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1. Bevezetés

A glikopeptid antibiotikumok félszintetikus szdrmazékainak szintézise leginkabb az
1980-as évek vége felé kezdett teret nyerni. Ebben az idében egyre gyakrabban jelentek meg az
antibiotikum terapiaban akkor hasznalt egyetlen glikopeptidre, a vankomicinre rezisztens
baktériumtorzsek. Tovabba nyilvanvalova valt az antibiotikum csalad mas, természetes eredetii
képviseldinek feltehetden szerkezeti sajatossagukbol eredd eltérd bioaktivitasa is, igy a kutatok
a vankomicinnél hatékonyabb félszintetikus glikopeptidek eléallitasat céloztak meg. Ennek
racionalis megvalositasahoz viszont még korantsem volt ismert elegendd szerkezet-hatas
Osszefliggés, ezért igyekeztek viszonylag egyszerii kémiai modszerekkel nyerhetd, jol definialt
szerkezetli szarmazékokat szintetizalni.! Ekkor és a 90-es évek elsd felében sziiletett a két
legismertebb, human gydgyaszatban alkalmazott glikopeptid antibiotikum, a vankomicin és
teikoplanin  félszintetikus modosulatainak igen jelentés hanyada. Mas glikopeptid
anyavegyiiletek (pl. kloreremomicin) fontosabb szarmazékainak eldallitasa is ekkorra tehetd,
melyek kéziil tobbet ma mér szintén hasznalnak a klinikai gyakorlatban (pl. oritavancin).?

Az antibiotikum rezisztencia jelenleg is sulyos problémat jelent, s6t korunk egyik
legfenyegetdbb egészségiigyi kihivasai kozé tartozik. Nem véletlen, hogy a 21. szazadot sokan
emlitik posztantibiotikus korszakként, mivel egyre t6bb olyan patogén baktériumtorzset
izolalnak, melyek minden jelenleg ismert és alkalmazott antibiotikumunkra rezisztensek.
Kiilonos veszélyt jelentenck a Gram-negativ korokozok (pl. Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae), de a Gram-pozitiv baktériumok okozta fertézések is jelentds karokat okoznak az
egészségiigyben és egészségiinkben.®

A tobbek szerint mar-mar ,,apokaliptikus” helyzet ellenére az 1j antibiotikumok
felfedezése, illetve fejlesztése nagymértékben hattérbe szorult. Gyakorlatilag évtizedek 6ta nem
keriilt kifejlesztésre olyan szer, mely egy ujonnan felfedezett antibiotikum-csaladba tartozna, és
az aktualisan rendelkezésre allo készletiinknél szamottevoen hatékonyabb kezelést biztositana
igazan sulyos esetekben.* Az antibakterialis hatoanyagok fejlesztésében ezért tovabbra is
kulcsfontossagunak szamitanak az ismert antibiotikumok szintetikus kémiai modositasai, illetve
legtjabban a molekuldris biologiai megkozelitések,> ® amelyek azonban nem képezik e dolgozat
targyat.

A gyogyszeripar szamara nem vonzé befektetés az i tipusu antibiotikumok fejlesztése,
hiszen az arra forditott forrasok megtériilésének rendkiviil kicsi az esélye. Ennek ellenére mindig
talalunk a klinikai vizsgalatok valamely fazisaban 1évd antibiotikumokat, de ezek szintén a
jelenlegi készletiink modosulatai. Az antibiotikumkémiai kutatasokban ezért meghatarozo az
akadémiai/egyetemi kutatocsoportok miikodése, mivel itt lehet6éség nyilik szamos 0j Otlet
megvalositasara, hiszen az elsédleges cél nem az anyagi haszon, hanem az eredmények
publikalésa.



A Debreceni Egyetem Gyogyszerészi Kémiai Tanszékén tobb évtizedes multtal
rendelkezik a glikopeptid antibiotikumok kémiaja. Ez nem meglepd, hiszen a Tanszék gydkerei
a Bognar Rezs6 altal 1961-ben alapitott MTA Antibiotikumkémiai Kutatocsoporthoz nyulnak
vissza. Az 1980-as évek soran a kutatocsoport nemzetkozi egyiittmiikodései révén igen jelentds
szerkezetkutatasi eredmények sziilettek ezen a teriileten olyan kivalo kutatoknak koszonhetden,
mint pl. Sztaricskai Ferenc, Pelyvas Istvan és Batta Gyula, akik tobb glikopeptid (pl. risztocetin,
avoparcin, eremomicin, aktinoidin) szerkezet-felderitésében is aktivan kozremiikodtek.

2014-ben kezdtem el gyogyszerészhallgatoként a Gyodgyszerészi Kémiai Tanszéken
glikopeptid antibiotikumokkal foglalkozni, illetve megismerkedni tanszékiink akkori és korabbi
munkdssagaval a témaban. Ekkorra mar rengeteg 0 tipusi félszintetikus glikopeptid
antibiotikum szintézise fiiz6dott kutatoink nevéhez, ebben tobbek kozott kiemelkedd szerepe
volt Herczegh Palnak. Kevéssé ismert, hogy tobb glikopeptid antibiotikum vagy azok
szarmazékai rendelkeznek valamilyen antiviralis hatassal is. A tanszéken folyo kutatasok igy a
hagyomanyos antibakteridlis irdnyvonal mellett egyediilalld6 modon az influenzavirusok ellen

hatékony szarmazékok szintézisét is célozzak.



2. Irodalmi attekintés
2.1. A glikopeptid antibiotikumok

A glikopeptid elnevezés bar vilagosan jelzi, hogy ezek a vegyiiletek szénhidrat-peptid
konjugatumok, az antibiotikum kémiaban glikopeptidekként emlegetett molekulak valdjaban a
természetben megtalalhato glikopeptidek egy igen sziik, jol koriilhatarolt csoportjat alkotjak. E
vegyiiletcsoport altalanos szerkezeti jellemzdit a vankomicin (1) példdjan figyelhetjiik meg (1.
4bra).!

A peptidvazat (aglikont) hét aminosav (AS) épiti fel (heptapeptid), melyek koziil négy
D-konfiguraciéju (AS-1, AS-2, AS-4, AS-5). Az aminosavakat a molekula N-terminalisa fel6l
szamozzuk 1-7-ig a C-terminalissal bezarolag.

Minden glikopeptid antibiotikumban megtalalhatok kiilonleges szerkezetli aromas
aminosavak, melyek szdmos fenolos hidroxilcsoportot, esetenként klératomokat, ritkdbban
szulfonsav csoportokat, illetve metil csoportot is tartalmaznak. Az aromas gyuriket betiikkel is
szokas jelolni (A-G), ezt gyakrabban kezdik a C-terminalis feldl. Az aromas aminosavak
oldallancaikkal az antibiotikum csalddra jellemzd makrociklusokka kapcsolddnak Gssze
ariléter, illetve szén-szén kotéssel, igy létrehozva az axialis kiralitasi A-B biaril, valamint a
C-O-D ¢és D-O-E diariléter gytriiket. Az vegyiiletcsalad jellegzetes szerkezeti motivuma a
C-O-D-O-E planaris kiralitasu, trifenil-éter szerkezetli gytriirendszer. A gyiriirendszereket
alkot6 nagyobb szerkezeti elemeket aktinoidinsav, vankomicinsav, illetve risztomicinsav néven
is emlitik (utobbi csak a III. és IV. csoportra jellemzd, Id. 4. abra). A makrociklusok szama
valtozo az antibiotikum-csaladon beliil. Az ezek okozta jellegzetes térszerkezet és annak
merevsége 1ényeges a vegyliletek hatdsmechanizmusa szempontjabol éppugy, mint az egyes

aminosavak konfiguracioja, mely az N-terminalistol kiindulva minden esetben D, D, L, D, D, L, L.

H;C HO
HO HO
HoN a-L-vankézaminil-1,2-B-D-glikoz
—CHj
3 OH
o"J O
o

I Nii WN

(As-3) (As 2) (As-1)
NH, CHj

1. abra. A vankomicin (1) szerkezete



Erdekes, hogy az 5-6. aminosavak kozotti peptidkotés a természetes eredetii glikopeptid
esetéhez hasonloan gyakran alkilezett, (Id. avoparcin, 5, 3. abra), illetve a C-terminalis
karboxilcsoport lehet észteresitve (risztocetin, 6, 4. abra).

A szénhidrat egységek mindig valamely aminosav aromas vagy benzil helyzetli
hidroxilcsoportjahoz kapcsolddnak a-, vagy B-O-glikozidos kotéssel. A szénhidratok lehetnek
mono-, di- vagy oligoszacharidok, és egy vagy tobb helyen is jelen lehetnek a peptid vazon. A
melyek sokszor kizardlag az adott antibiotikumban fordulnak elé a természetben, pl. a
vankomicinen (1) talalhato vankézamin (3-amino-2,3,6-tridezoxi-3-metil-L-lixo-hexopiranéz,
1. abra) vagy a 6 risztocetin 6. aminosavat glikozilezd risztézamin (3-amino-2,3,6-tridezoxi-L-
ribo-hex6z). A szénhidratok jelenléte nem feltétele az antibakteridlis hatisnak és az

antibiotikum-csoport természetben eléfordulé tagjai kdziil nem is mindegyikre jellemzo.

2.1.1. A glikopeptid antibiotikumok csoportositasa
A glikopeptid antibiotikumok csoportokba sorolasa (I-V. csoport) egyrészt szerkezetiik
szerint torténik, elsésorban az aglikonjuk felépitése alapjan.t A masik, trivialisabb csoportositas
a modern, félszintetikus szarmazékok piacra keriilésével alakult ki. Ebben az esetben a
természetes eredetii vegylileteket az els6, a félszintetikusakat pedig a masodik generacioba
soroljak. Alaposabb ¢és jobban kovethetd a szerkezet szerinti csoportositds, ezért a

kovetkezdkben az antibiotikum-csaladot eszerint ismertetem.

2.1.1.1. |. csoport
Az 1. csoportba (vankomicin-tipus) tartozé antibiotikumok 1. és 3. aminosava
egyediilallo modon alifas, ezek szinte mindig N-metil-D-leucin (AS-1), illetve L-aszparagin
(AS-3). Fontos képviseldi a névadd vankomicin (1, 1. abra), valamint az eremomicin (2) és
kloreremomicin (3) (2. abra).

2.1.1.1.1. Vankomicin

A vankomicin (1) a glikopeptid antibiotikumok legismertebb tagja,” melyet az Eli Lilly
cég kutatoi  1953-ban  izolaltak az  Amycolatopsis  orientalis  baktériumtorzs
anyagcseretermékeként.® A nagy igény miatt igen gyors tempoban lefolytatott klinikai

® néven.

vizsgalatok utan mar 1958-ban FDA engedélyt kapott, és forgalomba keriilt Vancocin
A vegyiilet igen bonyolult felépitésének meghatarozasa tobb mint két évtizedbe telt, végiil
Harris és Harris 1982-ben kozdlte a molekula pontos szerkezetét.”

A vankomicin (1) szerkezetének csoporton beliili megkiilonboztetd jegye a 4.

aminosavat (4-hidroxi-D-fenilglicin) glikozilez6 diszacharid, mely p-D-glikoz és o-L-
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vankozamin (3-amino-2,3,6-tridezoxi-3-metil-L-lixo-hexopiranoz) a-(1-2)
Osszekapcsolodasaval jon 1étre (1. abra). Ezentul jellemz6é mindkét aromas kloratom megléte
(AS-2, AS-6), valamint, hogy a 6. aminosav benzil helyzetii hidroxilcsoportja szabad.

Az ujabb, sokkal biztonsagosabb félszintetikus B-laktamok, a meticillin és a cefalotin
megjelenésével a vankomicint (1) egy id6ére csak masodvonalbeli antibiotikumként
alkalmaztak.” Az USA-ban a 80-as évek elején a meticillin rezisztens staphylococcusok (MRSA)
elterjedésével a vankomicin (1) alkalmazasa ujra elGtérbe keriilt, és az elkovetkezendd két
évtizedben tobb mint szadzszorosara nott a felhasznalasa. Ennek a 80-as évek masodik felében
mar meg is mutatkozott a sulyos kovetkezménye, ugyanis megjelentek a vankomicin rezisztens
enterococcusok (VRE).

Az emlitetteken kiviil szdmos indikécidja van e viszonylag sziikspektrumu
antibiotikumnak, pl. MRSA toérzsek okozta komplikalt bor- és lagyrész fert6zések (ABSSSI),
csontveldgyulladas, MRSA okozta infektiv endocarditis, sth.1° Legstlyosabb mellékhatasaként,
kiilondsen az aminoglikozidokkal valo kombinalt terapia esetén, az oto- és nefrotoxicitast tartjak

szamon.

2.1.1.1.2. Eremomicin és kléreremomicin
Az eremomicin (2, 2. abra) izolalasat egy Amycolatopsis orientalis torzs fermentlevébol
az orosz Gause Intézet kutatoi kozolték 1987-ben.!t Ugyanekkor tette kozzé az Eli Lilly egy
azonos fajhoz tartoz6 torzsbol az A82846 névvel megjelolt antibiotikum keverék (2-4, A, B, C
komponensek, 2. dbra) kinyerését és karakterizalasat.'?

a-L-(4-epivankézaminil)-1,2-B-D-glikéz

OH
CH; HO
HoN Q
—CH3
(0]
o-L-4-epivankézamin (o) J)o) oH
0 .
o} o

OH

CHs
H,N
2 CH, Y
D or
o} o
N N
N N NCH,
H H
O O o} CHs
NH, CHs

Y = Cl (eremomicin, A82846A)
Cl (kléreremomicin, A82846B)
H (A82846C)

2. abra. Az eremomicin (2), a kloreremomicin (3) és az A82846C (4) szerkezete
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Az eremomicin (2) szerkezetének meghatarozasakor beigazolodott az Eli Lilly A82846A
molekuldjaval val azonossaga.'® A vegyiilet aglikonja csaknem megegyezik a vankomicinével
(1, 1. abra), azzal a kiilonbséggel, hogy a C-gyiriin nincs kloratom. Egy masik eltérés, hogy a 2
eremomicinben talalhaté aminocukor a vankézamin C4-epimere, a 4-epivankozamin (2,3,6-
tridezoxi-3-amino-3-metil-L-arabino-hexopiranoz), melyet eremézaminnak is neveznek. A
legfontosabb azonban, hogy ez a szénhidrat nem csak a 4. aminosav diszacharid egységének
részeként talalhaté meg, hanem a 6. aminosavon is mint monoszacharid. Ennek elsddleges
szerepe van az 1 vankomicinhez viszonyitott jobb antibakterialis hatasaban (Id. 2.3.2. fejezet).
Erdekes, hogy ezen feliil a preklinikai vizsgalatok alapjan joval kevésbé toxikus, mint a
vankomicin (1).1* Az eremomicinnek (2) féleg orosz kutatok jovoltabol a mai napig is rengeteg
félszintetikus szarmazéka késziil, azonban klinikai szempontboél a legfontosabb a
kloreremomicint (3, A82846B, 2. abra) megemliteni, mely a jelenleg ismert legaktivabb
forgalomban 1év6 lipoglikopeptidnek, az oritavancinnak (18, 19. abra, 2.6.1.2.2. fejezet) az
anyavegyiilete. A kloreremomicin (3) mindGssze a 6. aminosavon 1évé tovabbi kloratomban
kiilonbozik az eremomicint6l (2), ami az antibakterialis aktivitas tovabbi erételjes ndvekedését
eredményezi (Id. 2.3.2. fejezet).

