattal glikozilezték a 4-es aminosav fenolos hidroxilcsoportjat glikozil-
transzferaz segitségével, majd kiillonboz6 alkin-szarmazékokkal reagaltattak 70 °C-on réz(I)-
jodid katalizatort hasznalva (61. dbra). A kapott vegyiiletek nem mutattak szamottevo eltérést
a vankomicinhez illetve az aglikonhoz képest. A mddszer jelentdésége azonban az, hogy az
egyszerien eldallithatd alkin-szarmazékok varidldsaval rendkiviil sokféle vankomicin-
aglikon-szarmazék kialakithatd és lehetdség nyilik glikopeptid — p-laktdm kimérak
szintézisére is.

A click-reakcio alkalmas modositott DNS és oligonukleotidok eldallitasara is. Az egyik
legfontosabb felhasznaldas a DNS megjelolése valamilyen fluorofor molekulaval (63. édbra),
ami lehetévé teszi, hogy a megoszlasat, intracellularis kotdédését és a DNS-DNS
kolcsonhatasokat kovethessék, ¢és igy lehetdvé valik a DNS-hez kapcsolodd cellularis

folyamatok pontosabb felderitése.
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61. abra A vankomicin-aglikon mddositasa enzim katalizalta reakcié és CuAAC kombinalasaval
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62. abra Réz katalizalta azid-alkin cikloaddiciéval médositott biologiailag aktiv molekulak

Carell”®7 &s mtsai példaul timidin-trifoszfat nukleobézis részén alakitottak ki terminélis alkin

funkcidt jod-nukleozidbodl kiindulva Sonogashira-kapcsolast felhasznalva. DNS-polimeraz
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hat4séara ez a nukleotid (55) is képes volt ATP, GTP és CTP mellett beépiilni a DNS-lancba,
majd ezt kovetden azid funkciot tartalmazo fluoroforral tudtdk jeldlni a DNS-t CuAAC

reakcidval.

0
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63. abra A DNS fluoroférral valé jelolése click-reakcié felhasznalasaval

A réz-katalizélta Huisgen-féle azid-alkin cikloaddicié eldnyos tulajdonsagai, tgymint a kozel
kvantitativ hozam, a szamos funkcidscsoporttal szemben mutatott tolerancia és a nagy
sztérikus gatlas mellett is meglévo kivald konverzio, igen kozkedveltté tették ezt a reakciot a
polimerkémia és az anyagtudoményok teriiletén is.

Steinke®® és mtsai voltak az els6k, akik egy bisz-acetilén (56) és egy bisz-azid (57) szarmazék

crer
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64. abra Polimer eldallitasa bisz-acetilén és bisz-azid click-reakcidjaval

Matyjaszenski” és csoportja pedig egy olyan 2500 atlagos molekulatomegii polisztirolt
hasznalt fel makromonomerként (58), amelynek egyik végén azido, a masik végén pedig alkin
funkcidt alakitottak ki. Click-reakcid segitségével tiz ilyen polisztirol egységet tudtak
Osszekapcsolni (65. abra). Ha a két bivalens monomer mellett trivalenset is tartalmaz a

reakcioelegy, akkor lehetSség nyilik térhalos szerkezet kialakitasara.'*'%!

o) 0 N=N
!
= 0 N3 CuBr/ DMF ~o NM

n
RT

58

65. abra Hetero-bifunkcio6s polisztirol click-reakcioja

Az azid-alkin cikloaddiciot mas polimerizacidés technikdkkal kombindlva kiilonb6zo
szerkezetii és tulajdonsagii blokk-kopolimerek szintetizalhatok. Binder'* a gyiirti felnyilasos
metatézis polimerizaciot (ROMP) kombindlta a click-reakcioval ojtasos polimerek
eléallitasdhoz (66. abra).

A polimerek egy specidlis tertiletét jelentik a dendrimerek, amelyek korében szintén szamos

példat talalunk a CuAAC alkalmazaséara. Frechet'”

¢s mtsai egy poli-vinilacetilén gerinchez
(59) kotottek dendronokat. Hogy a sztérikus gatlas ellenére a click-reakcio kivalé hozammal
megy végbe, azt jol mutatjdk tapasztalataik: az elsd és masodik generacidos dendronok
esetében kvantitativ, de még a harmadik generacidsnal is tobb mint 98%-0s hozammal ment

végbe a kapcsolas.
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66. abra Ojtasos polimerek eldallitasa a click-reakci6 és a gyiirii felnyilasos metatézis polimerizacio
kombinalasaval

Kiilonb6z6 szerkezetli tri-, tetra- és hexavalens acetilének ¢€s azidok alkalmas magként
szolgélhatnak szamos dendrimer click-reakcidval vald kialakitdsahoz, de a réz-katalizalta
cikloaddicio segitségével egy kész dendrimer (60: PAMAM, DAB, stb.) felsziné¢hez is nagy
hatékonysaggal kapcsolhatunk kiilonb6z6 molekuladkat.

A szintetikus szerves kémia egy specialis teriiletét jelentik az in vivo modositasok. A
bonyolult, nagyméretli, szdmos funkcidscsoporttal rendelkez6 molekuldk biokompatibilis
koriilmények kozott torténd szelektiv atalakitdsa nagy kihivast jelent a kutatok szamara. Bar
még csak gyerekcipdben jar, de ugy tlinik, hogy a kordbbi ilyen probalkozasokat (diszulfid-
csere, Staudinger-reakcid) messze feliilmulva a click-reakcid nagy jelentdségre tehet szert a
biomolekuldk kapcsolasanak és az in vivo molekula-jelolések terén. Az egyik kivalo példa

104 &5 csoportjanak munkaja, akik dohanymozaikvirus 60 aktiv pontjahoz kapcsoltak

Finn
rodamin-B festéket. A click-reakciot felhasznalva a virus alkalmas lehet szupramolekularis

rendszerek kialakitasara.
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67. abra A réz katalizalta azid-alkin cikloaddicié alkalmazasa a dendrimer-kémiaban
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2. Sajat eredmények

Szintetikus munkank célja az volt, hogy risztocetinbdl ¢€s teikoplaninbol kiindulva olyan
szarmazekokat allitsunk eld, amelyek antibakteridlis aktivitasa feliilmulja az anyavegyiiletekét
¢s hatasosak a rezisztens baktériumtorzsek esetében is. A hatdsmechanizmust ismerve
valamint a sajat kordbbi megfigyeléseinket és az irodalomban meglévl szamos pozitiv
eredményt figyelembe véve, joggal feltételeztiik, hogy a szénhidratrész eltavolitasaval nem
vész el az antibakterialis aktivitas, sOt a risztocetin esetében ez a moddositas kifejezetten
elonyOs lehet, hiszen igy egyuttal megszabadulhatunk a sulyos mellékhatast jelentd
trombocita-aggregald tulajdonsagtol. A deglikozilezést kovetden kétféle uton vezettiik a
szintéziseket. Az egyik a risztocetin 0j szénhidrat-szarmazékainak eldallitdsa volt, mig a

masik irdnyvonalat a teikoplanin és risztocetin uj lipofil szarmazékai jelentették.

2.1. A risztocetin ¢és a teikoplanin deglikozilezése

Az antibiotikum molekuldk szénhidrat-részének eltavolitasara a Boger'” és mtsai altal leirt
vizmentes HF-dal torténd hasitast alkalmaztuk. Ez, a peptidkémidban a véddcsoportok
eltavolitasara széles korben hasznalt eljaras, jol miikodott risztocetin (3) esetében (68. abra) és
kielégitd6 hozammal jutottunk a risztocetin-aglikonhoz (61). Hasonlé eredményt vartunk
teikoplaninra (2) is, habar a fent emlitett munkacsoport csak vankomicinen, ramoplaninon ¢és
risztocetinen vizsgalta ezt a modszert. Igen j6 hozammal izoldltunk egy terméket, ami
meglepetésiinkre nem a vart teikoplanin-aglikon volt (69. ébra). Az analitikai vizsgalatok
soran kideriilt, hogy a molekula tovabbra is tartalmazza az N-acetil-gliikozamin részletet,
tehat egy un. pszeudoaglikonhoz (62) jutottunk. Megvizsgaltuk, hogy a reakciokoriilmények
milyen hatassal vannak a termék keletkezésére. Azt tapasztaltuk, hogy sem a hémérséklet
emelése (-18 °C-rol szobahdmérsékletre), sem pedig a hosszabb reakcididd nem okozott
szamottevd valtozast — ugyanigy a teikoplanin-pszeudoaglikont kaptuk. A tovabbiakban nem
is probalkoztunk a teikoplanin-aglikon ilyen formdban valé eldallitdsaval, hanem ezen a
részlegesen deglikozilezett szarmazékon hajtottuk végre a tervezett atalakitasokat. A késObbi
antibakteridlis vizsgélatok soran bebizonyosodott, milyen jo dontés volt ezen szerencsés

véletlen kiaknazasa.
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68. abra A risztocetin deglikozilezése
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69. abra A teikoplanin deglikozilezése vizmentes HF-dal
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2.2. A risztocetin 0j szénhidrat-szarmazékainak szintézise

2.2.1. Glikozil-tioureido-szarmazékok

Az in vitro antibakterialis tesztek soran kideriilt, hogy a risztocetin A deglikozilezésével nyert
risztocetin-aglikon (61) meg6rzi antibakteridlis aktivitdsat, s ez 0Osszevetheté a klinikai
gyakorlatban hasznalt vankomicin, teikoplanin €s linezolid hatisaval. Az aglikon rendkiviil
rossz vizoldékonysaga azonban nem tette lehetdvé, hogy trombocita-aggregacios
tulajdonsagat megvizsgaljuk. Hogy megndveljiikk a vizoldékonysagat, glikdzt és maltozt
kapcsoltunk a risztocetin-aglikonhoz (61) az N-termindlisan keresztiil, N-glikozil-tiokarbamid
szarmazékokat képezve (70. é&bra). Ehhez 2,3,4,6-tetra-O-acetil-D-gliikopiranozil-
izotiocianattal'®® (63a) reagaltattuk az aglikont. Az addiciés reakciéval kapott terméket (64a)
oszlopkromatografias tisztitds utan Zemplén-szerint'®’ dezacetilezve jutottunk a kivént
vegyiilethez, az N-B-D-gliikopiranozil-tioureido risztocetin-aglikonhoz (65a). Az elézdvel
teljesen analdég modon, 2,3,6,2’,3’,4’,6’-hepta-0-acetil-D-maltozil-izotiociane’ttot106 (63b)
hasznalva reakcidpartnerként, az N-B-D-maltozil-tioureido risztocetin-aglikont (65b) allitottuk
eld. A két 0j szénhidrat-szarmazék a vizsgalt staphylococcus €s enterococcus torzsekkel
szemben egészen jO aktivitast mutatott (1. Tablazat), ugyanakkor a jelentés vizoldékonysag-
fokozddas lehetdvé tette a hematologiai hatds vizsgéalatat. A teszt soran egyik vegyiilet sem
csapta Ossze a vérlemezkéket, sot a gliikozil-szarmazék (65a) még gatolta is a risztocetin altal

kivaltott trombocita-aggregaciot.
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70. abra Glikozil-tioureido-szarmazékok eléillitasa risztocetin-aglikonbdl
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1. Tablazat A risztocetin-aglikon glikozil-tioureido-szarmazékainak antibakterialis aktivitasa