2.1.1.2. 1. csoport

A 1l. csoportba (aktinoidin-tipus) tartozé vegyliletek szerkezete hasonld az 1.
csoportéhoz, azonban ebben az esetben az 1. és 3. aminosavak aromasak. A csoport kiemelked6
jelent6ségii képviseldje az avoparcin (5, 3. abra).

Az antibiotikumot American Cyanamid céghez tartozo Lederle Laboratories kutatoi
1966-ban izolaltak egy Streptomyces candidus torzsbsl.> Az USA-ban sohasem engedélyezték,
Européaban viszont 1975-t61 az allattenyésztésben sok éven at ndvekedést serkentd takarmany-
kiegészitoként keriilt felhasznalasra. Ezt késébb Osszefiiggésbe hoztak a vankomicin rezisztens
enterococcusok (VRE) eurdpai megjelenésével és az emberi kozosségben vald elterjedésével
ezért hasznalatat 1997-ben valamennyi EU tagillamban betiltottak.l” A vegyiiletet (5) a
kezdetektdl mell6z6 USA-ban még hamarabb megjelentek a VRE torzsek, ami valoszintileg a
vankomicin (1) ottani tomeges alkalmazasanak volt koszonheto.

A kétkomponensii (a, ) avoparcin (S5a, 5B) peptidvazat aktinoidinsav és monodeklor
vankomicinsav épiti fel, F és G gytirtije a csoportra jellemzd moédon nem kapcsolodik dssze.'®
Az a- és P-avoparcin kozotti kiilonbség a 3. aminosav aromas kloratomjanak megléte vagy
hianya. A szénhidrat egységek az elsé aminosav (N-metil-4-hidroxi-D-fenilglicin) fenolos
hidroxilcsoportjdhoz kapcsolédd a-L-ramndéz, a 2. és 6. aminosav benzil helyzeti
hidroxilcsoportjait glikozilez6 a-D-manndz és o-L-risztozamin (3-amino-2,3,6-tridezoxi-o-L-
ribo-hexopiranoz), valamint a D-gytir(i fenolos hidroxilcsoportjat glikozilez6 heterodiszacharid
avobioz (2-O-(3-amino-2,3,6-tridezoxi-a-L-ribo-hexopiranozil)-p-b-gliikopirandz).
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a-avoparcin X =H HIC—|)3C Q
B-avoparcin X = Cl
HO 4,
3. abra. Az avoparcin (5) szerkezete
2.1.1.3. 1ll. csoport
A 111. csoport (risztocetin-tipus) esetében az 1. és 3. aminosavak szintén aromasak,

azonban ezek egy ariléter hiddal Ossze is kapcsolodnak és részt vesznek egy negyedik
makrociklus (F-O-G gytirii) kialakitasaban, ez adja a risztomicinsavat (4. abra). A csoport
jellegzetes képviselje a risztocetin (6, 4. abra), melyet a vankomicinnel (1) egy idében, az 50-es
évek kozepén fedezték fel: eldszor az Abbott Laboratories kutatoi izolaltak az Amycolatopsis
lurida fermentaciés termékeként,'® majd ettdl fiiggetleniil a Gause Intézet kutatoi a
Proactinomyces  fructiferi  anyagcseretermékeként, akik  risztomicinnek?®® nevezték
(risztomicin A ~90%, risztomicin B ~10%). Felfedezése utan hamar terapias alkalmazasba
keriilt, azonban ez nem tartott sokdig, ugyanis a kezelt betegekben igen gyakran okozott

t.2! Ennek hétterében a risztocetin-indukalta vérlemezke-aggregacio allt,??

trombocitopénia
melyért az A komponensen talalhato tetraszacharid (risztotetréz) o-L-ramnéz egysége felelds.?®

A risztocetin (6) szerkezetében a vankomicinsav dideklor valtozata talalhatd meg. A
szénhidrat egységek Osszesen harom helyen vannak jelen az aglikonon. A 4. aminosavon
talalhatd az emlitett tetraszacharid, melyet B-D-gliikdéz, a-L-ramnéz, a-D-manndz és o-D-
arabinoz épit fel (utdbbi kettd a B komponensben hianyzik), a 6. aminosavat egy L-risztézamin
(3-amino-2,3,6-tridezoxi-a-L-ribo-hexopirandz), mig a 7. aminosav egyik hidroxilcsoportjat egy

a-D-mannéz glikozilezi.

13



ER a-D-arabinofuranozil-a-1,2-D-mannozil | B -D- glukoz

L e (Risztocetin A) : ((a-L-ramnoz ) 20H !

vagy
(0]
R=H HO :
(Risztocetin B) '
(0] '
o 30 HO o !
CH3 i
0 ( dldeklor vankomlcmsav : HO '
0] |
=
o R T '
0] 0
" N . \

a-L-risztézamin

)

g OH
o

6
risztocetin

4. abra. A risztocetin (6) szerkezete

2.1.1.4. 1V. csoport
A 1V. csoport (teikoplanin-tipus) az aminosavak szerkezete s elrendez6dése alapjan a
II1. csoporthoz hasonlo, akar egy azon beliili alcsoportnak is tekinthetd. Megkiilonbdztetd jegye
a 4. aminosavon talalhatd, kiilonb6zo zsirsav-oldallancokkal acilezett aminocukor, ezért
lipoglikopeptid-csoportként is hivatkoznak ra. A csoport legfontosabb tagjai a teikoplanin (7,
5. abra) és a parvodicin (8), illetve az A-40 926 (9) (6. abra).

2.1.1.4.1. Teikoplanin

A teikoplanin (7) felfedezését az olasz Lepetit Kutatokézpont csoportja kozolte
1977-ben.?* Ezt a glikopeptidet egy szintén Actinomycetales rendbe tartozo baktérium, az
Actinoplanes teichomyceticus termeli. Az antibiotikumot eleinte két f6 komponens keverékeként
nyerték ki, melyeket teikomicin Ai-nek, illetve Az-nek neveztek.® Az antibakterialis tesztek
soran az A2 komponens joval aktivabbnak bizonyult, ezért a vizsgalatokat és karakterizalast
kizarolag ezzel folytattak.?® A tovabbiakban kideriilt, hogy az A2 komponens valdjéban 6t igen
hasonlo vegyiilet keveréke, melyek kozott a kiilonbség a 4. aminosavon talalhaté N-acil-B-D-
gliikdzamin acilcsoportjai kozott van.?” Ezen kiviil detektaltak még egy kisebb mennyiségii (4lt.
10% kortil), As-1-nek elnevezett polarosabb komponenst, melyen az N-acil-p-D-gliikozamin
egység nincs jelen (Gn. pszeudoaglikon, 7f, 5. abra). Ezen feliill négy, csupan nyomokban
jelenlévé komponenst (RS-1-4) is kimutattak, melyekben az alkanoil oldallancok 12 (RS-1,2),
illetve 8 szénatomosak (RS-3,4).22 Az A2 komponenseket egyenként vizsgalva in vitro és in vivo

is hasonl6 antibakterialis aktivitast mértek mind egymashoz, mind a keverékhez viszonyitva.?’
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A teikoplaninon (7) a mar emlitett AS-4-hez kapcsolodd N-acil-glitkozaminon kiviil két
tovabbi monoszacharid talalhato, az egyik a 6. aminosavon 1évé N-acetil-p-D-gliikozamin, a
masik pedig a 7. aminosavat glikozilez6 o-D-manndz. A teikoplanin (7) felfedezésekor azért is
szamitott Gjszeriinek, mert az addig ismert glikopeptid antibiotikumokkal ellentétben mindegyik
szénhidrat egysége semleges karakter(.

A lipofil acilcsoportok egyszer( szerkezetii, 10-11 szénatomos, egyenes, vagy elagazo
lanct alkanoil vagy alkenoil csoportok. A két f6 komponens az izodekanoil és n-dekanoil
csoportot tartalmazo A2-2 (7b), illetve A2-3 (7¢), melyek egyiitt altalaban 60-70%-at teszik ki a

keveréknek. A pontos Osszetétel nagyban fligg a termelés kortiilményeitol, feldolgozastol, stb.

[ N-acetil-B-D-glikézamin ]

oH (N-acil-g-D-glikézamin]
HO 0

NHCOR?
7a (A,-1) R? = (CH,),CH=CH(CH,),CHj3
7b (A,-2) R? = (CH,)6CH(CH3),
7¢ (A,-3) R? = (CH,)gCH3
7d (Ay-4) R? = (CH,);CH(CHs),

o OH 7e (A,-5) R? = (CH,)gCH(CH3)CH,CHg
o)
OH R!=H (7, As-1)
o

teikoplanin

5. abra. A teikoplanin (7) szerkezete

A teikoplanin elészor Olaszorszagban keriilt forgalomba Targocid® néven 1987-ben.
Eurdpaban, Azsiaban és Dél-Amerikaban elterjedten hasznaljak, FDA engedéllyel azonban nem
rendelkezik. A hossza biologiai felezési idejii készitmény a vankomicinhez (1) hasonléan Gram-
pozitiv baktériumok okozta fertézésekben alkalmazott, sziik spektrumu antibiotikum.
Hatékonysaga a legtobb baktérium esetében a vankomicinéhez hasonld, azonban a koagulaz-
negativ Staphylococcus haemolyticus térzsek ellen kevésbé hatasos az 1 vankomicinnél, a VanB-
tipusu vankomicin rezisztens enterococcusokra (E. faecalis, E. faecium, Id. 2.4.2. fejezet) viszont
kivalo hatasa van. A teikoplanin indikacioi a komplikalt bor- és lagyrész fert6zések (ABSSSI),
csont- és iziileti fertdzések, komplikalt hugyuti fert6zések, infektiv endocarditis, katéterhez
kotheté fertdzések, lazas neutropénia és Clostridium difficile fert6zések. Hasznaljak miitéti
profilaxisként és hashartya-gyulladasban is. Alkalmazasa a vankomicinhez képest ritkabban

okoz oto- és nefrotoxicitast.°

2.1.1.4.2. Parvodicinek és A-40 926
A parvodicinek (8, 6. abra) felfedezésérél az amerikai Smith, Kline & French
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gyogyszercég 1987-ben szamolt be.”® Egy sugargomba, az Actinomadura parvosata
fermentacidja soran nyert antibiotikum-keverék tobb mint 10 komponense koéziil 7-nek
(A, Bi12, Ci14) a szerkezetét hataroztak meg, ezek koziil a fokomponensek a Ci és Cs.
Ugyanebben az évben kozolte a Lepetit csoport az A-40 926 kodu, négykomponensii
antibiotikum-komplexnek szintén egy Actinomadura nemzetségbe tartozo baktériumtorzsbol
vald izolalasat és a négy komponens (A, PA, B, PB) szerkezetét.®

HO
o OH A R'=n-CgHyg R2=H
I COOH Bs R'=(CHp);CH(CHy), R*=H
R' N B, R1 = n-CqoHoq R2=H
H o (N-acil-B-D-glUkuronsav ) C1 R'=(CHy)gCH(CHs), R2=H

C3 R'=(CH,)sCH(CH3), R2%=Ac NHs

(0]
C4 R1 = n-C11H23 R2 =Ac
} 8
0} o

(o) C2 R1 = n—C11H23 R2 =H %NH:;

H Parvodicin
N NHMe
N .
-H H . )
(6] {\CI: (0] A R'= n-C10H21 R9=H
PA R'=n-CyoHa R2=pac / NHs
HO o B R'=(CH,)sCH(CH;), R2%=

H
PB R'= (CHy)sCH(CHa), R2=Ac‘) NHs

OR? OH
0 OH 0
A-40 926
a-D-manndéz
(w-D-mannoz ) [+ ow

6. abra. A parvodicin (8) és az A-40,926 (9) komponenseinek szerkezete

A 6. abrat megvizsgalva lathatjuk, hogy az egyik antibiotikum keverék némely
komponense kolcsondsen megtalalhatdo a masikban is (8B2 = 9A, 8C1 = 9B, 8Cs = 9PB), és a
két antibiotikum szerkezete lényegét tekintve azonos. A 7 teikoplaninhoz hasonléan a
komponensek elsdsorban a 4. aminosavon talalhaté N-acil-aminocukor zsirsav oldallancainak
szerkezetében kiilonboznek. Egyediilalld azonban, hogy az a-D-manndz C6-OH-csoportja
egyes komponensekben acetilezett. Az acetat észter az izolalas soran alkalmazott ammonias
kezelés hatasara elhidrolizal, igy ezek a komponensek a megfeleld, szabad OH-csoportot
tartalmaz6 vegytiletekké alakulnak.

A két antibiotikum-keverék (8, 9) szerkezetében a 7 teikoplaninhoz képest jo néhany
szembetling eltérést taldlhatunk, melyek koziil a legjelentdsebb, hogy a zsirsav oldallancot
viseld aminocukor N-acil-B-D-gliikuronsav. Tovabbi kiilonbség a 6. aminosavon az N-acetil-D-
gliilkozamin hianya, valamint, hogy nem az E, hanem az F gyiriin talalhatjuk a masodik
kloratomot, emellett az N-terminalis metilezett.

Erdekes, hogy a parvodicin (8)/A-40 926 (9) komponenseknek a tbbi glikopeptiddel
ellentétben jo hatasat irtak le Neisseria gonorrhoeae torzsekre, valamint egerekben a 7

teikoplaninnal kedvezdbb farmakokinetikat (magasabb szérumkoncentracid, hosszabb felezési
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1d6) allapitottak meg. A madsodik generdcios lipoglikopeptid dalbavancin (39, 23. 4bra,
2.6.2.1.2. fejezet) anyavegyiilete az A-40 926 B komponense (9B), ami azonos a parvodicin C1

komponensével (8C1).%

2.1.1.5. V. csoport
Az eddigiektél szamottevoen kiillonbozé V. csoport (komplesztatinok, 7. abra)
jellemzdje egyrészt a szénhidratok teljes hianya, masrészt az A-B gytiriik alkotta biaril motivum
eltlinése és helyette a D-F gytiriik alkotta biaril szerkezet megjelenése, melynek kialakitasaban

a heptapeptid molekulak 2. aminosavaként triptofan vesz részt.

komplesztatin

OH

kisztamicin A

7. abra. A komplesztatin (kloropeptin 11, 10) és a kisztamicin A (11) szerkezete

A komplesztatinokban (pl. 10, 7. abra) csupan két makrociklus talalhato (a C-O-D-F
gytriirendszernek kdszonhetéen), mig a szintén ebbe a csoportba tartozo kisztamicinekben (pl.
11) harom. Itt szokatlan modon az A és B gyliriik ariléter kotéssel kapcsolodnak Ossze.
Viszonylag egyedi szerkezetiik ellenére igen fontos csoport, hiszen kivalo antiviralis vegytiletek,
a kisztamicinek influenzavirus-ellenes,®! a komplesztatinok HIV-ellenes hatasuak,*? azonban
antibakterialis hatasuk vagy nincs (komplesztatin, 10) vagy igen gyenge (kisztamicin, 11).
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2.2. A baktériumok sejtfalszerkezete

A glikopeptid antibiotikumok hatasmechanizmusuk szerint a sejtfalszintézis-gatlo
antibiotikumok  csoportjaba tartoznak. Hatasspektrumuk kizarélag a Gram-pozitiv
baktériumokra terjed ki, melyek kozott el6fordulnak, illetve kialakulhatnak az antibiotikum
csoport egy vagy tobb tagjaval szemben is ellenalld6 mikroorganizmusok. Ennek értelmezéséhez
lényeges ismerni a bakterialis sejtfal sematikus felépitését.3® 34

A baktériumokat altalanosan a Gram-pozitiv és Gram-negativ csoportokba soroljak a
sejtfaluk felépitése szerint. A Gram-pozitiv baktériumok kevésbé komplex, de fajok kozott
valtozatosabb sejtfala (8. abra, balra) a citoplazma membranon kiviil helyezkedik el, legnagyobb
hanyadat a peptidoglikan teszi ki, mely ezekben a baktériumokban vastag, akar 30-40 rétegii is
lehet.

lipopoliszacharid / &

O-anti
lipoteikolsav sejtfalhoz asszocialt fehérje -antigén

sejtfal teikolsa)V /

bels6 core

o
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|
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lipid A
peptidoglikan }

lipopoliszacharid
peptidoglikgn ————————————

periplazmatikus tér

extracellularis tér

periplazmatikus tér

belsé
membran

citoplazma

membranfehérjék citoplazma membranfehérjék

8. abra. A Gram-pozitiv (balra) és a Gram-negativ (jobbra) baktériumok sejtfalanak felépitése

A Gram-pozitiv sejtfalat felépité tovabbi alkotok a teikolsavak (sejtfal-, ill.
lipoteikolsavak), melyek a peptidoglikdn rétegekbe agyazott glikopolimerek. Bar a
peptidoglikan igen vastag, de viszonylag pordzus, igy sokféle vegyiilet képes gond nélkiil
athatolni a Gram-pozitiv sejtfalon.

A Gram-negativ baktériumok (8. abra, jobbra) egyediilallo modon egy belsé
(citoplazmamembran) és egy kiilsé sejtmembrannal is rendelkeznek, kozottik talalhato a
periplazmatikus tér, melyben az enzimek, oligoszacharidok stb. mellett a mindéssze néhany
réteg vastagsagu peptidoglikan helyezkedik el. A kiilsé membranba horgonyozva talalhatjuk az
extracellularis tér felé nézé, harom részegységbdl allo lipopoliszacharidot (LPS), aminek
legbelsé egysége a lipid A. Ez altalaban egy foszforilalt gliikozamin diszacharid, melyhez
zsirsav oldallancok kapcsolodnak. A lipid A-hoz ko6tddik a belsé és kiils6 részbdl allo un. ,,core”
(mag) oligoszacharid, ehhez pedig az Un. O-antigén (O-poliszacharid). A sejtfal tovabbi
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szerkezeti integritdsat a Braun-féle lipoprotein biztositja.

A kettds sejtmembran védelmi funkciot is ellat, kb. 600 Da felett jelentds permeabilitasi
gatat képez. A kiils6 hidrofil rész a hidrofob vegyiileteket, a bels6 hidrofob rész pedig a hidrofil
molekuldkat tartja kiviil a sejten. Példaként a Gram-negativ baktériumok glikopeptid
antibiotikumokkal szembeni intrinsic rezisztencidja is a kiils6 membran jelenlétének
koszonhetd. EbbOl kovetkezden a kiilonbozd molekuldk (pl. tdpanyagok) mozgatdsaban
Iényeges szerepe van a két membran transzportfehérjéinek, ilyen jellgezetes transzporterek a
homotrimer porinok.

2.2.1. A peptidoglikan funkcioja és szerkezete

A peptidoglikan (murein) a bakterialis sejtfal kulcsfontossagu szerkezeti eleme, mely
muropeptid (vagy diszacharid peptid) egységekb6l (monomerekb6l) épiil fel (9. abra). A
muropeptid egy N-acetil-B-D-gliikozaminbol (NAG, GIcNAc) és N-acetil-muraminsavbol
(NAM, MurNAc) allo olyan diszacharid, melyben a NAM D-tejsav-éter oldallancahoz egy
pentapeptid egység is kapcsolodik. Az ezt felépité aminosavak sorban a kovetkezok: L-alanin,
y-D-glutaminsav, harmadik bazikus aminosavként L-lizin (legtobb Gram-pozitiv) vagy mezo-
diaminopimelinsav (legtobb Gram-negativ), végiil két D-alanin. A muropeptid diszacharid
egységei a transzglikozilaz enzimek segitségével lizozimre érzékeny [-1,4-glikozidos

kotésekkel hossza peptidoglikan lancokka kapcsolodnak dssze a sejt kiilsé felszinén. 33 34

§
§
7
’ muropeptid/g

NAG (GIcNAC)
NAM (MurNAc)

\ L-alanin
§ D-glutamat

peptid hid

(pentaglicin) L-lizin

D-alanin
D-alanin
\—’_/

pentapeptid

9. abra. A Gram-pozitiv baktériumok peptidoglikanjanak sematikus felépitése

A peptidoglikan lancok pentapeptid oldallancai az extracellularis/periplazmatikus térben
rovid peptidhidak (gyakran pentaglicin) segitségével (Gram-pozitiv baktériumok) vagy
kozvetleniil, két aminosav kozotti peptidkotéssel (Gram-negativok) kapcsolddnak Ossze a
transzpeptidaz enzimeknek koszonhetden. A keresztkotés altaldban az egyik lanc harmadik,
kialakulasakor a terminalis D-alanin lehasad, igy az érett peptidoglikanban mar nem penta-,
hanem tetrapeptidek talalhatok. A keresztkotott peptidoglikan rendkiviil erds, térhalos
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szerkezetének koszonhetd, hogy a sejtfal képes megdvni a baktériumot a sejt belsejében
uralkod6 akar 20 atmoszféras ozmotikus nyomastdl, mely a sejtburok meggyengiilt, hibas
33,34

szerkezete esetén a sejt lizisét okozza.

2.3. A glikopeptid antibiotikumok hatasmechanizmusa
Mar az els6 generacios glikopeptid antibiotikumok (vankomicin (1) és teikoplanin (7))

kozott is fontos kiilonbségeket fedeztek fel a hatasmechanizmus vizsgalatok soran. A masodik

generacios félszintetikus szdrmazékok megjelenésével pedig elengedhetetlenné valik, hogy a

valojaban Gsszetett hatasmechanizmust alaposabban attekintsiik.

2.3.1. A sejtfal prekurzorokhoz valé kotédés
A vankomicinnel (1) végzett elsé hatasmechanizmus vizsgélatot Jordan kozolte,® majd
1961-ben Reynolds **C-jelslt adenin és 1*C-jeldlt aminosavak felhasznalasaval allapitotta meg,
hogy a vankomicin (1) valojaban a baktériumok sejtfalszintézisét gatolja. A vankomicin (1) és
a peptidoglikant felépitd részegységek kozotti kdlcsonhatast elészor Chatterjee és Perkins irta
le,3" par évvel késébb deriilt fény arra, hogy a vankomicin (1) kotédése specifikusan a

peptidoglikan prekurzorok D-Ala-D-Ala terminalisahoz mint ligandumhoz torténik.>®
NMR kisérletekkel a konnyebb vizsgalhatosaga miatt elészor a risztocetint (6)

felhasznalva bizonyitottak a kotddés pontos modjat.3® A feltételezett harom helyett &t
hidrogénkétést taldltak (*H NMR, NOE), majd ennek az 6t hidrogénkotésnek a meglétét késébb

a vankomicin (1) esetében is sikeriilt bebizonyitani (10. dbra).*°

OR R = a-L-vank6zaminil-1,2-p-D-glikéz
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10. abra. A vankomicin (1) és a DALAA kozott kialakulé H-kétések (zold)
és az elektrosztatikus kolcsonhatas (kék)

A kotédésben elsddleges szerepiik van a 2., 3. és 4. aminosav amid protonjai és a sejtfal

prekurzor (az abran a rutinszeriien modellvegyiiletként hasznalt N* N *-diacetil-L-lizil-D-alanil-
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D-alanin, rov. DALAA lathaté) terminalis D-Ala karboxilat csoportja kozott 1étrejovo
hidrogénkdtéseknek. A 7. aminosav amid protonja és az L-lizin éS D-alanin kozotti amidkotés
karbonil oxigénje részvételével kialakult H-kotés csak mdasodlagos szereppel bir.*t Ugyan
kozvetleniil nem vesz részt a hidrogénhidak kialakitasdban, de fontos funkcidja lehet —
elsdsorban a kapcsolodas kezdeti szakaszaban — az N-terminélis aminocsoportnak, mely pozitiv
toltésének koszonhetden elektrosztatikus kolcsonhatasba 1ép a termindlis D-Ala karboxilat
csoportjaval. Ennek jelent6ségét el0szor a risztocetin (6) esetében figyelték meg, ugyanis az N-
acetil szarmazék kotddése joval gyengébb volt, mint az anyavegyiileté.*? A hidrogénkotéseken
tal a vankomicin (1) aromas és alifas aminosav oldallancai is hozzajarulnak a ligandum-
antibiotikum komplex stabilitasahoz kiilénbozé hidroféb kdlesdnhatdsokkal.*?

A fentiek adjak a molekularis alapjat annak, hogy a glikopeptid antibiotikumok a
sejtfalszintézis kés6i szakaszaban képesek reverzibilisen ko6tédni az extracellularisan
elhelyezkedd, még nem keresztkotott peptidoglikan szalak pentapeptid oldallancainak D-Ala-D-
Ala végéhez (11. abra).
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11. abra. A glikopeptid antibiotikumok alapveté hatasmechanizmusa

Ekkor ugyanis a penicillink6td fehérjék (PBP) transzpeptidaz doménje nem képes
keresztkotések kialakitadsara a naszcens peptidoglikan pentapeptid oldalldncanak 3. aminosava
(pl. L-lizin) és a mar sejtfal részét képezo peptidoglikan peptid oldallancainak 4. aminosava (D-
alanin) kozott, mivel a szubsztratot korbedleld antibiotikumt6l ahhoz nem fér hozza. A
glikopeptid antibiotikumok az extracellularis Lipid II peptidoglikan monomerhez kotédve
viszonylag nagy méretiiknél fogva a PBP-k transzglikozilaz doménjét is akadalyozhatjak a
peptidoglikan lanc meghosszabbitasaban, annak ellenére, hogy kozvetleniil nem a prekurzorok

szénhidrat részéhez kapcsolddnak. Fontos azt 1atni, hogy sok mas antibiotikummal ellentétben
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a glikopeptidek alapesetben nem kozvetleniil egy bakteridlis enzimhez kapcsolodva fejtik ki

hatdsukat, hanem az enzimeknek a szubsztratjukhoz valé hozzaférését akadalyozzak meg. 44

2.3.2. Nem-kovalens dimerek képzédése

A hatasmechanizmus alapjainak felfedezése utan egy jo ideig a glikopeptid
antibiotikumok sejtfal analégokhoz valé affinitasat tekintették az in vitro antibakterialis hatas
legfébb meghatarozodjanak. Késébb azonban egyre gyakrabban tapasztaltak, hogy nincs
kozvetlen Osszefliggés az affinitas és a hatékonysag kozott. Erre jo példa az eremomicin (2),
mely ugyan a vankomicinnél (1) 23-szor kisebb affinitassal kotédik a DALAA-hoz, annal
mégis kifejezetten hatékonyabb in vitro.*®