MIC (pg / ml)

Teszt - -
mikroorganizmus Risztocetin R;Zﬁ?greltm_ 65a 65b Vankomicin Teikoplanin Linezolid

ATCC 6633

B. subtilis 0.5 2 8 4 2 0,5 !

ATCC 33591

MSSA 1 2 8 2 0,5 0,5 2

ATCC 29213

MRSA 4 2 8 4 1 0,5 1,5

S. epidermidis
(MRSE)

ATCC 29212
E. faecalis
Vanco: S

Teico: S

ATCC 51299
E. faecalis
Vanco: R 16 4 16 8 32 1 3

Teico: S
vanB +
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2.2.2. Click-reakcioval eloallitott szénhidrat-szarmazékok

A glikozil-tioureido-szarmazékok mutatta jo antibakteridlis hatas és a trombocita-aggregacios
vizsgalatok eredményei sarkalltak benniinket arra, hogy eldallitsuk a risztocetin-aglikon
tovabbi, 1 szénhidrat-szarmazékait. A cukor és az aglikon kozotti kotés kialakitasara egy
masik modszert, a réz(I) katalizalta azid-alkin 1,3-dipolaris cikloaddicids (click) reakciot
hasznaltuk (1d. részletesen az irodalmi részben: 1.8. fejezet) és tovabbi harom molekulaval
bovitettiik a kapcsolni kivant szénhidratok korét.

Az azidocsoportot a risztocetin-aglikon primer aminocsoportjabol képeztiikk diazotranszfer

reakcio'® segitségével. Az aglikont frissen készitett trifluormetan-szulfonsav-aziddal

e

~NH;
H
OH
Triflil-azid / piridin
CuSOQ, / EtsN
.\\N3
H
OH

71. abra Az azido-risztocetin-aglikon szintézise
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A click-reakcidhoz sziikséges termindlis alkin funkciot 6t kiilonb6zd szénhidraton (D-gliikkéz
(67a), D-manndz (67b), D-maltdoz (67c), N-acetil-D-glilkdzamin (67d), L-ramndz (67e))
alakitottuk ki Fischer-féle, sav katalizalta glikozilezéssel propargil-alkoholt (68) hasznalva
glikozil-akceptorként.'” A kapott propargil-glikozidokat piridinben ecetsav-anhidriddel
acetileztiik és rendre a 2,3,4,6-tetra-O-acetil-a-D-propargil-gliikozid (69a), 2,3,4,6-tetra-O-
acetil-o-D-propargil-mannozid (69b), 2,3,6,2°,3°4’,6’-hepta-O-acetil-o-D-propargil-maltozid
(69¢), N-acetil-3,4,6-tri-O-acetil-a-D-propargil-gliikézaminid (69d) és 2,3,4-tri-O-acetil-a-L-
propargil-ramnozid (69e) termékekhez jutottunk.

A réz katalizalta Huisgen-reakciot DMF-ban hajtottuk végre Cu(l)-jodidot hasznalva
katalizatorként. A click-reakcioval nyert glikozil-oximetil-triazolil-szdrmazékok (70a-e)
szénhidrat-részér8l Zemplén'” szerint eltdvolitva az acetilcsoportokat, a risztocetin-aglikon
a-D-gliikopiranozil (71a), a-D-mannopiranozil (71b), a-D-maltopiranozil (71c¢), N-acetil-a-D-

gliikozaminil (71d) és a-L-ramnopiranozil (71e) szarmazékait kaptuk (73. abra).
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67a 69a
OH OAc
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67b 69b
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OH HO AcO OAcAcO OAc
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67c 69c
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67d 69d
HsC. HsC.
—O —O
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HO  OH AcO  OAc
67e 69e

72. abra A per-O-acetil-propargil-glikozidok szintézise
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73. abra A risztocetin-aglikon click-reakcioval eléallitott, per-acetilezett és szabad szénhidratokat
tartalmazoé szarmazékainak szintézise
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Megvizsgaltuk mind az acetilezett, mind pedig a dezacetilezett szarmazékok aktivitasat
néhdny jelentdés Gram-pozitiv torzs esetében (2. Tablazat). Azt tapasztaltuk, hogy az N-
termindlison kialakitott cukor-rész igen kedvezden befolydsolta a risztocetin-aglikon
szarmazeékok (70a-d ill. 71a-d) aktivitasa kozott nem volt szdmottevo kiilonbség, addig az L-
ramnozzal képzett vegyiiletek (70e, 71e) esetében joval nagyobb MIC értékeket kaptunk. Ez
az eredmény — habar csak kevés szarmazékrol van sz6 — arra enged kovetkeztetni, hogy a
sztereokémianak nagy jelentdsége van az antibakteridlis aktivitdsban. Az acetilezett és a
szabad cukrot hordozod risztocetin-aglikon szarmazékok hatasaban csak csekély kiilonbség
volt megfigyelhetd, ami taldn a taptalajban jelen 1évd aspecifikus észterazok mitkddésével
magyarazhato.

A Gyogyszerészi Kémiai Tanszéken a risztocetin-aglikonnal kordbban végzett kutatasok
soran lipofil szarmazékok egész sora keriilt eldallitdsra az N-terminalishoz négyszogsav-
amidon keresztiil kapcsolva kiilonbozé alifas és aromas molekuldkat.''" Ezek kozil tobb
vegyiilet is kitlind aktivitast mutatott kiilonbdzd influenza virus tipusokkal szemben. Ilyen
elézmények utan az antibakterialis mellett antiviralis vizsgalatokat is végeztink az 1j
szénhidrat-szarmazékainkkal. Az acetilezett maltozil- (70¢) és a két ramnozil-szarmazék (70e,
71e) kivételével valamennyi vegyiilet igen jo aktivitdst mutatott az influenza A virus HIN1
altipusaval szemben, mindamellett, hogy citotoxicitasuk is biztatéan csekélynek bizonyult (3.
Téablazat).

Megvizsgaltuk a dezacetilezett szénhidrat-szdrmazékok (71a-e) trombocita-aggregald
tulajdonsagat. Habar ezek oldékonysaga elmaradt a glikozil-tiokarbamid-szarmazékokéitol, de
még igy is sokkal jobban oldddtak vizben (illetve a vizsgalathoz hasznalt Tris-pufferben, pH
~ 7,4), mint a risztocetin-aglikon. Az egyes vegyiiletekbdl az elkészithetd legtoményebb (0,5
— 2,5 mg/ml) oldatokat alkalmazva azt tapasztaltuk, hogy egyik szarmazék sem csapta Ossze a
vérlemezkéket. A risztocetin indukalta trombocita-aggregaciot a gliikkozil- (71a) és maltozil-
(71c) gatolta, a ramnozil- (71e) kis mértékben fokozta, mig a mannozil- (71b) és N-acetil-

gliilkozaminil-szdrmazék (71d) nem befolyésolta (4. Tablazat).
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2. Tablazat A risztocetin-aglikon szénhidrat-szirmazékainak antibakterialis aktivitasa

Teszt
mikroorganizmus

MIC / MBC (pg/mL)

Riszto-
cetin

66

70a

71a

70b

71b

70c

71c

70d

71d

70e

T1e

ATCC 6633
B. subtilis

2/4

4/1

8/16

2/8

4/8

4/4

8/8

4/4

2/8

4/8

32/32

16/16

ATCC 33591
MSSA

16/ 64

2/1

4/8

2/128

2/4

4/16

1/4

2/256

1/64

4/4

16/32

8/16

ATCC 29213
MRSA

16/ 64

2/2

4/8

2/256

2/4

2/216

1/4

4/256

0,5/256

2/2

16/32

8/8

ATCC 35984
S. epidermidis
Biofilm képzo

32/ 64

16/8

2/4

4/4

4/8

4/8

4/8

8/8

2/2

4/4

16/16

16/16

S. epidermidis
NucA -

4/8

16/16

2/4

4/16

4/4

4/8

4/4

4/8

1/2

2/4

16 /32

16/16

ATCC 29212
E. faecalis
Vanco: S
Teico: S

4/256

16/8

8/256

4/256

4/128

87256

4/256

4/256

4/256

8/256

32/256

32/256

ATCC 51299
E. faecalis
Vanco: R

Teico: S
vanB +

128 /256

128 / 64

16 /256

8/256

8/256

16 /256

8/256

32/256

4/256

16 /256

128 /256

64 /128

15376*
E. faecalis
Vanco: R

Teico: R

vanA +

128 /256

> 256

8/256

4/256

2/128

16 / 64

2/256

8/256

2/256

8/256

16 /256

16 /256

Ld. a111. irodalmi hivatkozast.
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3. Tablazat A risztocetin-aglikon szénhidrat-szarmazékainak antiviralis aktivitasa

Citotoxicitas (uM) Antiviralis ECsy (uM)
Vegyiilet CCuy cl\l/t[gtl(l)fllli?;s IK?PIIIT;ZF‘ 52?&;;2; Influenza B
koncentracié | CPE | MTS | CPE | MTS | CPE | MTS
3 >53 100 9,5 8,8 >20 >9 | >100 | >100
70a >87 >100 9,5 8,2 >100 | >100 | >100 | >100
71a >100 >100 14 16 >45 >30 32 33
70b >100 20 4,0 5,0 >100 | >100 | >100 | >100
71b >100 >100 10 22 >45 >46 | >45 | =50
70c 60 20 >100 | >100 | >100 | >100 | >100 | >100
71c >100 >100 16 20 >100 | >100 52 61
70d >70 100 8,0 5,8 >100 | >100 | >100 | >100
71d >100 >100 9,0 8,7 >45 >72 32 40
70e >100 >100 >100 | >100 | >100 | >100 | >100 | >100
T1e >100 >100 >100 | >100 | >100 | >100 | >100 | >100
Oiziggzgt“ >100 >100 2 | 1| 32 | 38 | 23 | 27
Ribavirin >100 >100 9,0 11 9,0 8,7 4,0 4,7
Amantadin >500 >500 20 19 7,0 9,2 | >500 | >500
Rimantadin >500 >500 224 283 4,0 5,6 | >500 | >500

4. Tablazat A risztocetin-aglikon dezacetilezett szénhidrat-szarmazékainak trombocita-aggregacios
vizsgalata

. Legtoményebb oldat Trombocita-aggregalo RlSZtO,C e.t,l n indukalta
Vegyiilet L . . aggregaciora gyakorolt
koncentracidja (mg/ml) tulajdonsag hatés
71a 1,0 nem aggregal gatol
71b 0,8 nem aggregal k6z0mbos
71c 0,6 nem aggregal gatol
71d 0,9 nem aggregal k6zombds
71e 2,3 nem aggregal kis mértékben fokozza
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2.3. Lipofil teikoplanin- és risztocetin-aglikon szarmazékok

A Cu(l) katalizalta Huisgen-féle 1,3-dipolaris cikloaddicids reakcidt hasznaltuk fel a
risztocetin-aglikon (61) és a teikoplanin-pszeudoaglikon (62) lipofil szarmazékainak
eloallitasara. A 2.2.2. fejezetben bemutatott diazotranszfer segitségével a risztocetin-aglikon

mellett a teikoplanin-pszeudoaglikon primer aminocsoportjat is azidora cseréltiik (74. abra).