Legeldszor a risztocetinnél (6) meriilt fel, hogy a glikopeptid antibiotikumok
dimerképzésre vald hajlama befolyasolhatja az aktivitast. Megfigyelték, hogy a sejtfalhoz vald
kotddés sordn a DALAA-risztocetin komplexek dimerizdlédnak.*® A nem-kovalens dimerekrél
feltételezték, hogy hidrogénkotésekkel stabilizalt szerkezetek, és ez a kdlcsOnhatds a két
antibiotikum molekula ligandumot nem kot6, azaz hats6 oldalai kozott valosul meg. E16szor az
ureido-balhimicin réntgenkrisztallografis vizsgalata*’ soran igazoltak a dimerek szerkezetét:
bennilk a monomerek antiparallel elrendezédésben, valoban egymasnak hattal alltak, a
dimereket négy hidrogénkotés stabilizalta. Ezzel egy id6ben a vankomicin (1)
rontgenkrisztallografids vizsgalatakor hasonlé eredményre jutottak,*® azzal a kiegészitéssel,
hogy a dimerek egymésnak arccal valo kdlcsonhatésat is megfigyelték, azaz a ligandumot kot
oldalak kozott is taldltak hidrogénkotéseket (12. abra).*® Az antiparallel elrendezédés ellenére
a szénhidratok nem-szimmetrikus elhelyezkedése miatt a dimerek sem szimmetrikusak.
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12. abra. A vankomicin Kkristilyokban megfigyelhet6 dimerek elrendezédése

N-acetil-D-alanin jelenlétében (a konfiguracio nem jeldlt)
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A Williams csoport NMR és UV spektroszkopids mérésekkel meghatarozta tobb
glikopeptid antibiotikum, illetve ezek degradacios termékeinek dimerizacios konstansat.>® A
kapott értékek €s az in vitro antibakterialis hatékonysag jo korrelacioja valoszintivé tette, hogy
a glikopeptid antibiotikumok dimerképzésre vald hajlama ugyantgy lényeges lehet a hatas
szempontjabol, mint a ligandumhoz val6 affinitasuk mértéke (azaz akar az affinitas, akar a
dimerizacios hajlam kifejezettebb, hatékony vegyiiletet kapunk). Megallapitottak tovabba, hogy
a DALAA (vagy a valddi ligandum) jelenléte kedvez a dimerek kialakulasanak (szabad
vankomicin Kdim~7 X 10> M, ligandum-kétott vankomicin Kaim ~10* M), a dimerek pedig a
monomereknél nagyobb affinitassal kotédnek a célponthoz, tehat a ligandum megkétése és a
dimerizacié egymast segitik.>* Ezt a jelenséget Un. kooperativ ligandum kétésnek nevezziik.
Hogy a monomerekhez képest miért kedvezébb a dimer forma kotédése a célponthoz, az
legjobban azzal magyarazhatd, hogy a dimerképzOédés a résztvevé monomerek tovabbi
konformacio-valtozasaval jar, melynek hatasara még szorosabb kdlcsonhatas tud kialakulni az
antibiotikum és a prekurzorok kozott (kivéve a 6 risztocetin esetében, ahol a dimer forma és a
ligandum kozotti kdlcsdnhatas meggyengiil).

A dimerizaciora valdé hajlamot szamos tényez6 befolyasolja, ezek koziil kiemelt
jelentOségili a szénhidratok jelenléte a vankomicin tipusu glikopeptid antibiotikumokon. Mig a
4. aminosavon talalhat6 diszacharid kevésbé, addig a 6. aminosavon elhelyezkedé aminocukor
kifejezett mértékben képes megnovelni a dimerizacios hajlamot, mivel aminocsoportjaval a
szemben elhelyezked6 monomer 2. aminosavanak karbonilcsoportjahoz képes kotédni. Ez lehet
a magyarazata annak, hogy a 2 eremomicin az 1 vankomicinnél hatékonyabb antibiotikum a
sejtfal analdghoz vald kisebb affinitasa ellenére.>

Az aromas halogénatomokat tekintve a 2. aminosavon talalhato kloratom elvesztése
nagymértékben csokkenti a dimerizacids készséget, ami meglehetdsen rontja az antibakterialis
hatékonysagot. Ezzel ellentétben a 6. aminosav aromas gytirijén a klératom jelenléte csokkenti
a dimerizacio mértékét, azonban ezt a hatast ellensulyozza a ligandumhoz vald affinitas
megndvekedése.>

Bar az oldatban vald dimerizacids képesség Osszefliggése az in vitro antibakterialis
hatassal alaposan vizsgalt és kozismert az irodalomban, Kim szilardfazisu in vivo NMR

kisérleteivel megkérdéjelezte a dimerek képzédésének jelentdségét.>*

2.3.3. A lipoglikopeptidek hidrofob oldallincanak jelentdsége
A IV. szerkezeti csoport tagjait a 4. aminosavon talalhato aminocukor lipofil
oldallanca(i) teszi(k) egyedivé. Mind a természetes, mind a félszintetikus lipoglikopeptidekre
jellemzd, hogy ezeknek az oldallancoknak kdszonhetden 0sszetett hatdsmechanizmussal birnak.
A tobbi csoport természetes eredetii képviselGivel ellentétben a teikoplanin (7) nem
képez nem-kovalens dimereket. Ezt eleinte azzal magyaraztak, hogy az N-acil-gliikkbzamin épp
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a dimerek kialakulasa és stabilitasa szempontjabol fontos pozicidban talalhatd, igy a monomerek
dsszekapcsolodasa akadalyozott.>® Késdbb ez megcafolodott, mivel az N-acil-gliikozamint nem
tartalmaz6 TB pszeudoaglikon (7f, 16. abra) esetén sem volt megfigyelhetd dimerképzoédés.>

A hatasossag szempontjabdl fontosnak vélt dimerizacio hianya ellenére a teikoplanin (7)
a VanB-tipusti vankomicin rezisztens enterococcusok (bOvebben 2.4.2. fejezet) ellen kitind
aktivitassal rendelkezik. Ez vélhetéen részben az acil oldallancoknak koszonhetd, melyek két £6
funkcigjat emelhetjiik ki.

A teikoplanin (7) vizes oldatinak H NMR spektrumat vizsgilva, az oldathoz a
bakterialis sejtmembrant utanzo, foszfatidilkolinbol eléallitott vezikulumokat adva a 7 jeleinek
kiszélesedését, majd az alapzajba vald teljes beleolvadasat figyelték meg. Ezzel igyekeztek
igazolni azt a kezdetektdl fennallo feltételezést, hogy az oldallanc segitségével a teikoplanin (7)
a sejtmembranba horgonyzodik.>®

A masik érdekes megfigyelés, hogy a hidroféb oldallancokat viselé glikopeptid
antibiotikumok nagyobb affinitast mutatnak membranba horgonyzott modell ligandumokhoz,
mint oldatban 1évokhdz.% PI. a teikoplanin Az (7a-€) és a hidrofob lancot nem tartalmazo TB
pszeudoaglikon (7f) oldatban kb. ugyanakkora affinitassal rendelkezik az acil-D-Ala-D-Ala
ligandumokhoz, de a membranmodellhez kotott ligandumokhoz a teikoplanin Az-nek (7a-e)
nagyobb az affinitasa.>” Mivel a peptidoglikan szintézis soran a prekurzorok szintén (a
bakterialis) sejtmembranba horgonyzottak, az iménti megfigyelés alapjan nem meglepd, hogy a
7a-e teikoplanin Az hatékonyabb, mint a 7f pszeudoaglikon.

A Kim csoport szilardfazisat NMR kisérletekkel az oritavancinhoz (18, 19. abra) hasonld
lipoglikopeptidek és egész Dbaktériumsejtek koOlcsonhatasat vizsgadlva nem talalt a
sejtmembranba horgonyzott molekulékat, igy a membranba horgonyzas in vivo jelentéségét is
vitatta.>® Ennek ellenére széles korben elfogadott, hogy a masodik generacios lipoglikopeptidek

megnovekedett hatasa legalabb részben a membranba horgonyzodasnak koszonhetd.

2.4. Az antibiotikumok elleni rezisztencia

Az antibiotikum rezisztencia régota ismert jelenség.>® Definicié szerint a természetes
eredeti  antibiotikumok  olyan, mikroorganizmusok  4altal termelt masodlagos
anyagcseretermékek, melyek mas mikroorganizmusokra hatva azokat elpusztitjdk vagy
szaporodasukat gatoljak. A termel6 faj voltaképpen a kornyezetében €16 vetélytarsaira igyekszik
karosito hatast kifejteni, ezzel biztositva a sajat tulélését. Nyilvanvalo, hogy tovabbi eldnyt jelent
szamara olyan o6rokolt strukturalis vagy funkcionalis tulajdonsagok megléte, melyeknek
koszonhetéen mas fajok termelte antibiotikumok nincsenek ra hatassal. Ez utobbit nevezik
intrinsic rezisztencianak, mely a human gydgyaszatban alkalmazott vegyiiletek ellen is
fennallhat, azonban kevésbé relevans, hiszen egy ilyen faj mar az adott antibiotikum alkalmazasa
eldtt is rezisztens volt arra.

24



A valddi problémat a szerzett (indukalt) rezisztencia jelenti, mely soran egy bizonyos
antibiotikumra eredetileg érzékeny mikroorganizmus arra rezisztenssé valik. Ez elsésorban a
vegylilet tilzott hasznalata esetén kovetkezik be, ami un. szelekcidos nyomdst gyakorol a
mikrobakra. Ezt kovetéen a kiszelektalodott mutansok felszaporodnak. Ezen kiviil genetikai
elemek (DNS) atvételével akar egyes fajok kozott is atadodhatnak rezisztenciat kodolo gének.

E gének kifejezédésének eredménye leggyakrabban az antibiotikum célpontjanak
modosulasa, eltiinése vagy tultermelése; az antibiotikum modositasa, ezzel hatastalanitasa; az
antibiotikum csokkent felvétele vagy az antibiotikum eltavolitasa un. efflux pumpak altal.

A 21. szazadra jellemz6 kritikus helyzet kialakuldsanak hatterében egyrészt az
antibiotikumok évtizedeken at tartd kontrollalatlan kornyezetbe keriilése all. Erre példaként
emlithetd a nagymértékii felhasznalasuk az éllattenyésztésben, valamint a fejlédd orszagok
gyogyszeriparaban a nagymennyiségii antibiotikum-hulladék kérnyezetbe juttatasa. A Klinikai
gyakorlatban elkovetett mulasztasok tekinthet6k egy masik f6 oknak. Ezek kozé tartozik pl.
egyes orszagokban a vény nélkiili hozzaférhetoség, a helytelen (dozis, hatasspektrum), illetve
indikdcion tali alkalmazéas, igy pl. a virusos eredeti megbetegedések esetén felirt
antibiotikumok, ami sajnos a fejlett orszagokban is jellemzo.

2.4.1. A glikopeptid antibiotikumok elleni rezisztencia alapjai
A klinikai szempontbo6l legjelentGsebb, szerzett glikopeptid rezisztenciaval rendelkezd
torzsek az enterococcus és staphylococcus nemzetségbe tartozo fajok koziil valok,®© habar jo
néhany egyéb, az antibiotikum-csoportra intrinsic modon rezisztens Gram-pozitiv baktérium is
ismert.!

2.4.1.1. Glikopeptid rezisztens enterococcusok

Az USA-ban a vankomicin (1) hasznalatanak 1980-as évekbeli ugrasszerii
megndvekedése, Eurdpaban pedig az avoparcin (5) elterjedt hasznalata feltehet6leg nagyban
elosegitette a vankomicin rezisztens enterococcusok (VRE) megjelenését, melyek izolalasarol
elészor 1986-87-ben szamoltak be a két kontinensen.5263 64

Az enterococcusok fakultativ anaerob, Gram-pozitiv baktériumok, melyek a normal
bélfléra tagjai, azonban onnan kikeriilve, kiilondsen immunhianyos, illetve korabban
antibiotikummal kezelt betegekben komoly fert6zést okozhatnak (hugynti, hasiiregi fertézések,
endocarditis, sth.). Tobb antibiotikum-csoporttal (pl. aminoglikozidok, szulfonamidok) szemben
intrinsic rezisztenciaval rendelkeznek. A VRE torzsek jellemzéen az Enterococcus faecalis, E.
faecium, E. avium, és E. gallinarum fajok k6zé tartoznak, azonban az E. faecium és E. faecalis
torzsek okoznak leggyakrabban fert6zést.

A VRE torzseket szokas a rajuk jellemzd rezisztencia mértéke alapjan besorolni. A

legmagasabb foku, indukalhato rezisztenciaért a vanA génklaszter felelds. A génklaszter hét
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fehérjét (VanR, VanS, VanH, VanA, VanX, VanY, VanZ) kddol, melyek egylittmiikodésének
kdszonhetéen magas szintli vankomicin és teikoplanin rezisztencia alakul ki az érintett (VanA
fenotipusu) torzsben.

Az enterococcusokban kialakult glikopeptid rezisztencia esetén a peptidoglikan
prekurzorok szerkezetének megvaltozdsa miatt lecsokken az antibiotikum affinitdsa a
célpontjahoz.® Magat a médosult sejtfal prekurzort a VanH, VanA és VanX enzimek allitjak el
(13. abra). A VanH egy dehidrogenaz enzim, mely a pir6sz6élosavat D-laktatta alakitja, a VanA
egy D-Ala-D-Lac ligaz VanA fenotipust VRE esetén (a fenotipus és a benne talalhat6 ligaz neve

mindig megegyezik), a VanX pedig egy dipeptidaz, mely a terminalis D-Ala-D-Ala peptidkotést
62

hasitja, igy biztositva, hogy a legtobb prekurzor D-Ala-D-Lac végzddéssel rendelkezzen.
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13. abra. A VanH, VanA és VanX enzimek katalizalta atalakitasok

A D-Lac-ra val6 csere kb. ezred részére csokkenti a glikopeptid antibiotikumok sejtfal

prekurzorokhoz vald affinitasat, ugyanis a 4. aminosav karbonilcsoportja és a D-Ala-D-Ala

peptidkotése kozotti H-hid megsziinik, helyette elektrosztatikus taszitdas 1ép fel a
).65

karbonilcsoport és az észtercsoport oxigénatomja kozott (14. abra
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14, abra. A glikopeptid antibiotikumok D-Ala-D-Lac végzddésii sejtfal prekurzorokkal valo
kolcsonhatasa és az affinitascsokkenés oka
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A VanY és VanZ két jarulékos fehérje, melyek nem sziikségesek a glikopeptid
rezisztencidhoz, de megjelenésiik esetén ahhoz hozzajarulnak.%® A VRE torzsek leggyakrabban
korhazi koriilmények kozott okoznak fertézést (nozokomidlis korokozok). Ezek a torzsek a
rezisztenciagéneken feliil egyéb jellegzetes génekkel is rendelkeznek, melyek megléte segiti a
korhazakban val6 terjedésiiket €s fertézoképességiiket is megnoveli.

Eddig 6sszesen 9 VRE fenotipust (VanA, VanB, VanC, VanD, VanE, VanF, VanG,
VanL, VanM, VanN) azonositottak, jelentdsebb mértékii rezisztenciaval a VanA, B, D és M
torzsek rendelkeznek.®” Sok esetben a terminalis D-alanin nem D-laktatra, hanem D-szerinre
cserélddik, ami kevésbé, kb. hatod részére csokkenti a glikopeptid antibiotikumok affinitasat.
Ilyen pl. az intrinsic, nem atvihet6 rezisztenciaval rendelkez6 VanC fenotipus (E. gallinarum,
E. casseliflavus, E. flavescens).

Vankomicin és teikoplanin rezisztens enterococcusok okozta fertézések kezelésére
hasznalhato alternativ antibiotikumok pl. a sztreptograminok, a linezolid, a daptomicin, a 18
oritavancin vagy hugyuti fertdzésekben a nitrofurantoin.

2.4.1.2. Glikopeptid rezisztens staphylococcusok

A gyogyaszati szempontbol jelentés glikopeptid rezisztens staphylococcus fajok a S.
aureus,®® valamint a koagulaz-negativ (CONS) S. haemolyticus és S. epidermidis.®® A
rezisztencia kialakuldsa, mechanizmusa és mértéke alapjan jelentds kiillonbségeket taldlhatunk
az egyes fajok kozott, illetve fajon belil is.

A meticillin rezisztens S. aureus (MRSA) torzsek megjelenése ota az altaluk okozott
fert6zésekre a vankomicin (1) az elsédlegesen alkalmazott antibiotikum. Az évtizedek alatt
kialakulo adaptacios folyamat kovetkezményeként Hiramatsu 1997-ben vankomicinre
kozepesen érzékeny staphylococcusok, un. VISA, ill. heterogén VISA (hVISA) torzsek
megjelenésérdl szamolt be.%® A VISA térzsekre a vankomicin (1) MIC értéke (Id. 2.5. fejezet)
4-8 pg/ml kozé esik. A S. aureus izolatumokat 2 pg/ml alatt érzékenynek (VSSA), mig 16 pg/mi
felett rezisztensnek (VRSA) tekintik. A VISA helyett talalkozhatunk a GISA roviditéssel
(Glycopeptide Intermediate S. aureus), mivel gyakori a teikoplaninra (7) valdé csokkent
érzékenység is.0 A hVISA torzsek érzékenysége rutin modszerekkel mérve 2 pg/ml alatti,
azonban a tenyészetben talalhatok olyan szubpopulaciok, melyek érzékenysége a 4-8 ug/ml
tartomanyba esik. Ez a terapia kudarcat okozhatja, mivel utobbiak kiszelektalodnak az
antibiotikum-kura soran.”

A VISA torzsek rezisztencia mechanizmusa nem pontosan ismert, de legfébb
fenotipusos jegyiik a kevesebb keresztkotést tartalmazd, megvastagodott sejtfal. A
keresztkotések alacsonyabb szama miatt tobb D-Ala-D-Ala termindlis marad szabadon, igy
feltehetéen a vankomicin (1) a sejtfal kiils6 rétegein ezekhez kotédve mar nem képes eljutni a

membran kozelébe, az aktiv sejtfalszintézis helyszinére. Ezenfeliil a bek6todott glikopeptid a
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tovabbi vankomicin molekuldk sejtfalon valo atjutasat is akadélyozhatja.”

Az enterococcusok rezisztenciagénjei a vanA transzpozonon valo elhelyezkedésiik révén
kifejezetten mobilisak, ezért horizontalis géntranszferrel atkeriilhetnek mas fajokba is, igy a S.
aureushba, mely ezaltal szintén kimagasloan glikopeptid rezisztenssé valik (VRSA).”23 A
kutatok tobb, vanA gént hordozé VRSA torzset is izolaltak, azonban ugy tiinik, hogy a
rezisztencia gént nem orokitik tovabb. Emellett a gén kifejez6dése rontja a baktériumok talélési
képességét, igy a VRSA terjedése viszonylag korlatozott.”* Fontos megjegyezni, hogy ezek a
torzsek egyéb antibiotikumokra érzékenyek maradnak (pl. linezolid, kinuprisztin/dalfoprisztin,
rifampicin, kléramfenikol).

A koagulaz-negativ staphylococcusokat (CONS) az egyik leggyakoribb nozokomialis
korokozoként tartjak szamon.®® Bar megtalalhatok az emberi bor és nyalkahartydk normal
mikrobiotajaban, a kiilonbdzd implantdtumokhoz kodthetd fertézések rendszeres okozoi.” A
CoNS fajok izolatumai gyakran rezisztensek meticillinre és a legtobb béta-laktamra
(MR-CoNYS), illetve mas gyakran alkalmazott antibiotikum-csoportokra is. Az ilyen esetekben a
vankomicint (1) alkalmazzak elsddlegesen.

El6szor 1986-ban szamoltak be glikopeptid rezisztens S. haemolyticus okozta
fertdzésrol.”® A glikopeptid rezisztens S. epidermidis torzsek valamivel ritkabbak, illetve bar
vankomicin rezisztens esetek eléfordulnak,”” a CoNS-okra inkabb jellemzd a teikoplanin
rezisztencia. Tovabb ndveli a terapia nehézségét, hogy CoNS fajok biofilm képzésére is képesek,
melynek matrixan az antibiotikumok nagy része nem képes keresztiilhatolni. A CoNS biofilmek
a beliltetett idegentestek felszinén alakulnak ki (leggyakrabban S. epidermidis), majd az
individualis sejtek ebbdl kiszabadulva a véraram Utjan egy tavolabbi ponton (pl. miibillentyt,
protézisek) megtapadva ijabb lokalis fertdzést okoznak.

A glikopeptid rezisztens CoNS torzsekre alapveten a VISA torzseknél megfigyelhetd
morfolégiai valtozasok jellemzok,’® de izolaltak mar van géneket tartalmazé magas szintii
glikopeptid rezisztenciat mutaté torzseket is.”® A vankomicin rezisztens izolatumok nem
kifejezetten gyakoriak, de ilyen esetben vankomicin (1) helyett ajanlott a daptomicin, linezolid
vagy kinuprisztin/dalfoprisztin. Gyakran a fert6zés kiindul6 helyéiil szolgald eszkoz eltavolitasat

is elvégzik, ha lehetséges.

2.5. Farmakolégiai alapelvek az antibiotikum terapiaban
A glikopeptid antibiotikumok fejlesztésének fokuszdban gyakran a kedvezdbb
farmakokinetikaju vegytiletek eldallitasa all(t), ezért a szintetikus elézmények bemutatasa elott
fontosnak tartom az antibiotikum terapiaban hasznalt néhany farmakologiai fogalom révid
ismertetését.80 8
Jol ismert, hogy az antibiotikumokat két f6 csoportba soroljuk attol fiiggden, hogy csak
a baktériumok szaporodasat gatoljak (bakteriosztatikus) vagy azokat el is pusztitjak (baktericid).
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Egy masik csoportositds alapja a hatasspektrum, mely alapjan széles és sziik spektrumu
vegylileteket kiilonboztetink meg. A sziik hatasspektrumu szerek, mint pl. a glikopeptid
antibiotikumok alkalmazasa (célzott terapia) napjainkban jobban preferalt, habar ehhez
mikrobioldgiai laboratoriumi tenyésztés sziikséges.

A minimalis gatld koncentracio (MIC) egy antibiotikumnak az a legkisebb
koncentracidja, mely egy adott baktérium szaporodéasat gatolja. A baktericid hatést jellemzd
analog értéket minimalis baktericid koncentracionak (MBC) nevezziik. Ezek megallapitasa in
vitro modszerekkel torténik, melyek azonban semmit sem arulnak el arrol, hogy a vegyiilet in
Vvivo térben és idében hogyan fog eloszlani, kiiiriilni, stb. ezért onmagukban kevéssé informativ
adatok az adott szer terapias hasznossaga szempontjabol. Az antibiotikumok megfeleld
disztribuciodja vagy éppen kiliriilése kiemelt fontossagu, hiszen a fertézések gyakran a szervezet
adott teriiletére lokalizlodnak, igy hidba alkalmazzuk a vegyiiletet, ha az a fert6zés helyén nem
ér el a MIC értéknél magasabb koncentraciot.

A sikeres antibakterialis kezeléshez gyakran hasznaljak a farmakokinetikai-
farmakodinamiai (PK-PD) paramétereket, melyek nagy segitséget nytjtanak tobbek kozt a
megfeleld dozirozas és a kezelés idétartamanak megallapitasahoz. A legfontosabb harom
farmakokinetikai paraméter a maximalis plazmakoncentracio (Cmax), a %-ban kifejezett
id6tartam, amig a szer plazmakoncentracioja a MIC érték felett van (T>MIC) és a 24 6ra alatt
felvett plazmakoncentracio-idé gorbe alatti teriilet (24h-AUC). Emellett figyelembe szokas
venni a fehérjekotddést és posztantibiotikus hatast (PAE) is. A PAE a baktériumok
antibiotikummal val6 rovidebb idejii érintkezése €s akar a plazmakoncentraci6 MIC ala
csokkenése utan is fennallo antibakteridlis hatas.

Farmakodinamiai szempontbol harom csoportba sorolhatdk az antibiotikumok. Az elsé
csoportba a koncentraciofiiggé modon baktericid vegyliletek tartoznak, hossza
posztantibiotikus hatassal, melyek terapias sikerét a Cmax/MIC (és 24h-AUC/MIC) arany josolja
legjobban. Belathato, hogy ezeket a szereket célszerii egy nagy dozisban beadni. Ilyenek pl. az
aminoglikozidok, a fluorokinolonok, vagy a masodik generacios glikopeptid oritavancin (18)
is. A kovetkez6 csoportra az id6fliggd 61és jellmezd, minimalis PAE mellett, melynél a T>MIC
a legfontosabb indikator. Ezeket az antibiotikumokat tehat érdemesebb naponta tobbszor vagy
folyamatos inflizioban adagolni, ezzel biztositva, hogy a plazmakoncentracio a MIC érték felett
maradjon. Ide tartoznak pl. a B-laktamok, a klindamicin és a linezolid. A harmadik csoportra —
pl. azitromicin, tetraciklinek, vankomicin (1) — szintén id6figgé 6lés jellemz6, kozepes vagy
hosszt PAE mellett. Ebben az esetben a 24h-AUC/MIC arany jellemzi legjobban a
hatékonysagot, tehat a cél hosszi idén keresztil minél nagyobb plazmakoncentracid
fenntartasa.

Valamennyi gyogyszertipus esetén mar a preklinikai vizsgalatokban elbukik a

vezérmolekuldk igen nagy hanyada a nem megfelel6 ADME paraméterek miatt. Ez pl. gyenge
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in vivo hatékonysagban, rossz toleralhatosagban, stb. nyilvanul meg. Kozismert, hogy az
ADME sajatsagokat alapvetden meghatarozzak egy vegyiilet fizikokémiai paraméterei. Az
optimalis ADME tulajdonsagok tervezéséhez 1éteznek modellek, azonban ezek az antibiotikum
készletiinkben gyakran megtalalhat6, igen polaros, nagyobb molekulak esetén nemigen
alkalmazhatok.®? A gyogyszermolekuldk nagy hanyada tartalmaz valamilyen ionizalhat6
csoportot, igy a szervezetben vald viselkedésiik erdsen pH-fiiggd. Ez kiilondsen igaz a peptid
tipusu hatéanyagokra, igy a glikopeptid antibiotikumokra is. Mivel a glikopeptid
antibiotikumok izoelektromos pontja a semlegeshez kozeli pH tartomanyban van, altalaban
rossz vizoldhatosaguak, ezért legtobbszor sok (pl. hidroklorid, difoszfat) formajaban kertilnek
felhasznalasra. A kovetkezo fejezetben lathatjuk, hogy a glikopeptid antibiotikumok esetében
kiemelt fontossagu paraméterek az izoelektromos pont (pl) és a lipofilitas (logP/logD), valamint
az ezekkel 0sszefiiggd vizoldhatdsag. Mivel a vegyiiletcsoport igen egyedi, az 0j félszintetikus
analogok in vivo viselkedését legjobb eséllyel az irodalomban leirt és ténylegesen tesztelt
szarmazékok fizikokémiai tulajdonsagai alapjan josolhatjuk meg. Nem meglep6 modon az in

Vvivo hatékonysag altalaban teljesen fiiggetlen az in vitro mért aktivitastol.

2.6. A glikopeptid antibiotikumok szintetikus modositasai és szerkezet-hatas
osszefiiggések
Mivel doktori munkam soran teikoplanin- és vankomicin szdrmazékokat allitottam eld,
a kovetkezékben e két alapvegyiilet félszintetikus irodalmanak relevansabb részeit ismertetem.
A téma jol attekinthetd az alapjan, hogy a molekulak mely f6 szerkezeti elemeit vagy funkcios
csoportjait célozza az adott szintetikus modositas, igy beszélhetiink a szénhidratok, az egyes
funkcids csoportok, illetve a peptid gerinc atalakitdsairol. Az e modszerek alkalmazaséaval

nyerhetd dimer- és hibrid szarmazékok szintézisét kiilon fejezetben foglalom 6ssze.