~NH2
H

OH

Triflil-azid / piridin
CuSO, / EtsN

74. abra Az azido-teikoplanin-pszeudoaglikon eldallitasa
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A lipofil csoport kapcsoldsdhoz n-decil-propargil-étert (75) és 4-propargiloxi-bifenilt (76)
képeztiink n-dekanol (73) és 4-fenil-fenol (74) propargilezésével.

/\/\/\/\/\OH OH

73

74
NaH K2CO;
propargil-bromid propargil-bromid
dioxan absz. DMF
P U VaVYal —
0= OAo=
75
76

75. abra A click-reakciora alkalmas lipofil reagensek szintézise

A két propargil-szarmazékot (75, 76) katalitikus mennyiségli réz(I)-jodid jelenlétében
reagaltatva az azidokkal (66, 72), a megfeleld 1,2,3-triazolokat kaptuk (76. dbra és 77. abra).

Megvizsgaltuk mind az azidok (66, 72), mind pedig a két-két lipofil szarmazék (77-78, 79-80)
hatasat néhany jelentds Gram-pozitiv baktérium esetében. A két azido-szarmazék (66, 72)
kozepes aktivitast mutatott a glikopeptid-szenzitiv Enterococcus faecalis és a Staphylococcus
aureus valamint epidermidis torzsekkel szemben. Meglepd volt az a dramai kiilonbség, amit a
risztocetin-aglikon ¢€s a teikoplanin-pszeudoaglikon szarmazékai kozott tapasztaltunk. Mig az
elsé két vegyiilet (79, 80) teljesen hatastalan volt, addig az utobbi kettd (77, 78) kitlind
bakteriosztatikus és baktericid aktivitast mutatott még a vankomicinre és teikoplaninra
egyarant rezisztens (vanA-pozitiv) Enterococcus faecalis-szal szemben is. A minimalis
baktericid koncentraciojuk kozel vagy teljesen azonos volt a MIC értékiikkel valamennyi
vizsgalt baktériumnal, ami a nagyon erds baktericid tulajdonsagukat mutatja. Ez a két
szarmazék hatisosabbnak bizonyult, mint az oritavancin''?, annak ugyanis a baktericid
koncentracidja lényegesen nagyobb, mint a bakteriosztatikus. (vanA-pozitiv E. faecium

esetében MIC = 1-2 pg/ml, MBC = 8-32 ug/ml).
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HO,,

HO

Cul / Et3N / absz. DMF

HO,,

HO

CHy 77

&

76. abra A teikoplanin-pszeudoaglikon lipofil szarmazékainak eléallitasa click-reakciéval
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- “O0-R 75,76

Cul / EtsN / absz. DMF

CH; 79

.

77. abra A risztocetin-aglikon lipofil szirmazékainak eléallitasa click-reakcioval
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5. Tablazat A risztocetin és a teikoplanin 4j lipofil szirmazékainak antibakterialis aktivitasa

Teszt
mikroorganizmus

MIC / MBC (pg/mL)

Vanko-
micin

66

79

80

72

77

78

81

82

84

85

ATCC 6633
B. subtilis

1/4

> 256

> 256

32/64

0,25/2

0,25/0,5

8/8

2/4

2/4

0,5/0,5

ATCC 33591
MSSA

1/4

1/2

> 256

> 256

2/4

0,25/0,5

0,25/0,5

4/8

0,5/0,5

64 /256

64 /256

ATCC 29213
MRSA

2/4

2/2

> 256

> 256

8/8

0,25/0,5

0,25/0,5

4/8

1/1

64 /256

128 /256

ATCC 35984
S. epidermidis
Biofilm-pozitiv

2/4

8/16

> 256

> 256

16 /16

0,25/0,5

0,5

8/8

1/1

64 /256

256 /256

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
Vanco: S
Teico: S

4/16

4/16

8/16

> 256

> 256

32/32

0,25/0,5

0,25/0,5

16 /256

2/256

128 /256

32/128

ATCC 51299
E. faecalis
Vanco: R

Teico: S
VanB +

16/16

16/ 64

64 /128

> 256

> 256

32/ 64

0,25/0,5

0,25/0,5

16 /256

2/128

128 /256

64 /256

15376
E. faecalis
Vanco: R

Teico: R
VanA +

> 256

> 256

> 256

> 256

> 256

> 256

0,25/0,5

0,25/0,5

16 /256

2/256

128 /256

128 /256

"Ld. a 111. irodalmi hivatkozast.
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Az antibakterialis eredmények ellentettjét mutattdk az antivirdlis tesztek (6. Téblazat). Az
azido-teikoplanin-pszeudoaglikon (72) és a beldle késziilt két lipofil szarmazék (77, 78)
teljesen inaktiv volt. Az azido-risztocetin-aglikon (66) kdzepes aktivitast mutatott az influenza
A HINI és H3N2 torzsekkel szemben, hatastalan volt viszont a B tipus esetében. A n-decil-
szarmazek (79) jobb hatasunak bizonyult mindharom vizsgalt altipussal szemben, mint a
terapids gyakorlatban hasznalatos oszeltamivir-karboxilat, azonban meg kell emliteni, hogy
ugyanakkor citotoxicitisa sem elhanyagolhaté. Erdekes, hogy a bifenil szubsztituenst hordozo
szarmazék (80) ¢épp oly hatastalan volt, mint a teikoplanin-pszeudoaglikonbdl képzett

vegyliletek.

6. Tablazat A risztocetin és a teikoplanin 1j lipofil szirmazékainak antiviralis aktivitisa

Citotoxicitas (uM) Antiviralis ECso (UM)
Vegyiilet CCu xéT;I;‘;(TS {2?}111?11112 1a 12?}111;;?; Influenza B
koncentraci6 | CPE | MTS | CPE | MTS | CPE | MTS
. >100 100 10 8,9 20 92 | NA. | NA.
532 100 9 88 | NA. | NA | NA. | NA.
11,4 20 0,8 0,7 2 2,8 0,5 0,5
» 8,5 4 0,1 0,1 0,2 0,5 0,2 0,2
80 17,4 >4 NA. | NA | NA. | NA. | NA. | NA.
72 59,7 20 NA. | NA | NA. | NA. | NA. | NA.
77 3,7 4 NA. | NA | NA. | NA. | NA. | NA.
78 2,6 4 NA. | NA | NA. | NA. | NA. | NA.
81 48,7 20 NA. | NA | NA. | NA. | NA. | NA.
82 0,8 0,8 NA. | NA. | NA. | NA. | NA. | NA.
84 0,1 0,2 NA. | NA. | NA. | NA. | NA. | NA.
85 4.6 >0,8 NA. | NA | NA. | NA. | NA. | NA.
Olﬁggzgt“ >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 04 | NA. | NA.
Rimantadin | 241 500 10 13 0,1 02 | NA. | NA.
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A risztocetin-aglikon és a teikoplanin-pszeudoaglikon szerkezete meglehetdsen nagy
hasonlésdgot mutat, de ha alaposabban szemiigyre vessziik a két molekuldt, akkor tobb
kiilonbséget is megfigyelhetiink. A risztocetin-szarmazék egy plusz alifas hidroxilcsoportot
tartalmaz valamint egy aroméas C-metil szubsztituenst, és hianyoznak, a teikoplaninnal
meglévd, klor szubsztituensek. A C-termindlis nem szabad karboxilcsoport, hanem metil-
észter formadban van jelen, és tekintettel arra, hogy teikoplanin-pszeudoaglikont hasznaltunk,

igy egy markans kiilonbség a meglévd N-acetil-gliikdzamin rész ez utdbbi esetében.

plusz alifas hidroxilcsoport

metil-észter

aromas C-metil szubsztituens

klér szubsztituensek

N-acetil-glikézamin «NH;
H
HOOC
szabad karboxil- / OH
csoport HO

78. abra A risztocetin-aglikon (feliil) és a teikoplanin-pszeudoaglikon (alul) szerkezetének dsszehasonlitiasa
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Elméletileg ezen eltérések barmelyike befolydsolhatja a bioldgiai aktivitast. Feltételeztiik,
hogy az antibakteridlis hatasban a legnagyobb valtozast a karboxilcsoport észteresitése —
ezaltal a molekula negativ toltésének megsziintetése — valamint az erdsen hidrofil
molekularészt jelentd aminocukor eltavolitasa okozhatja, igy munkank soran ezeket
vizsgaltuk. Mivel mind a n-decil, mind pedig a bifenil teikoplanin-pszeudoaglikon-szarmazék
egyforman hatdsos volt, igy elegenddnek lattuk csupan az egyikkel elvégezni a megfeleld
transzforméciokat. Az azido-teikoplanin-pszeudoaglikon (72) észteresitését (79. abra)
kovetden, 81-t n-decil-propargil-éterrel (75) reagéltatva, a click-reakcid 82-t eredményezte
(81. abra). Teikoplanin-pszeudoaglikonbodl kiindulva (62) eldallitottuk a teikoplanin-aglikon
metil-észterét (83), amibdl diazotranszferrel azidot (84) képeztiink (80. abra). 84-t n-decil-

propargil-éterrel kapcsolva kaptuk 85-t (81. 4bra).

OH Cl

MeOH / HCI

79. abra Az azido-teikoplanin-pszeudoaglikon észteresitése
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1. 90 %-os TFA

" MeOH / HCI

Triflil-azid / piridin
CuSOQ, / EtsN

80. abra Az azido-teikoplanin-aglikon metil-észterének szintézise
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A teikoplanin-pszeudoaglikon decil szarmazékanak karboxilcsoportjat metil-észterré (82)
alakitva nem csokkent a kivalo bakteriosztatikus aktivitds, megsziint azonban a cid hatas az
enterococcusok esetében. Amennyiben az észterképzés mellett az aminocukrot is
eltavolitottuk, tehat a n-decil-teikoplanin-aglikon metil-észterét (85) allitottuk eld, akkor
inaktiv szarmazékhoz jutottunk, ami az N-acetil-glilkdzamin antibakterialis aktivitasban
betoltott jelentds szerepét mutatja. A virusellenes hatdst nem befolyasoltak ezek az

atalakitasok, valamennyi teikoplanin-szarmazék inaktivnak bizonyult.

= OH
HO,,
0 81
HO” ™
NHAc
H— 84

— 75
O—CygH21

Cul / Et3N / absz. DMF

82

81. abra A teikoplanin-aglikon-metil-észter (85) és a teikoplanin-pszeudoaglikon-metil-észter decil-
szarmazékanak (82) szintézise
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Ahhoz, hogy megvizsgaljuk, van-e Gsszefiiggés az altalunk eldallitott vegyiiletek lipofilitasa
és antibakterialis hatdsa kozott, egy kisérletes és szamitogépes technikat 6tvozé modszer'
(experimental value-adjusted logP calculation) segitségével meghataroztuk valamennyi
szarmazek logP értékét (7. Tablazat). A kapott eredményeket Gssszevetve az antibakterialis
aktivitas adatokkal megallapithato, hogy a leghatdsosabb szarmazékok kozepes lipofilitassal
rendelkeznek (logP = 0,3 — 1,3), a talsdgosan lipofil vagy hidrofil vegyiiletek pedig csak

csekély aktivitdst mutatnak vagy inaktivak.

7. Tablazat A risztocetin- és teikoplanin-szarmazékok logP értékei

Vegyiilet 61 66 79 | 80 62 72 77 | 78 81 82 | 84 | 85

ogP | 6010297 | 336|271 |-248 | -1.83 | 124 | 0,59 | -1.96 | 1,11 | 1,57 | 4,64
(szamitott)

E3
Razotoleséres modszerrel kisérletesen meghatarozott érték.

Az elméleti részben mar részletesen ismertettem a glikopeptid antibiotikumok
hatdasmechanizmusdnak ¢és a veliikk szemben kialakul6 rezisztencianak a molekularis alapjait.
Az egyre nagyobb szamban megjelend ellenalld baktériumokkal szembeni kiizdelem legujabb
eredményét jelentik (a lipopeptidek mellett) a lipofil glikopeptid antibiotikum-szarmazékok.
A jelenleg klinikai harmas fazisban 1év6 oritavancin, telavancin és dalbavancin vanA-pozitiv
torzsekkel szemben mutatott aktivitdsdt annak tulajdonitjdk, hogy lipofil szubsztituensiik
révén képesek a baktérium membranjdhoz kihorgonyzodni, ott koncentralodni, tovabba
fokozott dimerizacids hajlammal rendelkeznek.''* Ez utébbirél pedig mar a korabbi, a
kovalens dimerek, trimerek €és polimerek terén végzett kutatasok is igazoltak, hogy kedvezden
befolyasolja az antibakteridlis hatést rezisztens torzsek esetén.

Az altalunk eldallitott kitlind bakteriosztatikus és baktericid hatdst mutaté két lipofil
teikoplanin-szarmazékot megvizsgalva, szembetind a molekuldk amfifil jellege,
koszonhetden a C-termindlison meglévOé negativ toltésnek valamint az aminocukornak
(hidrofil vég) és az N-terminalison — annak pozitiv toltését megsziintetve — kialakitott lipofil
résznek (hidrofob vég). Ezzel az amfipatikus jelleggel hoztuk dsszefliggésbe ezen két lipofil
teikoplanin-szdrmazék kivald hatasat. Feltételeztiik ugyanis, hogy onszervezddéssel képesek
lehetnek multivalens aggregatumok kialakitdsara. Natrium-sot képezve a n-decil-
szarmazekbol vizsgaltuk a vizes kozegben mutatott viselkedését. A dinamikus fényszoras-
fotometrids mérések monomodalis eloszlast 10 nm atmérdji aggregdtumok jelenlétét

mutattak (82. abra).
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82. abra A teikoplanin-pszeudoaglikon decil-szirmazékabdl kialakult aggregatumok dinamikus
fényszoras-fotometrias mérésekkel meghatarozott méret eloszlasa

A vizes oldatot DSS, mint bels6 standard, jelenlétében diffuzido kontrollalt NMR
spektroszkopiaval (DOSY) vizsgalva, 350 = 60 kDa molekulatomegli aggregatumok voltak
megfigyelheték. Ahhoz, hogy a kapott két, kiilonbozd dimenzidji eredmény Osszevethetd
legyen, molekula dinamikai szamitasok segitségével (Gaussian 03, MOPAC 2007)
meghataroztuk az aggregatumok optimalizalt legalacsonyabb enrgiaju allapothoz tartozé
geometrigjat.'' > A becsiilt molaris térfogat ezek alapjan 1,0 dm’/mol-nak adodott.
Felhasznalva ezt a térfogat értéket, valamint a fényszoras-fotometrias méréssel meghatarozott
10 nm-es atlagos atmérot, kiszamithatd, hogy egy aggregatum kb. 240 amfifil molekulabol
épiil fel, és ennek megfeleléen a moltdmege kb. 390 kDa. Ez pedig jol egyezik a DOSY NMR
vizsgalat eredményével.

Ahhoz, hogy pontosabb képet kapjunk a VRE torzsekkel szemben is rendkiviil hatasos lipofil
vegyiileteink hatdsmechanizmusardl, megvizsgaltuk a n-decil-szarmazék kolcsonhatasat mind
a vankomicin-szenzitiv torzsekre jellemzd No,Ne-diacetil-L-lizil-D-alanil-D-alanin (A-
ligandum), mind pedig a rezisztens baktériumok sejtfal prekurzorat szimulalé No,Ne-diacetil-
L-lizil-D-alanil-D-tejsav (B-ligandum) modell peptid-szarmazékokkal. Ehhez, a ligandum-
receptor kolcsOnhatas tanulmanyozasara széles korlien alkalmazott, ugynevezett szaturacid
transzfer differencia (saturation transfer difference, STD) NMR spektroszkdpiai

modszert' ' ®11912012L122 hagrnaltuk fel (83. 4bra és 84. abra).
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83. abra A teikoplanin-pszeudoaglikon decil szirmazékanak az A-ligandummal adott STD-spektruma

saturation

T T T T T T T T T T T T T T
2.1 2.0 1.9 1.8 1.7 1.6 1.5 1.4 1.3 1.2 1.1 1.0 0.9 0.8 0.7 0.6 ppm

84. abra A decil-szarmazék A-ligandummal (feliil) és B-ligandummal (alul) késziilt STD-spektruma
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Azt tapasztaltuk, hogy mindkét sejtfal-prekurzor analog esetében az antibiotikum lipofil decil
oldallanca erds apoldris kolcsonhatasba 1ép a tripeptid N-acetil szubsztituensek
metilcsoportjaival éppugy, mint a két alanin (A) vagy az alanin és a tejsav (B) metiljeivel (85.

abra).

Lomwe, /e
H3C N 1q e N 3a
2
AP

O N:N
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85. abra A teikoplanin-pszeudoaglikon decil szarmazékanak kélesonhatasa A- és B-ligandummal (az STD-
mérések eredményeire alapozva)

Az STD vizsgalatok mellet standard NOESY kisérleteket is végeztiink, amelyek tovabbi
intermolekularis  kolcsonhatasok  jelenlétét mutattdk ki. A-ligandumot hasznélva,
egyértelmien negativ NOE-kat detektaltunk az a-NHAc metilcsoportja és a teikoplanin-
pszeudoaglikon-szarmazék N-acetil-gliikozaminjanak csaknem valamennyi protonja kozott,
tovabba kolcsOnhatést tapasztaltunk a cukor-rész anomer protonja €s a prekurzor analog 23

metilcsoportja kozott (86. abra).
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86. abra A teikoplanin-pszeudoaglikon-decil-szirmazék és az A-ligandum komplexének NOESY-

spektruma

Az elvégzett vizsgalatok segitségével kozelebb keriiltiink az altalunk eldallitott lipofil
teikoplanin-pszeudoaglikon szarmazékok hatdasmechanizmusanak megértéséhez. A molekulan
kialakitott apolaris oldallanc nagy valdszinliséggel segiti annak kihorgonyzodasat a baktérium
membranjdban, aminek révén az antibiotikum a hatds helyén koncentralodhat. A
(vankomicinnel ¢és teikoplaninnal szemben is) rezisztens torzsek esetében mutatott kitlind
bakteriosztatikus és cid hatas hatterében azonban ettdl sokkal Osszetettebb jelenség all. Az
amfifil tulajdonsagbdl addédé aggregéacios hajlam, valamint az N-acetil-gliikdzamin és a n-
decil oldallanc révén megvaldsuld kolcsonhatasok, ugy tiinik, képesek kompenzalni azt, hogy

egy hidrogén-hid hidnya miatt ezredrészére gyengiil a kotddés a baktérium sejtfal prekurzora

¢s az antibiotikum molekula heptapeptid része kozott.
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Osszefoglalas

Doktori munkdm soran a glikopeptid tipusu antibiotikumokhoz tartozo risztocetin és
teikoplanin modositasaval foglalkoztam. A szintetikus atalakitidsok egyik irdnyvonalat a
risztocetin-aglikonbdl kiindul6 0j szénhidrat-szarmazékok eldallitasai jelentették, amelyeknél
a cukrokat az N-termindlison keresztiil kapcsoltuk az aglikonhoz. Glikozil-izotiocianatok
addiciés reakciojaval gliikkozil- és maltozil-tioureido-szarmazékot allitottunk eld, amelyek
egészen joO antibakterialis aktivitast mutattak és nem volt trombocita-aggregéald hatasuk.
Réz(I)-katalizalta azid-alkin 1,3-dipolaris cikloaddicios reakci6d felhasznalasaval tovabbi uj
cukor-szarmazékokat szintetizaltunk. Per-O-acetilezett propargil-glikozidokat azido-
risztocetin-aglikonnal reagéltatva az a-D-gliikkozil-, a-D-mannozil-, a-D-maltozil-, N-acetil-a-
D-gliik6zaminil- ¢és a-L-ramnozil-oximetil-triazolil-szarmazékokhoz jutottunk. Zemplén
szerint dezacetilezve pedig a megfelelé szabad cukrot tartalmazd vegyiileteket kaptuk. A
Gram-pozitiv torzseken elvégzett vizsgalatok azt mutattak, hogy az N-terminalison kialakitott
cukor-rész igen kedvezden befolyasolta a risztocetin-aglikon antibakterialis hatasat. A
kozott nem volt szamottevd kiilonbség, addig az L-ramndzzal képzett vegyiiletek esetében
joval nagyobb MIC értékeket kaptunk. Az antibakteridlis eredmények mellett figyelemre
méltdak az antivirdlis tesztek soran nyert tapasztalatok. Az acetilezett maltozil- és a két
ramnozil-szarmazék kivételével valamennyi vegyiilet igen jo aktivitdst mutatott az influenza
A virus HIN1 altipusaval szemben mindamellett, hogy citotoxicitasuk is biztatéan csekélynek
bizonyult.