2.6.1. A szénhidratkomponensek mddositiasa
2.6.1.1. A szénhidratok szamanak megvaltoztatasa

A glikopeptid antibiotikumok szénhidrat egységei savas kezeléssel lehasithatok. A
reakciokoriilmények (sav mindsége, koncentracidja, homérséklet, iddtartam) helyes
megvalasztasaval gyakran lehetdségiink nyilik az egyes mono- vagy oligoszacharidok szelektiv
hidrolizisére, igy nem csak az 0sszes szénhidrat eltavolitdsaval nyerhetd aglikon, hanem az egy
vagy tobb szénhidrat komponenst még tartalmazoé pszeudoaglikonok is eldallithatok. Bizonyos
esetekben az oligoszacharidok monoszacharid-egységenkénti fokozatos hidrolizise is
lehetséges. Természetesen ez, illetve a fenolos hidroxilcsoporthoz kapcsolodd szénhidratok
eltavolitasa enyhébb reakciokoriilményeket igényel, mint a 2. vagy 6. aminosav benzil helyzetti
OH-csoportjat glikozilez6é szacharidoké. Ez utdbbiak hidrolitikus stabilitasa esetenként (pl. a 7

teikoplanin esetén) kozel azonos a peptidgerinc valamely amidkotéséével, ekkor a
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deglikozilezést nehezebb megoldani a peptidvaz sériilése nélkiil. Ertelemszeriien a szénhidratok
tipusa is meghatarozza, hogy mennyire erélyes koriillményekre van sziikség az eltavolitasukhoz.

A vankomicin (1) vankézaminja szelektiven eltavolithatd trifluorecetsavval
-15°C-on, igy nyerhetd a devankozaminil vankomicin (12, 15. abra), mig magasabb
hémérsékleten (pl. 50°C) a vankomicin aglikon (13) izolalhat6 j6 hozammal mind 1-b6él, mind
12-b81.8% A 12 devankozaminil szarmazék in vitro hatsa fele-6tdde a vankomicinének (1), mig
a 13 aglikoné (VanAG) a vankomicinével (1) azonos, viszont in vivo 13-bol 6tszor akkora dozis
sziikséges a gyogyuldshoz, mint 1-bé1,% ami vildgosan jelzi a szénhidrat egységek jotékony

hatasat a farmakokinetika szempontjabol.

HC  HO HO
HO
HN o Q
LcH,
N\ OH OH
o0 Ho ] 0
OH

? e ;?( e X oy

N
H
O o
13 NH;
(VanAG)

15. abra. A vankomicin (1) deglikozilezése

A teikoplanin (7) esetében lehetdség van a harom szénhidrat egység szekvencialis
eltavolitasara, hiszen azok harom kiilonbdz6 aminosavon helyezkednek el, igy hidrolitikus
stabilitasuk is jelentdsen kiilonbozik.2 Tobbféle asvanyi savval, szerves savval, illetve hidrogén-
halogenid gazok (HCI, HF) felhasznalasaval is el6allithato a két pszeudoaglikon (7f, 14) vagy a
15 aglikon (16. abra). A 7f pszeudoaglikon, mely az irodalomban TB vagy teikoplanin As-1
(T-As-1) néven ismert, az N-acil-p-D-gliikozamin szelektiv hidrolizisével nyerhet6 jo hozammal.
A reakcié mar viszonylag enyhe koriilmények kozott, pl. 80°C-on, 0,5 M sésav jelenlétében®®
(i) vagy szobahémérsékleten, 90%-0s vizes TFA hatasara®® (ii) végbemegy. Valamivel
erélyesebb savas kezelést (1M HCI, 80°C® (iii) vagy HCI gaz atbuborékoltatasa, 25°C%" (iv))
igényel az a-D-manndz eltavolitasa, mellyel a 14 pszeudoaglikonhoz (TC vagy T-As-2)
juthatunk.

A 15 aglikon (TD) eléallitasara tobb modszert is publikalt a Lepetit kutatdcsoport.®® A
legegyszeriibb kivitelezhetdség mellett legjobb hozamu eljaras soran a teikoplanint (7) 80°C-ra
eldmelegitett jégecetben szuszpendaltdk és 10 térfogatszdzaléknyi tomény sdésavat adtak az
elegyhez (vi). A 15-6t 80°C-on, 90%-0s vizes TFA-as hidrolizissel is eléallitottak 7-bol (viii),
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bar gyengébb hozammal (~20%). A 15 eldallitasat legjobb kiermeléssel 14-bdl (vagy 7-bol) HCI
gaz atbuborékoltatasaval, 80°C-on irtak le (V).

Teikoplanin (7)

(¢]] i vagy iil
TB (7f)
o)
H
N \ \\\\NHz iii l
o) H TC (14) iii vagy iv
v vagy vi
OH vagy vii
TD (15) -——————
Teikoplanin (7) TB (T-As-1) (7f) TC (T-Az-2) (14) TD (15)
R' = B-D-GIcNAcil (7a-e) vagy H (7f) R'=H R'=H R'=H
R? = 0-D-Man R? = a-D-Man R?=H R2=H
R3 = B-D-GIcNAC RS = B-D-GIcNAC RS = B-D-GIcNAC R3=H

i) 0,5 M HCI, 80°C, 45 perc; ii) 90% TFA, 25°C, 2 ¢6ra; iii) 1 M HCI, 80°C, 30 perc; iv) szaraz HCI/THF, 25°C,
12 6ra; v) 0,5 M szaraz HCl/trifluoretanol, 5 6ra; vi) AcOH:ccHCI = 9:1, 80°C, 1 6ra; vii) 90% TFA, 80°C, 2 éra.

16. abra. Néhany példa a teikoplanin (7) savas deglikozilezésére

A Boger csoport kozolte a vankomicin (1) és mas glikopeptid antibiotikumok anizol
jelenlétében vizmentes hidrogén-fluoriddal végzett deglikozilezését, melyet kovetéen minimalis
feldolgozassal és jo kitermeléssel jutottak a 13 aglikonhoz.®® Kutatoink az ELTE Szerves Kémiai
Tanszékének Peptidkémiai Kutatocsoportjaval egyiittmiikodve azt tapasztaltak, hogy a Boger
csoport altal alkalmazott koriilmények kozott a teikoplaninbol (7) — hasonldan a Lepetit csoport
altal kozolt, szaraz HCl gazzal valo kezeléshez (iv, 16. abra) — a 15 aglikon (TD) helyett
kizarolag a 14 pszeudoaglikon (TC) keletkezett j6 hozammal.®

Az olasz kutatok altal kdzolt in vitro vizsgalatokban mindkét pszeudoaglikon (7f, 14)
jelentdsen gyengébb hatési volt a teikoplaninnal (7).8 A 15 aglikon hasonlé vagy jobb in vitro
hatast mutatott, mint a 7 teikoplanin (MIC: 0,0125-0,4 pg/ml (15) vs. 0,05-0,8 ug/ml (7)),
viszont az N-acil-glikozamin elvesztése a kedvezé farmakokinetika (pl. vizoldhatosag)
megsziinésével jart. Ezt jol tiikr6zi a 71, 14, 15 szarmazékok egér fertzésmodellben mutatott
gyengébb in vivo hatékonysaga: a TB (7f) és TC (14) esetében 2,4-2,6 mg/ttkg, a TD (15) esetén
0,95 mg/ttkg, mig a teikoplaninnal (7) 0,11 mg/ttkg EDso értéket mértek. Erdekes, hogy a 15
aglikon és szarmazékai Gram-negativ baktériumok (E. coli, P. vulgaris, P. aeruginosa) ellen is
mutattak tobb-kevesebb aktivitast (MIC (15): 25-100 pg/ml), feltehetéen Kisebb
molekulaméretiiknek és merev szerkezetiiknek koszonhet6en.

Bar a mannéz jelenléte a teikoplanin és szarmazékai esetében ndveli a molekulak
affinitdsat a D-Ala-D-Ala célponthoz, és jobb oldhatdsagot biztosit fiziologias pH-n,*' a
szelektiv eltavolitasaval (enzimatikus uton) nyert demannozil T-A2-2 in vitro hatasa alig
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romlott, sét egyes staphylococcusok ellen javult.%

Az N-acetil-gliikzamin baziskatalizalt® vagy reduktiv®® kériilmények kozott torténd
szelektiv eltavolitasaval nyert teikoplanin pszeudoaglikon szarmazékoknak a VRE torzsek elleni
in vitro aktivitasa 4-8-szorosara novekedett. (Ez sajat eredményeink fényében némileg
ellentmondasos, t.i. a 3.4. fejezetben bemutatott 71h, 105a,b TC szarmazékok hasonlo vagy
jobb in vitro VRE ellenes hatassal rendelkeztek, mint az analdg teikoplanin, TB vagy TD
szarmazékok.)

Osszegzésként megallapithatd, hogy bar a deglikozilezéssel nyert glikopeptid
antibiotikum szarmazékok rendelkezhetnek az anyavegyiiletekénél jobb in vitro aktivitassal
¢és/vagy szelesebb hatasspektrummal, az eldbbiek farmakokinetikdjanak kedvezdtlen valtozasa

gyakran az in vivo alkalmazhatosag rovasara megy.

2.6.1.2. A szénhidratok funkcios csoportjainak modositasai
Kiemelkedd jelentdségiick a vankomicin tipust glikopeptid antibiotikumokon talalhato
aminocukrok aminocsoportjanak reakcidival nyert szarmazékok, mind a hatékonysag novelése

mind a szerkezet-hatas 6sszefliggések megismerése szempontjabol.

2.6.1.2.1. N-acilezés

Az Eli Lilly kutatéi a vankomicin (1) N-acilezését® (17. abra) abbol a célbol végezték
el, hogy a teikoplaninhoz (7) hasonld, az aminocukron lipofil szubsztituenseket viseld
vegyiileteket 4llitsanak eld, bizva az antibakterialis hatékonysag javulasdban. Az
atalakitasokban acilezOszerként alifas és aromas karbonsavak 2,4,5-triklorfenil aktiv észtereit
alkalmazva haromféle termék keletkezett: a vank6zamin aminocsoportjan (16a) vagy az N-
metil-D-leucinen  (16b) monoacilezett vankomicin szarmazékok, illetve a mindkét
aminocsoporton acilezett diacil vankomicinek (16c).

A legjobb hatdsuak a vankozamin acilezddésével képzodott monoacil szarmazékok
voltak (16a, MIC = 0,5-8 pg/ml), ezt kdvették a leucinen monoacilezettek (16b, MIC = 0,5-32
ug/ml), végiil a diacil szarmazékok (16¢c, MIC = 2-64 pg/ml). Az aromas acil szarmazékok
alapvetéen hatékonyabbak voltak, mint az alifas csoportokat tartalmazok, azonban sem in vitro
sem in vivo nem bizonyultak jelentdsen aktivabbnak a vankomicinnél (1). Hasonld eredményt
kaptak az eremomicin (2) és kléreremomicin (3) N-acil szarmazékai esetén is, habar ekkor még
tobb fajta terméket izolaltak a 6. aminosavon talalhat6 tovabbi aminocukor acilezhetdsége

miatt.®*
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R1cooj©[0| o Cl
cl cl o OH
. R = alkil, aril H
vankomicin (1) N 3
DMF, 25-70°C H NH Il?
0 0 o} NMe
0 .
NH, HsC
16a-c CHs

16a R? = COR', R® = H (NPiszach_gcij))
16b R? = H, R® = COR" (N“®U-acil)
16c R2=R%=COR'  (N'e NDiszach_gjgci))

17. abra. A vankomicin (1) N-acilezése

2.6.1.2.2. N-alkilezés
Mivel a vankomicin (1) N-acilezésével nem jutottak szamottevéen aktivabb
vegyiiletekhez, a tanulmany folytatasaként elvégezték a vankomicin (1) reduktiv N-alkilezését
kiilonb6z6é aldehidekkel NaCNBH3 jelenlétében, mely eljards sordn az acilezés esetéhez
hasonldan haromféle terméket kaptak (17a-c, 18. dbra).®®

H
HO CH;3 oHO
2
R“HN LcH,
3 OH
o fJ O
o
Cl
O O
. R" = alkil, aril H
vankomicin (1) > N 3
NaBH,CN N NH R
MeOH:H,0, reflux 0] @) 0] o ~NMe
NH, HsC
17a-c CHs

17aR?=CH,R', R®=H (NPiszach_g|kil)
17b R%2 = H, R® = CH,R" (N-®U-alkil)
17c¢ R?=R%=CH,R"  (Neu NDiszach_gjg|kil)

18. abra. A vankomicin (1) N-alkilezése

A 17a-c N-alkil szarmazékok joval hatékonyabbak voltak, mint a veliikk analog 16a-c

acilezett vegyiiletek, és a fentiekhez hasonld6 médon az aromas csoportok jelenléte kedvezébb
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volt a hatds szempontjabol.3* A 17a vankézaminon szubsztitudlt alkil szdrmazékok in vitro
aktivabbnak, in vivo pedig hasonld hatékonysagiinak mutatkoztak, mint a vankomicin (1),
emellett hosszabb féléletidével rendelkeztek.