Szintetikus munkam soran lipofil szadrmazékokat allitottunk eld a fent emlitett click-
reakcioval teikoplanin-pszeudoaglikonbol ¢és risztocetin-aglikonbol. A teikoplanin-
pszeudoaglikonbol késziilt decil- ¢és bifenil-szdrmazékok kitlind bakteriosztatikus és
baktericid hatdst mutattak még a legellenallobb enterococcus tdrzzsel szemben is, ugyanakkor
a risztocetin-aglikonbol képzett megfeleld vegyiiletek teljesen inaktivak voltak. Az antiviralis
tesztek soran ellenkezd eredményt kaptunk, ott a risztocetin-aglikon decil szarmazéka jobbnak
bizonyult a vizsgalt harom influenza virus esetében, mint a forgalomban 1évé oszeltamivir-
karboxilat, meg kell azonban jegyezni, hogy erdteljes citotoxicitast is mutatott. A hatas-
szerkezet Osszefiiggések megfejtéséhez tovabbi szarmazékokat allitottunk eld a teikoplanin-
pszeudoaglikon decil-szarmazékanak észteresitésével illetve az N-acetil-gliikozamin

eltavolitasaval. Megallapitottuk, hogy metil-észter képzéssel nem valtozik jelentdsen a
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bakteriosztatikus aktivitas (enterococcusok esetében ugyan elvész a cid hatés), az aminocukor
eltavolitasa azonban gyakorlatilag teljesen inaktivalja a molekulat. Meghataroztuk az uj lipofil
szarmazékok oktanol-viz megoszlasi hanyadosat, és ezeket az adatokat 0sszevetettiik a MIC-
értekekkel, amelyek alapjan megfogalmaztuk, hogy a kozepesen lipofil vegyiileteink a
legkivalobb antibakteridlis hatasuak. A teikoplanin-pszeudoaglikon decil szarmazékanak
dinamikus fényszoéras fotometridval és DOSY NMR technikaval vald vizsgalata, valamint
molekula dinamikai szamitasok segitségével bizonyitottuk, hogy ez az amfifil molekula
erOteljes aggregacios hajlamot mutat vizes kozegben, ami Osszefiiggésbe hozhat6d kivalo
antibakteridlis aktivitdsaval. Kisérletet tettiink a hatdsmechanizmus molekuléris szintii
pontosabb megismerésére. Az STD és a NOESY NMR vizsgalatok azt mutattak, hogy az uj
szarmazEk lipofil oldallanca, valamint N-acetil-gliikozamin része egyarant kdlcsonhatasba 1ép
a sejtfalprekurzor analog molekulaval. Feltételezéseink szerint ez talan képes kompenzalni az
antibiotikum és a sejtfalprekurzor kozotti kdlcsonhatds meggyengiilését, amit a rezisztens

baktériumok esetén a termindlis alanin tejsavra valo cseréje okoz.
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Summary

During my PhD work I dealt with the synthesis of new derivatives of ristocetin and
teicoplanin. Starting from ristocetin aglycon new carbohydrate derivatives were prepared and
their antibacterial and antiviral activity, as well as their platelet-aggregation property were
investigated. The synthesis of new lipophilic derivatives of ristocetin aglycon and teicoplanin
pseudoaglycon were carried out. Their antibacterial and antiviral effect were examined and
the structure-activity relationships were studied.

Ristocetin A (3) was deglycosylated by anhydrous HF using the Boger’s method. The resulted
aglycon (61) was reacted with 2,3,4,6-tetra-O-acetyl-D-glucopyranosyl isothiocyanate and
2,3,6,2°,3°,4°,6’-hepta-O-acetyl-D-maltosyl isothiocyanate. After purification of the addition
products (64a, b) by column chromatography, the Zemplén deacetylation afforded N-B-D-
glucopyranosylthioureido and N-B-D-maltosylthioureido ristocetin aglycon (65a, b). Both new
carbohydrate derivatives exhibited quite a good activity against several staphylococci and
enterococci strains. Examining the haematological effect of the compounds, neither of them
caused platelet-aggregation, moreover the glucosyl derivative (65a) inhibited the ristocetin
induced thrombocyte-aggregation.

Stimulated by these promising results additional carbohydrate derivatives of ristocetin
aglycon were synthesized using the copper-catalyzed azide-alkyne 1,3-dipolar cycloaddition
(click) reaction discovered by Sharpless and Meldal. The azido group required to the binding
was formed from the primary amino group of ristocetin aglycon (61) by diazotransfer
reaction. Treating of the aglycon with freshly prepared trifluoromethanesulfonyl azide
resulted in the azido ristocetin aglycon (66) in a moderate yield, retaining the configuration of
the N-terminal phenylglycin.

The terminal alkyne function was formed on five different carbohydrate molecules (D-
glucose, D-mannose, D-maltose, N-acetyl-D-glucosamine and L-rhamnose) by Fischer’s acid-
catalyzed (sulfuric acid on silica) glycosylation using propargyl alcohol as glycosyl acceptor.
The propargyl glycosides were acetylated by acetic anhydride in pyridine. The reaction of the
per-O-acetylated propargyl glycosides with the azido ristocetin aglycon in the presence of
cuprous iodide resulted in the corresponding glycosyl-oxymethyl-triazolyl derivatives (70a-e).
Removing the acetyl groups from the carbohydrate part of the molecules by Zemplén led to
the a-D-glucopyranosyl (71a), a-D-mannopyranosyl (71b), a-D-maltopyranosyl (71¢), a-D-N-

acetylglucosaminyl (71d) and a-L-rhamnopyranosyl (71e) derivatives of ristocetin aglycon.
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Table 1. The structure of ristocetin A (3), ristocetin aglycon (61) and the glycosylthioureido derivatives of the
aglycon

The antibacterial activity of the acetylated and deacetylated derivatives was investigated in
case of some important Gram-positive strains. We found that introduction of the sugar
moieties at the N-terminus into the ristocetin aglycon molecule had a beneficial effect on the

antibacterial activity. The results showed that the D-sugar containing derivatives (70a-d and
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71a-d) do not have considerable difference in the activity, however the L-rhamnose
containing compounds (70e, 71¢) had much higher MIC (Minimum Inhibitory Concentration)
values. It may be concluded that the stereochemistry of the saccharide sidechain has a great

influence on the antibacterial activity.
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Table 2. The structure of azido ristocetin-aglycon (66) and the carbohydrate (70a-e, 71a-e) and lipophilic (79,
80) derivatives synthesized by click reaction
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There was only a slight difference between the antibacterial effects of compounds having
acetylated or free sugars, which can be explained by a possible deacetylation in the culture
media by aspecific esterases.

In addition to the antibacterial assay the antiviral activity of our new carbohydrate derivatives
was tested. All of the compounds except the acetylated maltosyl (70c¢) and the two rhamnosyl
derivatives (70e, 71e) exhibited a very good activity against the HIN1 subtype of influenza A
virus, nevertheless, their citotoxicity was sufficiently low.

The platelet aggregation property of the deacetylated carbohydrate derivatives (71a-e) was
studied. Although their solubility was lower than that of the glycosylthioureido derivatives,
but they dissolved much better in water than the ristocetin aglycon. Examining the most
concentrated solution of the derivatives (0.5 — 2.5 mg/mL) none of them caused thrombocyte
aggregation. The D-glucose and D-maltose analogues (71a and 71c¢) inhibited the ristocetin
induced platelet aggregation. The D-mannose and D-glucosamine derivatives (71b and 71d)

had no influence, but the L-thamnose derivative (71e) increased the intensity of aggregation.

In the second part of my doctorial work the synthesis of lipophilic derivatives of teicoplanin
pseudoaglycon and ristocetin aglycon was studied. Teicoplanin was deacetylated by the
Boger’s method, too. In contrast to ristocetin we obtained a partialy deglycosylated product,
(containing N-acetyl-glucosamine), the teicoplanin pseudoaglycon (72). The synthesis of the
lipophilic derivatives was carried out by copper-catalyzed azide-alkyne cycloaddition, to
which the primary amino group of the ristocetin aglycon and teicoplanin pseudoaglycon was
exchanged for an azido function. The terminal alkyne moiety was formed on the lipophilic
molecules: n-decyl-propargyl ether and 4-propargyloxybiphenyl were prepared by
propargylation of n-decanol and 4-phenyl-phenol. The latter compounds were allowed to react
with the azides (66, 72) in the presence of a catalytic amount of cuprous iodide, resulting in
the 1,2,3-triazoles (77-78, 79-80).

The antibacterial activity of the azides (66, 72) and the lipophilic derivatives (77-78, 79-80)
was tested in case of several Gram-positive bacteria. The azido derivatives (66, 72) showed
intermediate activity. The compounds prepared from ristocetin aglycon proved to be
completely inactive. However, the lipophilic derivatives of the teicoplanin pseudoaglycon
exhibited excellent bacteriostatic and bactericidal property against the most resistant strains,

too.
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Table 3. The structure of teicoplanin (2) and its derivatives
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In the antiviral tests only the decyl derivative of the ristocetin aglycon (79) was active against
the examined two influenza A and one influenza B viruses. Its activity was superior to that of
the therapeutically used oseltamivir carboxylate.

We established that converting the carboxyl group of the decyl derivative of the teicoplanin
pseudoaglycon (77) to methyl ester (82) the excellent bacteriostatic activity does not decrease,
but the cid effect against enterococci ceases. When the amino sugar was removed in addition
to the ester formation (85), an inactive derivative was obtained. These results show an
important role of the N-acetyl-D-glucosamine in the antibacterial activity. The above changes
do not influence the antiviral activity.

Forming sodium salt from the n-decyl derivative of the teicoplanin pseudoaglycon (77) its
behavior in aqueous media was investigated. The strong aggregation property of this molecule
was proved by combination of dynamic light scattering and diffusion ordered NMR
spectroscopic measurements and molecular dynamics calculations. We demonstrated that
about 240 molecules can form one aggregate with 390 kDa mass which — in our opinion — can
have an important role in the antibacterial activity.

To study the action mechanism on molecular level saturation transfer difference NMR
spectroscopic measurements were performed. It was demonstrated that the decyl sidechain of
the lipophilic teicoplanin pseudoaglycon derivative (77) shows a strong apolar interaction
with the methyl groups of N-acetyl substituents of the cell wall precursor analogue peptide
Noa,Ne-diacetyl-L-lisyl-D-alanyl-D-alanine (ligand A) tipical of vancomycin-sensitive strains
and No,Ne-diacetyl-L-lisyl-D-alanyl-D-lactate (ligan B) tipical of resistant bacteria, as well as
with the two alanine methyl groups (ligand A) or the alanine and lactate methyls (ligand B).
With the help of NOESY experiments the presence of additional intermolecular interactions
was established between the bacterial cell wall precursor model tripeptide and the N-acetyl-

glucosamine part of the teicoplanin pseudoaglycon.
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Kisérletek leirasa

Anyagok és modszerek

A felhasznalt alapanyagokat és olddszereket a Sigma-Aldrich Kft-t6] valamint a Spektrum-3D
Kft-t6l (VWR International) szereztik be. A kromatografids elvalasztashoz (oszlop-
kromatografia és VRK) hasznalt technikai mindségti olddszereket elzetesen desztillalassal
tisztitottuk. A risztocetin A (risztomicin A) a Moszkvai Allami Egyetem Gauze Intézetének
ajandéka, a teikoplanin a Sanofi-Aventis Chinoin Zrt. hozzéjarulasa — az utobbihoz késdbb
kereskedelmi uton jutottunk hozza (Hallochem Pharma). A 'H- és *C-NMR spektrumokat
360 (90) és 500 (125) MHz-es késziilékekkel vettiik fel, Bruker DRX-360 ill. DRX-500 tipusu
spektrométereket alkalmazva. Oldészerként CDCls-ot, ds-MeOH-t, de-DMSO-t vagy D,O-t
hasznaltunk, belsd standardként pedig TMS-t (tetrametil-szildn) vagy DSS-t (2,2-dimetil-2-
szilapentan-5-szulfonsav). A jelek asszigndlasa 2D HSQC, COSY és TOCSY technikak
segitségével tortént. A 'H-NMR jeleinek multiplicitasat a kovetkez roviditésekkel jeldltiik:
d, dublett; t, triplett; m, multiplett. Az infravorés spektrumok Perkin-Elmer 16 PC FTIR
spektrométerrel késziiltek. A tomegspektrumokat Bruker Biflex-III MALDI TOF
tomegspektrométerrel vettiik fel. A dinamikus fényszoras-fotometrids méréseket BI-9000
digitalis korrelatorral ellatott Brookhaven tipusu késziilékkel végeztiik. Valamennyi eldallitott
vegylilet tisztitdsa flash kromatografids technikaval tortént, amihez 0,040-0,063 mm (70-230
mesh) szemcseméretli Kieselgel 60 tipusu szilikat hasznaltunk (Merck Kft.). A vékonyréteg-
kromatografias futtatdsokat Kieselgel 60 F,s4 lemezeken hajtottuk végre (Merck Kft.), a
foltokat UV-lampa alatt detektaltuk, vagy ammoénium-molibdenat / kénsav illetve Pauly-
reagens segitségével hivtuk eld.

Az antibakterialis vizsgalatokat Dr. Rozgonyi Ferenc és Dr. Ostorhazi Eszter (SOTE, Bor-,
Nemikortani és Boronkologiai Klinika), az antivirlis teszteket Dr. Lieve Naesens (Katolikus
Egyetem, Rega Intézet, Leuven, Belgium) készitette. A logP szdmitasok Takacsné Dr. Novak
Krisztina (SOTE, Gyogyszerészi Kémiai Intézet) munkdajat dicsérik. A trombocita-
aggregacios méréseket Dr. Boda Zoltan és Szarvas Mariann (DE OEC, II. Belgyogyaszati
Klinika) végezte.
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Ry = H vagy CHs

D10
D2 D4 D6 D8
D1 D3 D5 D7 D9

87. abra A lipofil risztocetin- (alul) és teikoplanin-szarmazékok (feliil) atomjainak szamozasa (az NMR-
asszignaciohoz)
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Risztocetin-aglikon (61)

5,0 g (2,31 mmol) risztocetin A-t (3) oldottam 6,0 ml anizolban egy teflon reakcidedényben.
-70 — -80 °C-on 50 ml vizmentes cseppfolydés HF-ot vezettem bele, majd hagytam
felmelegedni ¢és a reakcioelegyet -18 °C-on kevertettem 2 oOran keresztiill. A HF-ot és az
anizolt leparoltam. A maradékra vizmentes étert Ontdttem ¢€s a kivald csapadékot kiszlirtem és
mostam szaraz éterrel. A nyersterméket oszlopkromatografiasan tisztitottam (CH,Cl, : MeOH
=8:2—>6:4). 1,7 g(61 %) halvany barna port (61) kaptam.

MALDI-TOF MS: [M+Na]" = 1196,4 m/z. Szamitott (CeoHsN;019Na) 1196,3; 'H NMR,
C NMR: Lasd 123. irodalmi hivatkozast.

2.3.4.6-tetra-O-acetil-N-B-D-glikkopiranoziltioureido-risztocetin-aglikon (64a)

235 mg (0,2 mmol) risztocetin-aglikon (61) 3,0 ml metanollal késziilt oldatdhoz 86 mg (0,22
mmol) 2,3,4,6-tetra-O-acetil-D-gliikopiranozil-izotiocianatot (63a) adtam. A reakcioelegyet
20 6ran at hagytam allni szobahdmérsékleten, majd csokkentett nyomason betoményitettem.
A maradékot oszlopkromatografidsan tisztitottam (toluol : methanol =7 : 3) és 181 mg (58 %)
piszkosfehér szilard anyagot (64a) kaptam. [o]p= -58.36 (c 0.2, MeOH). UV: Ayax 279 nm
(MeOH). MALDI-TOF MS: [M+Na]" = 1585,78 m/z. Szamitott (C75H7¢0.sNsSNa) 1586,3.

N-B-D-gliikopiranoziltioureido-risztocetin-aglikon (65a)

Az acetilezett szarmazék (64a) 158 mg-jat (0,1 mmol) feloldottam 3,5 ml vizmentes
metanolban. A pH-t ~8-ra allitottam be 1 M metanolos natrium-metilat oldattal és 12 6ran at
kevertettem szobahOmérs€kleten. A reakcidelegyet betoményitettem, a kivaldo csapadékot
kiszlirtem ¢€s szaritottam. 88 mg (63 %) halvanybarna szilard anyagot (65a) kaptam.

[a]p= -79.35 (c 0.25, MeOH). UV: Apax 279 nm (MeOH). MALDI-TOF MS: [M+Na] =
1417,8 m/z. Szamitott (Cs7He2024NsSNa) 1418,2.

"H NMR (szénhidrat rész, MeOD) o ppm: 3,27; 3,40; 3,25; 3,26; 3,33; 3,59 (He).

C NMR (szénhidrat rész, MeOD) & ppm: 77,7; 77.4; 72,7; 70,1; 77.9; 61,3 (Cé).
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2.3.6.2°.3’.4’.6’-hepta-O-acetil-N-B-D-maltoziltioureido-risztocetin-aglikon (64b)
70 mg (0,06 mmol) aglikonbdl (61) és 45 mg (0,066 mmol) 2,3,6,2°,3°,4°,6’-hepta-O-acetil-D-

maltozil-izotiocianatbdl (63b) kiindulva az elézdeknek megfeleléen allitottam elé az
acetilezett maltozil-szarmazékot (64b) 75 %-os hozammal. [o]p= -57.25 (¢ 0.11, MeOH).
UV: Amax 280 nm (MeOH). MALDI-TOF MS: [M+Na]" = 1873,8 m/z. Szamitott
(Cg7Hs6036NsSNa) 1874,6.

N-B-D-maltoziltioureido-risztocetin-aglikon (65b)

Zemplén szerint dezacetilezve, 45 %-0s hozammal izolaltam a maltozil-szdrmazékot (65b).
[a]p=-55.0 (¢ 0.1, MeOH). UV: Amax 280 nm (MeOH). MALDI-TOF MS: [M+Na]" = 1580, 1
m/z. Szamitott (C73H7,0,29NgSNa) 1580,3.

"H NMR (szénhidrat rész, MeOD) & ppm: 3,85 (Ha, Hs); 3,88 (H3); 3,99 (Ha); 4,02 (Hy, Hs);
4,12 (Hy); 4,23 (Hxs°); 4,17; 4,27 (He, He); 5,76 (Hy, Hp).

BC NMR (szénhidrat rész, MeOD) & ppm: 61,6 (Cs, Ce); 70,5 (Ca, Cs); 72,9 (Ca); 73,0 (Cs);
73,8 (C2); 77,0 (Cs); 77,8 (Cs); 78,1 (Cy); 84,5 (Cy»); 100,8 (Cy).

Altaldnos médszer az azido-szirmazékok eldallitasara (66, 72, 84)

A megfeleld amino-szarmazékot (61, 62, 83) piridinben oldottam ¢és 2 ekvivalens Et;N-t
valamint 0,1 ekvivalens vizes réz(Il)-szulfat oldatot (¢ = 10 mg/ml) adtam hozzd és a
reakcioelegyet 0 °C-ra hiitottem. 2,5 ekvivalens frissen készitett trifluormetan-szulfonil-azid
vizmentes piridines oldatat hozzidadva egy ¢éjszakan at kevertettem szobahdmérsékleten.
Meghigitottam vizmentes toluollal és az olddszereket csdkkentett nyomason elparologtattam
¢s kétszer szaraz toluolt desztillaltam le a maradékrol. A flash kromatografids tisztitast

kovetden a megfeleld azido-szarmazékhoz jutottam.

Azido-risztocetin-aglikon (66)

Tisztitas: toluol : metanol =7 : 3

Hozam: 245 mg (58 %) halvanybarna szilard anyag.

MALDI-TOF MS: [M+Na]+ = 1222,6 m/z. Szamitott (CsoH49NoO9Na) 1222,3;
IR: 2115 cm™; '"H NMR, "C NMR: Lasd 123. irodalmi hivatkozast.
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Atalanos moédszer a per-O-acetilezett propargil-glikozidok eléallitasara (69a-e)

A megfeleld cukrot (67a-e) szuszpendaltam 5 (monoszacharidok) illetve 10 (malt6z)
molekvivalens propargil-alkoholban (68) és hozzaadtam a H,SO4 — szilikagél katalizatort (5
mg / 1 mmol cukor). A reakcioelegyet egy ¢éjszakan at kevertettem 65 °C-on. A propargil-
alkohol rotacidés vadkuumbeparloval valo eltdvolitasa utan (a maltozid kivételével, ahol a
nyersterméket acetileztem) oszlopkromatografiasan elvalasztottam a propargil-glikozidot a
maradék kiindulasi cukortdl. A propargil-glikozidok acetilezését vizmentes piridinben
végeztem 2 ekvivalens ecetsav-anhidridet és katalitikus mennyiségli DMAP-t alkalmazva.
Oszlopkromatografias tisztitdst kovetden a termékeket MALDI-TOF tomegspektrometrias
modszerrel és 'H-NMR segitségével karakterizdltam. Az eredményeket Osszevetve az

irodalomban k6z61t adatokkal, azok jo egyezést mutattak.