Az eremomicin (2) és kléreremomicin (3) N-alkil szarmazékai hasonlé méddon kitiing
hatast mutattak in vitro és in vivo, VRE torzsek ellen is. A leghatékonyabb vegylileteket a 4.
aminosavon talalhato 4-epivankézamin aminocsoportjanak alkilezésével sikeriilt eléallitani.?®
Ezek koziil a kloreremomicin p-klorfenil-benzil szubsztituenst tartalmazo szarmazéka, az
oritavancin (18, 19. abra) a ma ismert leghatékonyabb és forgalomban 1évé félszintetikus
glikopeptid antibiotikum.®’

A 18 VRE torzsek ellen akar 100-szor hatékonyabb volt (MIC = 0,5-2 pg/ml), mint
maga a 3 kloreremomicin (MIC = 16-64 pg/ml), ezen feliil megdrizte kitlind aktivitasat MRSA,
illetve a teikoplanin rezisztens CoNS térzsek ellen is (MIC = 0,13-0,5 pg/ml).*® FDA
engedéllyel 2014 o6ta rendelkezik, indikacioja az akut bakteridlis bor- és lagyrészfert6zések
(ABSSSI). Kivalé hatasspektruménak ¢és farmakokinetikdjanak ko&szonhetden terdpias
felhasznalasa soran akar egy dozis (1200 mg intravénasan) beadasaval gyogyulas érhetd el.%
Oritavancin rezisztenciat indukalni VRE torzsekben csak laboratoriumi koriilmények kozott

sikeriilt.®®

cl

OH
o)

N N
N Y CH,
H

o) CHj
CHj

oritavancin

19. abra. Az oritavancin (18) szerkezete

Az N-alkil oldallanc jelenlétéb6l fakadéan az oritavancin  (18) Gsszetett
hatasmechanizmussal rendelkezik.®” A vankomicinhez (1) hasonléan képes az in vitro
dimerizaciora, azonban kléreremomicin szarmazék 1évén nagysagrendekkel erésebben, amit a
p-klorfenil-benzil szubsztituens jelenléte tovabb nével. A dimerizacidval egyiitt jard kooperativ
ligandumkotést (Id. 2.3.2. fejezet) és a teikoplaninhoz (7) hasonlé modon a bakterialis
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sejtmembranba horgonyzodast (Id. 2.3.3. fejezet) is 1ényegesnek tekintik a hatas szempontjabol.
A tanulmanyok szerint az oritavancinnak (18) kozvetlen transzglikozilaz gatld hatasa is
lehet, 9010 emellett a Kim csoport feltételezte, hogy a 18 és hasonlo glikopeptid antibiotikumok
egy masodlagos kotéhellyel is rendelkeznek, mellyel a félig keresztkotott peptidoglikanhoz
kotddhetnek, igy gatolva a transzpeptidaciot.02102

Az indiai Haldar kutatocsoport permanens pozitiv toltést hordozé vankomicin
szarmaz¢kokat  allitott el6 a vankdézamin aminocsoportjanak  N-alkilpiridinium-4-
karbaldehidekkel NaCNBHs jelenlétében torténd N-alkilezésével.!%* A kapott szarmazékok
kiemelkedd hatékonysaggal rendelkeztek mind MRSA (MIC akér 0,1 pg/ml), mind VRE
torzsekkel szemben (MIC akar 0,75 pg/ml), emellett in vivo is kitlind hatékonysaggal és

toleralhatosaggal birtak.

2.6.2. Az peptidvaz médositasa
2.6.2.1. A C-terminalis atalakitasai

2.6.2.1.1. Karbonsavészterek
A vankomicin (1) C-terminalis észtereinek szisztematikus tanulmanyozasat nem
végeztek el, ellenben a teikoplanin Az-nek (7a-e) és hidrolizistermékeinek (7f, 14, 15) viszont
jonéhany észter szarmazéka elkésziilt az olasz kutatonak koszonhetden (20. abra). Az N-
terminalist Cbz véddcsoporttal ellatva, majd az észterképzés utan (R2HIg, KHCO3) ezt
katalitikus hidrogénezéssel eltavolitva a 19-22 szarmazékokhoz jutottak.** A T-As-2 (14, TC) és
az aglikon (15, TD) esetében sosavas-alkoholos kezeléssel (pl. n-butanol, benzil-alkohol) is

sikerrel izoldltak a megfeleld 21 és 22 szarmazékokat.%

1) Cbz-Cl, TEA o|
2) R?HIg, KHCO; o} “, /L R' = o-D-Man 19 (T-A,) 20 (TB)
3) Hy/Pd(C) N 1_
2 H R'=H 21 (TC) 22(TD)
vagy HN

1 - - = =
R20H / HsO*, A R' = a-D-Man R, = Me (19a, 20a)

2 1= -
(R? = n-Bu, Bn stb.) RO ; R1 =H R, = Me (21a, 22a)
—OR'" R'=H R, = Bn (22b)
HO OH R'=H R, = (CHy),Br (22¢)

7a-e (T-A,), 7f (TB), 19-22
14 (TC), 15 (TD)

20. abra. A teikoplanin észterszarmazékainak szintézise

A 19a és 20a metilészterek in vitro hatasa koriilbeliil az anyavegyiiletekével (7a-e, 7f)
azonos volt. Szembetlinébb hatasnovekedés volt tapasztalhaté a TC metilésztere (21a) esetén
(MIC 14: 0,125-1 pug/ml — 21a: 0,032-0,25 pg/ml), mig az aglikon (TD) metil- (22a), benzil-
(22Db), illetve brometilésztere (22c) a Gram-negativ baktériumok ellen aktivabba valt (MIC =
8-128 pg/ml). 1105

Mivel a karboxilcsoport nem vesz részt a célponthoz valé kotddésben, igy azt kevéssé
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befolyasolja, ha az elébbin valamilyen kémiai atalakitast végziink. Az észter szarmazékok
gyenge in vivo hatasa feltehetéen a fiziologias pH-n vald alacsony vizoldhatésaguk
kovetkezménye, mely a farmakokinetikat erdsen meghatarozo izoelektromos pont és lipofilitas

kedvezotlen valtozasanak tulajdonithato.

2.6.2.1.2. Karbonsavamidok

A félszintetikus glikopeptid antibiotikumok torténetében az egyik legjelentésebb attorést
az aminocukrok N-alkilezése hozta (Id. oritavancin (18), 2.6.1.2.2 fejezet). A masik
kulcsfontossagt felfedezést a C-terminalis amid szarmazékok eldallitasa jelentette. Ezt mi sem
bizonyitja jobban, minthogy a jelenleg engedélyezett harom masodik generacios glikopeptidbdl
két vegytilet, a dalbavancin (39, 23. abra) és a telavancin (81, 34. abra) C-terminalisa is bazikus
szubsztituenst tartalmazo amidcsoportta van alakitva.

A vankomicin (1) és a kloreremomicin (3) karboxilcsoportjanak primer aminokkal vald
kondenzacids reakciojaban C-terminalis amid szarmazékokat (23, 24, 21. abra) allitottak el6 az
Eli Lilly kutat6i.'% A szintézis soran a karboxilcsoportot PyBOP reagenssel aktivaltak. Mig a
vankomicin amidok (pl. 23a-c) csak CoNS torzsek ellen valtak aktivabba, addig a
kloreremomicin hasonlé szarmazékai (pl. 24a-c) a VRE torzsek ellen is jobb in vitro
hatékonysaggal rendelkeztek.

R?=
R2NH,, PyBOP o
DMF, DMSO (CH2)3N(CH3), 23a, 24a
vagy CH2Ph 23b, 24b
CH,),Ph 23c, 24c
[R2NH;*HIg, (CH2),

(CHz)sN:(CH3)2(CH2)13CH3 23d
(CH2)3N™(CH3)2(CH2)7CH3  23e

DIPEA, HBTU  R2HN
o4 DMF:DMSO

OH

HO

HO
1(R'=H) 23 (R =H)
3 (R" = a-L-eremézamin) 24 (R" = a-L-eremézamin)

21. abra. A vankomicin és a kléoreremomicin amid szarmazékainak (23, 24) szintézise

A Haldar csoport az N-Boc védett 3-dimetilamino-1-propilamin tercier aminocsoportjat
kiilonb6z6 hosszusagl, linearis alkilcsoportokkal alkilezte, majd a véddcsoportot eltavolitva a
kapott kationos aminovegyiiletet amidkapcsolassal a vankomicin (1) C-terminalisdhoz
kototte. % Staphylococcusok ellen valamennyi kationos vegyiilet kitiind hatasa volt (MIC =
0,3-2,4 pg/ml), mig VRE torzsekre a leghatékonyabbnak a 23d tetradecil szarmazék bizonyult
(MIC =0,7 pg/ml). A lipofil, permanens pozitiv t6ltésii molekularészt a vankomicinhez (1) ktve
az amid szarmazékok kifejezett membrankarositd és depolarizalo, ezzel gyors baktericid
hatasava valtak. In vivo a 23e oktil szarmazék MRSA egér fertézésmodellben vizsgalva a

vankomicinnél (1) jobb hatékonysagot mutatott.
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A teikoplaninnak (7) és hidrolizistermékeinek (7f, 14, 15) szamtalan amid szarmazéka
koszonhetd a Lepetit Kozpont kutatoinak (22. ébra).%' 92, 108-110 A 7a3-e, 7f, 14, 15
aminocsoportjanak N-Cbz (25a-28a) vagy N-Boc (25b-28b) védése utan kloracetonitril
felhasznalasaval cianometil-észter szarmazékokat (29-32) képeztek, majd ezeket primer, illetve
szekunder aminokkal (pl. N-Me-piperazin) reagaltatva tobbek kozott a 33-36 amidokhoz jutottak
a véddcsoportok eltavolitasa utan. Utobbi amid szarmazékok szintén eldallithatok a 7, 14 és 15

vegyiiletekbdl és aminokbdl kapcsold reagensként DPPA-t alkalmazva TEA jelenlétében.

Cbz-Cl v.
wNH2 Cl3CgH,0Boc WNHR |R = Cbz (a)
HOOC@ bazis > HOOCD R = Boc (b)
7a-e (T-A,), 7f (TB), 25a* (T-A,), 26a (TB), 27a (TC), 28a (TD)
14 (TC), 15 (TD) 25b* (T-A,), 26b (TB), 27b (TC), 28b (TD)
DPPA, TEA CICH,CN
R'-NH-R? TEA

1 2
WNHy  1)R-NH-R NHR [R = Cbz (a)
1R2RNOCD 2) H,/Pd(C) NCHZCOOCD R =Boc (b)

33* (T-Ap), 34 (TB), vagy TFA 29a* (T-A,), 30a (TB), 31a (TC), 32a (TD)
35(TC), 36 (TD) 29b* (T-A,), 30b (TB), 31b (TC), 32b (TD)
R'=H R?=Me (33a, 34a, 35a, 36a)
R"=H R?=(CH,)3N(CH3), (33b, 34b, 35b, 36b)
R'=H R?= (CHy),N[(CH,),NH,], (33c 36¢)
R'=H R2= (CH,)3NH(CH,);NH(CH,)3NH, (33d 36d)
R', R? = (CH,),NMe(CH,), (33e, 34e 36e)

stb.
*5 komponens keveréke: A,-1, Ax-2, A>-3, Ax-4, Ar-5

22. abra. A teikoplanin néhany amid szarmazékanak szintézise

A teikoplanin Az (7a-e) és a teikoplanin aglikon (15, TD) bazikus aminocsoporto(ka)t
tartalmazo amid szarmazékai (pl. 33b-e, 36b-e; pl kb. 7,9-8,8) igen jo in vitro antibakterialis
aktivitassal rendelkeztek. E vegyiiletek jelentésen aktivabbnak bizonyultak CoNS torzsek ellen,
mint a 7a-e és 15 antibiotikumok, és in vivo is megdrizték hatékonysagukat (EDso = 0,03-1,25
mg/ttkg). lgaz, altalaban az aglikon amidjaibol joval nagyobb dézisra volt sziikség (EDso =
0,18-2,2 mg/ttkg), mint a teikoplanin amidokbol (0,03-0,23 mg/ttkg), hasonldéan az egyéb
atalakitasokkal nyert szarmazékok esetén tapasztaltakhoz (Id. 2.6.1.1., 2.6.2.2.2. fejezetek). A
kisebb molekulaméretii aglikon amidok (pl. 36) Gram-negativ baktériumok elleni in vitro hatasa
tovabb nétt a modositatlan 15 vegyiilethez képest (E. coli: 2-16 pg/ml < 64 pg/ml, P. vulgaris,
P. aeruginosa: 16-64 pug/ml < >128 ug/ml). A pszeudoaglikonok amidjai (pl. 34, 35) in vitro
¢s in vivo hatékonysagukat tekintve is alulmaradtak 33 és 36 amidokkal szemben, habar in vivo
néhany vegyiilet mar viszonylag alacsony doézisban hatasos volt (0,18-1,6 mg/ttkg). A
legkiemelked6bb szarmazék a T-A2-2 dimetilaminopropil amidja (Mideplanin, MDL 62 873,
33b A2-2 komponens, 22. abra) volt, mely meg6rizte in vitro és in vivo hatékonysagat
valamennyi vizsgalt torzsre, de a CONS és Enterococcus torzsek ellen is hatasosabbnak
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bizonyult, mint a 7b (T-A2-2).11

Erdekes, hogy az olasz kutatok mérései szerint a teikoplanin, illetve a TB amid
szarmazékainak (pl. 33, 34) vizoldhatosaga kb. 10-szerese az analog TC és aglikon amidokénak
(pl. 35, 36),%¢ a 36 aglikon amidok mégis hatasosabbak voltak in vivo, mint a 34 TB vagy 35 TC
pszeudoaglikon analégok. Mindazonaltal, az N-acil-gliikkozamin jelenléte a teikoplanin Az-n
nem csak az amidok, hanem minden félszintetikus szarmazék esetén a legkivalobb in vivo
hatékonysagot eredményezte (Id. pl. 2.6.1.1., 2.6.2.2.1., 2.6.2.2.2. fejezetek).

A Lepetit csoport teikoplanin amidokkal és mas teikoplanin szarmazékokkal végzett
vizsgalatai alapjan megallapithatjuk, hogy az idealis (féként in vivo) antibakteridlis hatas
eléréséhez olyan teikoplanin szarmazékok szintézise a legcélszertibb, melyek fiziologias pH-n
nettd pozitiv toltéssel rendelkeznek és tobb szénhidrat egységet is tartalmaznak, biztositva a
megfeleld vizoldhatosagot. Tovabbi elény, ha a szénhidrat egységek mellett lipofil
szubsztituenst is tartalmaz a vegyiilet (pl. az N-acil-p-D-gliik6zamint), azonban ha a molekula
egészét tekintve tul lipofil, az in vivo hatranyos lehet a vizoldhatosag lecsokkenése miatt.

Az N-acetil-pB-D-gliikozamin egység jelenlétének az antibakterialis aktivitasra kifejtett
hatasat vizsgalandd az olasz kutatocsoport a teikoplaninhoz hasonlo szerkezetli A-40 926
vegyiilet amid szarmazékait allitotta eld (23. 4abra).!''? A 37, 38 amidok ugyan VanA
enterococcusok ellen is rendelkeztek némi in vitro aktivitassal (MIC = 0,5-64 pg/ml), sajnos in
vivo gyenge hatékonysdgot mutattak Enterococcus fertézésmodellben.!*® Staphylococcusokkal
szemben azonban in vitro és in vivo is hatékonyabbak voltak valamennyi masodik generacios
glikopeptidnél.