Altalanos médszer a risztocetin-aglikon per-O-acetilezett szénhidrat-szirmazékainak
eloallitasara (70a-e)

Az azido-risztocetin-aglikon (66) €s a 2 ekvivalens per-O-acetilezett propargil-glikozid (69a-
e) DMF-dal késziilt oldatan argon gazt buborékoltattam at 10 percen keresztiil, hogy az
oldatot oxigénmentesitsem. Ekvivalens mennyiségli Et;N-t és 10 molszazalék Cul-ot
hozzdadva egy éjszakéan at kevertettem szobahdmérsékleten. A rezet réz-szulfid forméjaban
lecsaptam kevés kénhidrogént vezetve a reakcioelegybe. Az oldoszer csokkentett nyomason

vald eltavolitasa utan a maradékot oszlopkromatografidsan tisztitottam.

Per-O-acetilezett a-D-glitkozil szarmazék (70a)

Tisztitas: CH,Cl, : MeOH =9 : 1.

Hozam: 30 mg (45 %) barnassarga szilard anyag.

MALDI-TOF MS: [M+Na]" = 1608,6 m/z. Szamitott (C77H7;NoO9Na) 1608,3. "H-NMR (d4-
MeOH, 500 MHz) ¢: 7 (5b); 7,12 (x1); 4,74 (ul); 5,106 (H;); 2,04; 2,01; 1,98; 1,96 (OAc).
PC-NMR (d4-MeOH, 500 MHz) 0: 136,43 (5b); 65,2 (x1); 60,85 (ul); 95,45 (C)); 19,6; 19,5;
19,4 (OAc).
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Per-O-acetilezett a-D-mannozil szarmazék (70b)

Tisztitas: toluol : MeOH =7 : 3.

Hozam: 46 mg (39 %) barnassarga szilard anyag.

MALDI-TOF MS: [M+Na]" = 1608,6 m/z. Szamitott (C77H;NyO9Na) 1608,3.

'H-NMR (d4-MeOH, 500 MHz) §: 7,04 (5b); 7,196 (x1); 4,75 (ul); 4,942 (H)); 2,123; 2,046;
2,033; 1,946 (OAc). *C-NMR (ds-MeOH, 500 MHz) 6: 136,1 (5b); 64,5 (x1); 60,36 (ul); 97
(C1); 19,2, 19,4; 19,44; 19,33 (OAc).

Per-O-acetilezett a-D-maltozil szarmazék (70c¢)

Tisztitas: CH,Cl, : MeOH = 85 : 15.

Hozam: 30 mg (38 %) sarga szilard anyag.

MALDI-TOF MS: [M+Na]" = 1896,9 m/z. Szamitott (CgoHg7NoO3,Na) 1896,4. "H-NMR (ds-
MeOH, 500 MHz) ¢: 7 (5b); 7,13 (x1); 4,76 (ul); 5,02 (H,); 5,37 (H,’); 2,11; 2,05; 2,04; 2
(OAc). C-NMR (d4-MeOH, 500 MHz) 6: 136.4 (5b); 65,1 (x1); 60,71 (ul); 95,2 (C1); 96
(Cr’); 19,8; 19,6; 19,5 (OAc).

Per-O-acetilezett N-acetil-o-D-glikozaminil szarmazék (70d)

Tisztitas: CH,Cl, : MeOH=9:1 — 8 : 2.

Hozam: 35 mg (53 %) halvanysarga szilard anyag.

MALDI-TOF MS: [M+Na]" = 1607,4 m/z. Szamitott (C77H7,N902sNa) 1607,4.

'H-NMR (ds-MeOH, 500 MHz) &: 7,012 (5b); 7.2 (x1); 4,844 (H,); 4,754 (ul); 2,043; 2,001;
1,95 (OAc); 1,834 (NHAc). *C-NMR (ds;-MeOH, 500 MHz) §: 135,94 (5b); 64,74 (x1);
96,56 (C1); 60,28 (ul); 19,18; 19,14 (OAc); 20,97 (NHAC).

Per-O-acetilezett a-L-ramnozil szarmazék (70e)

Tisztitas: toluol : MeOH =7 : 3.

Hozam: 55 mg (43 %) sarga szilard anyag.

MALDI-TOF MS: [M+Na]" = 1550,5 m/z. Szamitott (C7sHeNyO27Na) 1550,3.

'H-NMR (ds-MeOH, 500 MHz) 6: 6,99 (5b); 7,11 (x1); 4,68 (ul); 4,75 (H,); 3,75 (H,); 3,67
(Hs); 3,58 (Hy); 3,5 (Hs); 1,17 (H6). *C-NMR (ds-MeOH, 500 MHz) 6: 136,43 (5b); 65,11
(x1); 60 (ul); 100,21 (C)); 70,97 (C,); 70,08 (C3); 71,14 (Cy); 68,89 (Cs); 16,72 (Cé).
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Altalanos médszer a Zemplén-féle dezacetilezésre (71a-e)

A risztocetin-aglikon per-O-acetilezett cukor-szarmazékat (70a-e) vizmentes metanolban
oldottam, majd a pH-t ~ 8-ra allitottam be 1 M metanolos natrium-metilat oldattal. A
reakcioelegyet egy €jszakan at kevertettem szobahOmérsékleten. A pH-t 6-7-re allitottam be
kationcserél$ gyantaval (Serdolit Red®™). A gyantat kiszlirtem és metanollal mostam. Az
oldészer csokkentett nyomdson vald beparlasaval a risztocetin-aglikon dezacetilezett

szénhidrat-szarmazékat (71a-e) kaptam.

o-D-glikozil-szarmazék (71a)

Hozam: 19 mg (96 %) barnds anyag.
MALDI-TOF MS: [M+Na]" = 1440,4 m/z. Szamitott (CgoHs3N9O,5Na) 1440,3.

o-D-mannozil-szarmazék (71b)

Hozam: 29 mg (95 %) barnas anyag.
MALDI-TOF MS: [M+Na]+ = 1440,5 m/z. Szamitott (CeoHe3NoO25Na) 1440,3.

o-D-maltozil-szarmazék (71¢)

Hozam: 24 mg (95 %) barnds anyag.
MALDI-TOF MS: [M+Na]+ =1601,9 m/z. Szamitott (C75H73N9O39Na) 1602,4.

N-acetil-a-D-gliikdzaminil-szarmazék (71d)

Hozam: 20 mg ( 87 %) sargéasbarna anyag.
MALDI-TOF MS: [M+Na]" = 1481,5 m/z. Szamitott (C7;HsN;00,5Na) 1481,3.

o-L-ramnozil-szarmazék (71e)

Hozam: 36 mg (91 %) barnas szinili anyag.

MALDI-TOF MS: [M+Na]" = 1424,5 m/z. Szémitott (CeoHg3NoO24Na) 14243

Azido-teikoplanin-pszeudoaglikon (72)

A szintézist 1d. kordbban az ,,Altalanos modszer az azido-szarmazékok el6allitasara” résznél.
Tisztitds: CH,Cl, : MeOH =1 : 1.

Hozam: 830 mg (77 %) halvany barna anyag.

MALDI-TOF MS: [M+Na]® = 1449,5 m/z; [M-H+2Na]" = 1471,5 m/z. Szamitott
(CesHs6ClaN10023Na) 1449,3, (CosHs6C1N100,3Nay) 1471,3. IR: 2113 em’™.
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'H-NMR (de-DMSO, 500 MHz) ¢: 1,85 (NHAc metilje); 2,91 / 3,33 (z2); 4,38 (G1); 5,07
(4f); 5,16 (x1); 5,4 (z6); 5,52 (4b). *C-NMR (ds-DMSO, 500 MHz) ¢: 23,8 (NHAc metilje)
36,9 (z2); 63,7 (x1); 76,3 (z6); 99,5 (G1); 105,3 (4f); 108,7 (4Db).

Azido-teikoplanin-pszeudoaglikon-metil-€szter (81)

70 mg (0,0lmmol) azido-teikoplanin-pszeudo-aglikont (72) oldottam 1,8 ml metanolban,
majd 0,2 ml 0,5 M so6savas metanolt adtam hozzad és 2 o6rdn 4t refluxoltattam. A
reakcioelegyet betoményitettem és a maradékot oszlopkromatografidsan tisztitottam (toluol :
metanol = 6 : 4). 30 mg (41 %) anyagot (81) kaptam.

MALDI-TOF MS: [M+Na]" = 1463,4 m/z. Szamitott (Cs7HsgCI1,N;0O23Na) 1463,3.

IR: 2110 cm™. '"H-NMR (ds-MeOH, 500 MHz) 6: 1,89 (NHAc); 2,97 / 3,38 (z2); 3,84
(COOCH:); 4,49 (G1); 5,19 (x1); 5,2 (4f); 5,39 (26); 5,69 (4b). "C-NMR (ds-MeOH, 500
MHz) d: 22,1 (NHAc); 37,1 (22); 52 (COOCH3); 64,6 (x1); 78,7 (z6); 101,2 (G1); 104,6 (4f);
108 (4b).

Teikoplanin-aglikon-metil-észter (83)

250 mg (0,18 mmol) teikoplanin-pszeudoaglikont (62) feloldottam 5,0 ml 90 %-os TFA-ban

¢s 80 °C-on kevertettem 5 oran keresztiil. A reakcidelegyet hideg vizmentes éterre dntdttem
¢s a kivalt csapadékot kiszlirtem. A nyersterméket — tisztitds nélkiil — 18 ml metanolban
oldottam, majd 2,0 ml 0,5 M sdsavas metanolt hozzdadva 4 6ran at refluxoltattam. Az
olddszer beparlasa utdn a maradékot oszlopkromatografidsan tisztitottam (CH,Cl, : MeOH =
8 :2) és 98 mg (45 %) halvanysarga szilard anyagot (83) kaptam.

MALDI-TOF MS: [M+Na]" = 1234,4 m/z. Szamitott (CsoH47CI,N;01gNa) 1234,2. 'H-NMR,
PC-NMR: Lasd 123. irodalmi hivatkozast.

Azido-teikoplanin-aglikon-metil-észter (84)

Teikoplanin-aglikon-metil-észterb3l (83) kiindulva a szintézist 1d. korabban az ,,Altaldnos
modszer az azido-szarmazékok eldallitasara” résznél.

Tisztitas: CH,Cl, : MeOH =8 : 2.

Hozam: 72 mg (78 %) sargas szinii szilard anyag.

MALDI-TOF MS: [M+Na]" = 1260,5 m/z. Szamitott (CsHscC1N1¢O23Na) 1260,2. IR: 2116
cm. "TH-NMR, C-NMR: Lasd 123. irodalmi hivatkozast.

'H-NMR (ds-DMSO, 500 MHz) 6: 3,83 (COOCH3).

132



Altalanos médszer a triazol-szarmazékok el6allitasara

A megfeleld azid és 1,2 ekvivalens propargil-éter vizmentes DMF-dal késziilt oldatan argon
gazt buborékoltattam at 10 percig, majd 1 ekvivalens Et;N-t és 0,1 ekvivalens Cul-ot adtam
hozza. A reakcioelegyet egy €jszakan at kevertettem szobahOmérsékleten. A rezet réz-szulfid
formajaban lecsaptam ugy, hogy kevés kénhidrogén gazt vezettem a reakcidelegybe. Az
oldoészer csokkentett nyomdason vald eltavolitdsa utdn a maradékot oszlopkromatografidsan

tisztitottam.

79

Tisztitds: CH,Cl, : MeOH =9 : 1.

Hozam: 67 mg (64 %).

MALDI-TOF MS: [M+Na]" = 1418,9 m/z. Szamitott (C73H73NgONa) 1418,5. "H-NMR (ds-
DMSO, 500 MHz) 4: 0,85 (D10); 1,2 (Me3); 3,69 (COOCH3); 4,13 (x6); 4,2 (ul); 5,12 (22);
5,14 (z6); 5,28 (4f); 5,62 (4b); 7,1 (5b); 7,35 (x1); 8,1 (u3); 8,29 (2b). *C-NMR (d¢-DMSO,
500 MHz) ¢: 9,13 (Me3); 14,6 (D10); 52,6 (COOCHj3); 62,8 (x6); 65,1 (ul); 65,3 (x1); 71,8
(z6); 72,6 (22); 106,3 (4f); 107,9 (4b); 129,5 (2b, u3); 136,4 (5b).

80

Tisztitas: CH2Cl, : MeOH =10 : 1.

Hozam: 113 mg (54 %).

MALDI-TOF MS: [M+Na]" = 1430,9 m/z. Szamitott (C7sHg NoOoNa) 1430,4. "H-NMR (ds-
DMSO, 500 MHz) ¢: 1,18 (Me3); 3,7 (COOCHs); 4,13 (x6); 5,12 (z2); 5,15 (z6); 5,29 (4f);
5,61 (4b); 7,1 (bifenil); 7,11 (5b); 7,29 (x1); 7,42 (bifenil); 7,57 (bifenil); 7,6 (bifenil); 7,95
(u3); 8,13 (2b). "C-NMR (ds-DMSO, 500 MHz) J: 9,41 (Me3); 52,7 (COOCHs3); 62,7 (x6);
64,8 (x1); 71,8 (z6); 72,6 (z2); 106,3 (4f); 107,9 (4b); 115,7 (bifenil); 125,5 (u3); 126,8
(bifenil); 128,4 (bifenil); 129,6 (2b, bifenil); 136,5 (5b).

77
Tisztitas: toluol : MeOH =1 : 1.

Hozam: 115 mg (71 %).

MALDI-TOF MS: [M+Na]" = 16454 m/z, [M-H+2Na]' = 1667,5 m/z. Szamitott
(C7oHgoCLoN10024Na) 1645,5; (C79HgoCLLN10024Na,) 1667,5. 'TH-NMR (ds-DMSO, 500 MHz)
J5: 0,85 (D10); 1,22 (D3-D8); 1,24 (D9); 1,44 (D2); 1,86 (NHAc); 2,84 / 3,25 (22); 3,09 (G5);
3,24 (G4); 3,36 (D1); 3,39 (G3); 3,55 (G2); 3,63 (G6); 4,12 (x6); 4,3 (x7); 4,37 (x5); 4,38
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(G1); 4,4 (ul); 4,98 (x2); 5,11 (4f); 5,37 (x3); 5,4 (z6); 5,56 (4b); 5,61 (x4); 6,29 (7d); 6,32
(3b); 6,33 (3d); 6,49 (71); 6,59 (31); 6,63 (5e); 6,65 (51); 6,72 (11); 6,89 (1le); 6,95 (1b); 7,03
(2e); 7,06 (x1); 7,09 (5b); 7,16 (2b); 7,25 (6f; 6e); 7,67 (u3); 7,7 (21); 7,83 (6b).

BC-NMR (ds-DMSO; 500 MHz) §: 14,8 (D10); 22,93 (D9); 23,92 (NHAc); 26,47 (D3); 29,51
(D7); 29,64 (D6); 29,79 (D5); 29,81 (D4); 29,89 (D2); 32,12 (D8); 37,73 (z2); 54,38 (x5);
55,41 (x4); 56,12 (x2); 56,55 (G2); 59,56 (x3); 60,3 (x7); 60,55 (G6); 61,71 (x6); 64 (ul);
65,27 (x1); 70,4 (G4); 70,41 (D1); 74,11 (G3); 76,95 (z6); 77,7 (GS5); 100,16 (Gl); 102,5
(7d); 104,56 (31); 105,23 (3d); 105,36 (4f); 108,76 (71); 108,76 (4b); 110,61 (3b); 117.,3 (5e);
118,69 (7b); 119,68 (le); 120,78 (1b); 123,05 (5¢); 124,07 (6¢); 124,85 (u3); 125,37 (2e);
126,18 (5a); 126,18 (51); 126,28 (2¢); 126,4 (11); 127,52 (6¢); 127,64 (4a); 129,07 (61); 129,3
(1a); 129,76 (6b); 131,38 (2b); 132,09 (2f); 135,18 (4d); 136,09 (7a); 136,09 (2a); 137,07
(5b); 139,26 (3a); 140,36 (1c); 142,62 (6a); 144,72 (1d); 144,72 (u2); 148,29 (4e); 148,84
(4c); 150,26 (6d); 151,89 (2d); 156,48 (5d); 156,7 (7¢); 157,72 (3e); 159,05 (7e); 159,22 (3¢c);
166,93 (y6); 167,98 (y3); 169,42 (y5); 170,02 (y2); 170,41 (y4); 170,51 (y7); 175,04 (y1).

78
Tisztitas: toluol : MeOH =6 : 4.

Hozam: 40 mg (49 %).

MALDI-TOF MS: [M+Na]" = 1657,6 m/z, [M-H+2Na]" = 1679,6 m/z. Szamitott
(C1HesC1N1024Na) 1657,4; (CsiHesClN10024Na,) 1679,4. "H-NMR (dg-DMSO, 500 MHz)
5: 2,85 /3,26 (z2); 4,39 (G1); 5,1 (4f); 5,42 (z6); 5,55 (4b); 7,1 (x1, bifenil); 7,42; 7,58; 7,6
(bifenil). *C-NMR (dg-DMSO, 500 MHz) 6: 37,6 (22); 65,3 (x1); 76,6 (z6); 100 (G1); 105,1
(4f); 108,6 (4b); 115,8; 126,9; 128,4; 129.6 (bifenil).

82
Tisztitas: toluol : MeOH =7 : 3.

Hozam: 44 mg (45 %).

MALDI-TOF MS: [M+Na]" = 1659,8 m/z. Szamitott (CsoHgCL,N19024Na) 1659,5. "H-NMR
(d:-MeOH, 500 MHz) d: 0,9 (D10); 1,97 (NHAc); 3,04 / 3,41 (z2); 3,84 (COOCH3); 4,51
(G1); 5,24 (4f); 5,4 (z6); 5,79 (4b); 6,94 (x1); 7,68 (u3). *C-NMR (d4-MeOH, 500 MHz) §:
13 (D10); 21,7 (NHAc); 35,9 (22); 51,5 (COOCH3); 65,03 (x1); 77,9 (26); 100,3 (G1); 104,4
(41); 108,1 (4b); 123,7 (u3).
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Tisztitas: CH,Cl, : MeOH =9 : 1.

Hozam: 25 mg (44 %).

MALDI-TOF MS: [M+Na]" = 1456,5 m/z. Szamitott (CsoHs,C1,N19024Na) 1456,4. "H-NMR
(d4-MeOH, 500 MHz) ¢: 0,9 (D10); 3,07 / 3,46 (22); 3,82 (COOCH»); 5,28 (4f); 5,3 (z6); 5,77
(4b); 6,92 (x1); 7,67 (u3). "C-NMR (ds-MeOH, 500 MHz) §: 13 (D10); 35,7 (22); 51,4
(COOCH;3); 64,8 (x1); 71,5 (z6); 104,5 (4f); 108,1 (4b); 123,5 (u3).

1-(Prop-2-iniloxi)dekan (75)

1,2 g (30 mmol) natrium-hidrid (60 %-os olajos diszperzid) 30 ml dioxannal késziilt
szuszpenzidjahoz kis részletekben hozzdadtam 3,16 g (20 mmol) 1-dekanol (73) dioxéanos
oldatat (10 ml). 3,3 ml (22 mmol, 80 m/v %-0s) toluolos propargil-bromid-oldatot hozzaadva,
a reakcioelegyet egy ¢jszakan at kevertettem szobahdémérsékleten. 20 ml vizet hozzaadva 10
percig intenziven kevertettem, majd az olddszereket vakuumban elpdrologtattam. A
maradékot 150 ml diklér-metanban oldottam és 2 x 50 ml vizzel extrahdltam. A szerves fazist
vizmentes Na;SOs-on széritottam, sziirtem és beparoltam. A maradék olajszeri anyagot
oszlopkromatografidsan tisztitva (hexan : éter =95 : 5) 1,3 g (33 %) sarga olajat (75) kaptam.
'H-NMR (CDCl;, 360 MHz) d: 0,88 (t, 3 H); 1,26 (m, 14 H); 1,59 (m, 2 H); 2,41 (t, 1 H);
3,51 (t, 2 H); 4,13 (d, 2 H). C-NMR (CDCls, 90 MHz) 6: 14,1; 22,6; 26,1; 29,2; 29,4; 29,5;
31,8;57,9; 70,2; 73.9; 74,0.

4-(Prop-2-iniloxi)bifenil (76)
3,4 g (20 mmol) 4-fenil-fenol (74) 40 ml vizmentes DMF-dal késziilt oldatdhoz 5,5 g (40

mmol) finomra poritott kalium-karbonatot és 4,5 ml (30 mmol, 80 m/v %-o0s) toluolos
propargil-bromid-oldatot adtam. A reakcidelegyet 3 oran at kevertettem 60 °C-on, majd
bepéroltam. A maradékot meghigitottam 25 ml vizzel és 3 x 50 ml diklér-metannal
extrahaltam. A szerves fazist vizmentes Na,SOs-on szdritottam, sziirtem ¢és beparoltam.
Oszlopkromatografias tisztitas (hexan : etil-acetat = 95 : 5) utan 3,07 g (74 %) fehér kristalyos
anyagot (76) kaptam.

Olvadaspont: 81-83 °C. 'H NMR (CDCl;, 360 MHz) o: 2,49 (t, 1 H); 4,67 (d, 2 H); 7,00-7,53
(m, 9 H). °C NMR (CDCl;, 90 MHz) &: 55,6; 55,7; 55,8; 75,5; 75,6; 78.5; 115,1; 126,6;
126,7; 128,0; 128,7; 134,5; 140,5; 156,9.
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