0 R? R' = n-CqgHa4, (CH,)gCH(CHg), (37-39)
Jk R? = CH,OH (37, 38)

1
R N /Lo R2 = COOH (39)
0 R® = NH[(CH2)sNH]2(CH,)sNH, (37)
o R® = NH(CH2)3sN(CHs), (38, 39)
0 0
H
N ~NHMe
N N N
H H
Cl 0
HO O
OH OH
OH
MDL 63 042 (37)
on ©H MDL 63 246 (38)

MDL 63 397 (39)
Dalbavancin

23. abra. Néhany A-40 926 amid szarmazék (37, 38) és a dalbavancin (39) szerkezete
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A 38 amid preklinikai vizsgalatokban valo rossz toleralhatosagat bazikus karakterének
tulajdonitottak, igy végiil a VanA enterococcusok ellen hatastalan, de a tobbi Gram-pozitiv
torzs ellen ugyanolyan aktiv MDL 63 397 (39) szarmazékon végeztek klinikai vizsgalatokat
szignifikansan jobb toleralhatosaga miatt.1** A 39 abban kiilonbozik a 38-t6l, hogy az N-acil-
glilkuronsav egységének karboxilcsoportja nincs hidroximetil csoportta redukalva, ezaltal az
izoelektromos pontja a semleges koriili tartoményba esik.’*® A 39 mind MRSA mind CoNS
torzsek ellen aktivabb volt (MIC = 0,03-0,25 ug/ml), mint a vankomicin (1), a teikoplanin (7)
vagy akar az oritavancin (18), enterococcusokra pedig a VanA torzsek kivételével a
teikoplaninhoz (7) hasonléan hatasos.

A 39 dalbavancin a 18 oritavancinhoz hasonldo moédon, vélhet6en lipofil oldallancainak
koszonhetden egyrészt dimerizalodik, masrészt a membrinba horgonyzodik.!® Ennek
koszonhet6 a magasabb aktivitasa, valamint a teikoplaninnal (7) is hosszabb felezési ideje, mely
lehet6vé teszi a heti egyszeri alkalommal torténd intravénds adagolast infuzi6 forméajéban.
Indikacidja az oritavancinhoz (18) hasonldéan az akut bakterialis bor- és lagyrészfert6zések
(ABSSSI).

2.6.2.2. Az N-terminalis médositasai
2.6.2.2.1. N-acilezés

A vankomicin (1) N-terminalisanak acilezését a szénhidratkomponens atalakitasainak
vizsgalatakor mar ismertettem (17. abra, 2.6.1.2. fejezet).

Bér az N-terminalis aminocsoport ionos karakterének elvesztése utan a teikoplanin
szarmazékok kisebb affinitassal kotddnek a D-Ala-D-Ala célponthoz, ez gyakran nem okoz
aktivitasbeli csokkenést.!'” Egyéb atalakitasok (pl. amidképzés, 2.6.2.1.2. fejezet) soran mar
megfigyelték, hogy a teikoplanin (7) lipofilitasanak novelése gyakran az aktivitas novekedésével
jar, kiillonosen, ha egyidejlileg az izoelektromos pont eltolodasaval a molekula netto pozitiv
toltésiivé valik. A jelenség tovabbi vizsgalatahoz Malabarba és mtsai a teikoplanin A2-2 (7b),
illetve a teikoplanin aglikon (15) N-terminalisat acilezték (24. abra).!t” A 7b-t és 15-6t acetil-
Kloriddal reagaltatva a 40a, 4la N-acetil szarmazékokhoz jutottak, mig a 40b-e, 41b-e
oktapeptid szarmazékokat két 1épésben, terc-butoxikarbonil (Boc) csoporttal védett aminosavak
(glicin, L- vagy D-lizin, L-glutamin) N-hidroxiszukcinimid (NHS) aktiv észtereit felhasznalva,
majd a védécsoportokat TFA-val eltavolitva allitottak eld. Vizsgaltak azt is, hogy befolyasolja-e
a termékek aktivitdsat az ijonnan beépitett nyolcadik aminosav konfiguracidja. A tanulmany
kiterjedt az izoelektromos pont egyidejii pozitiv irdnyba vald eltoldsara is, melyet a C-terminalis
tercier amino funkciot tartalmaz6 amidcsoportta valo atalakitasaval biztositottak (az abran nem

jeloltem).
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24, abra. Teikoplanin oktapeptidek szintézise

Az acetil szarmazékok (40a, 41a) hatasa az anyavegyiiletekéhez (7b, 15) hasonlonak
adodott, de a vizsgalt E. faecalis torzs ellen gyengébb volt.

A glicinil (40b, 41b) és lizil szarmazékok (40d,e és 41d,e) a teikoplanin rezisztens CONS
torzsek ellen aktivabbak voltak a 7b és 15 anyavegyiiletnél, a 40c, 41c glutaminil oktapeptidek
valamennyi vizsgalt staphylococcus torzs ellen gyengébb hatast mutattak, mint a 7b és a 15. Az
L-lizint (40d, 41d) és D-lizint tartalmaz6 (40d, 41d) oktapeptidek egymassal megegyez6
aktivitasuak voltak. A bazikus, C-terminalis amidok (33b A2-2 komponens, ill. 36b, 22. abra)
24. abran fel nem tiintetett oktapeptid szarmazékainak antibakterialis hatdsa nem valtozott
szamottevoen.

A 25a-28a, illetve 25b-28b karbamat szarmazékok (Id. 2.6.2.1.2. fejezet, 22. abra)
hasonlé aktivitassal és kotédési konstanssal rendelkeztek, mint a megfeleld N-acetil
szarmazékok (pl. 40a, 41a).*

2.6.2.2.2. N-alkilezés

Az N-terminalis alkilezése soran az aminocsoport bazikus karaktere megmarad, igy a D-
Ala-D-Ala-hoz vald kotédési képesség nem romlik.

A vankomicin (1) N-terminalisanak alkilezését a szénhidratkomponens atalakitasainak
vizsgalatakor mar szintén bemutattam (17. abra, 2.6.1.2. fejezet).

A teikoplanin N-alkil (42-45) és N,N-dialkil szarmazékait (46-49) a Lepetit csoport
allitotta el6 (25. 4bra).}*® A 42-45 monoalkil szarmazékokat a megfelelé anyavegyiiletbdl (7a-e,
7f, 14, 15) alkil halogenidekkel TEA jelenlétében vagy reduktiv koriilmények kozott aldehideket
felhasznalva allitottak el6. Ha a reduktiv alkilezést a megfeleld karbonsav jelenlétében hajtottak
végre, a 46-49 dialkil szdrmazékokhoz jutottak.

A kapott termékek hasonld kotédési allandéval, ill. in vitro és in vivo aktivitassal
rendelkeztek, mint a 7a-e, 7f, 14 és 15 kiindulasi vegyiiletek.
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NaBH,
R'=R2 = alkil
46 (T-A,), 47 (TB), 48 (TC), 49 (TD)
R' = R? = p-Br-benzil (49a)

OH OH
7a-e (T-Ay), 7f (TB),
14 (TC), 15 (TD)

25. abra. A teikoplanin és hidrolizistermékeinek N-alkilezése

Jelentdsebb in vitro hatasnovekedés csak a 43a TB pszeudoaglikon n-laurilezett (MIC:
0,5-8 pg/ml — 0,063-2 pg/ml), illetve a 44a TC n-oktil szarmazék esetén (MIC: 0,125-1 pg/ml
— 0,063-0,125 pg/ml) volt megfigyelhetd, mely feltehetéen a lipofilitas novekedésével
magyarazhato. Bar a kiindulasi 7f és 14 pszeudoaglikonoknal ezek a lipofil analogok in vivo is
hatékonyabbak voltak (EDso 7f: 2,64 mg/ttkg — 43a: 0,95 mg/ttkg), az 6sszes szénhidratot viseld
42 ¢és 46 teikoplanin szarmazékok még igy is szignifikansan jobb farmakokinetikat mutattak
(EDso = 0,17-0,41 mg/ttkg).

Szintén az olasz kutatok a mono- és di-N-alkil szarmazékok karboxilcsoportjahoz
amidkotéssel bazikus aminocsoportot tartalmazo szubsztituenseket kapcsoltak, melynek
eredményeképp a vegyliletek antibakterialis hatasa javult a szabad C-terminalisu alkil

szarmazékokhoz viszonyitva.1%

2.6.2.2.3. Deaminalas, tiokarbamid szarmazékok és izotiouronium-sék

A Lepetit csoportnak a teikoplanin Az-t (7a-e) és hidrolizistermékeit (7f, 14, 15) enyhén
bazikus korilmények (pH ~8) kozott hidroxilamin-O-szulfonsavval kezelve sikeriilt az N-
terminalis aminocsoportot eltavolitania (26. abra).!'® Az 50-53 deamino szarmazékok kotddési
allanddja egy nagysagrenddel csokkent az anyavegyiiletekéhez képest, antibakterialis hatasuk
pedig 3-16-szor gyengébb volt. Ez alapjan arra kovetkeztettek, hogy a bazikus N-terminalis
aminocsoport megléte fontos a célponthoz kotédés és ezaltal (feltehetden) az antibakterialis
aktivitas szempontjabol is. Ebbol kiindulva érdekes, hogy a teikoplanin Az-2 és teikoplanin
aglikon N-acetil szarmazékainak (40a, 41a, 24. abra) antibakterialis hatasa az aminocsoport
bazicitasanak elvesztése ellenére nem romlott szamottevéen az anyavegyiiletekéhez (7b, 15)
képest.

Az olasz kutatok a teikoplanin aglikont (15) izotiocianatokkal reagaltatva tiokarbamid
szarmazékokat (54) allitottak eld, melyek S-alkilezésével izotiourénium sokhoz (55) jutottak
(26. 4abra).}?® Varhato médon az 54 tiokarbamid szarmazékok kotddése kb. tized részére
csOkkent az N-termindlis aminocsoport béazikussaganak elvesztése miatt, mig az 55
izotiouronium sok kotddése nem valtozott. Az antibakterialis hatasa viszont mindkét

vegyliletcsoportnak a 15 anyavegyiilethez hasonlonak mutatkozott.
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26. abra. A teikoplanin szarmazékok deaminalasa, a teikoplanin aglikon tiourea (54) és

izotiourénium szarmazékainak (55) szintézise

Az N-terminalis aminocsoport sejtfal prekurzorokhoz valé kotédésre gyakorolt pozitiv
hatasat mar a risztocetin N-acetil szarmazékainak vizsgalata soran is megallapitottak (2.3.1.
fejezet).*? A risztocetin aglikon esetében viszont orosz kutatok azt demonstraltdk, hogy a bazikus
N-terminalisnak nincs kiilonosebb jelentdsége az antibakterialis hatds szempontjabol.'?! Ezek
alapjan az N-terminalis bazicitasanak elvesztése ugyan vezethet a kotddés gyengiiléséhez, €z nem

minden esetben vezet az antibakteridlis hatas csokkenéséhez.

2.6.2.2.4. Edman-lebontas és az els6 aminosav cseréje
E hagyomanyos peptidkémiai modszerrel a glikopeptid antibiotikumok is lebonthatok az
N-terminalis fel6l. A vankomicin (1) fenil-izotiocianattal valo reakcidjat kdvetéen kapott 56
feniltiokarbamid szarmazékot savval (pl. TFA-val diklérmetanban) kezelve az 57 vankomicin
hexapeptid nyerhetd (27. abra).8% A roncsolddas olyan mértékii, hogy az 57 teljesen hatastalanna

valik baktériumokkal szemben, azonban kitlind alapvegyiiletként szolgéal tovabbi N-terminalis

atalakitasokhoz.
OHO OHO Ph. o
Me H
NHMe PhNCS, Py:H,0 WNo N N
N TN LT A
0 -Bu 0 iBu S Me
1 56
lTFA, DCM lA H*
OH 1) N-Me-Boc aminosav OH (o)
o) DCC, DKM, 0°C S
\NHMe = vagy § + Phy L
H ' N-Me-Boc aminosav 1‘{ NH, N N
0o R anhidrid o Me
2) TFA
R = H, CH, (58) 57

27. abra. A vankomicin (1) Edman-lebontasa és a vankomicin hexapeptid (57) reacilezése

Az 57 primer aminocsoportjanak reacilezésével olyan 1j, N-terminalison modositott

vegyiiletekhez juthatunk, melyek egyébként nem vagy csak igen alacsony kitermeléssel
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lennének elééllithatok a vankomicin (1) szekunder N-metil aminocsoportjanak atalakitasaval.®

A Williams csoport a vankomicin N-terminalis része és a DALAA kozotti apolaros és
ionos kolcsonhatasok tanulmanyozasahoz az 57 N-terminalisanak szelektiv ujraacilezését
végezte el N-Boc-védett aminosavak DCC-vel aktivalt szarmazékait vagy anhidrideket
felhasznalva, igy nyerve az 58 vankomicin analdgokat (27. 4bra).*?? (Erdekes, hogy a
vankdzamin aminocsoportjanak jelenléte nem zavarta kiilonosebb mértékben a reakciot.)

A Boger csoport olyan vankomicin aglikon szarmazékok elGallitdsat tervezte
megvalositani, melyekben az N-terminalis aminosav H-kotés donorként funkcionalva a sejtfal
prekurzor pentapeptid C-terminalisa el6tti D-Ala (vagy D-Lac) karbonilcsoportjaval egy tovabbi
hidrogénkotést tudna Kialakitani. Ett6l az 0j vegyiiletek antibakterialis hatasanak novekedését
vartdk.'? A szintézishez elészor az 59 vankomicin aglikon hexapeptidet 4llitottdk el6
vankomicinbdl (1) a fentebb leirt Edman-lebontas és az azt kovetd savas deglikozilezés
segitségével. Az 59 hexapeptidet N-Boc védett primer amino-, hidrazino- és guanidino-
csoportokkal rendelkezé aromas, illetve (az abran nem jelolt) alifais aminosavak aktivalt

szarmazékaival reagaltattak, igy nyerve a 60 vankomicin aglikon analdégokat (28. abra).

Cl Cl
- CH,NH (60a)
1) N-Me-Boc aminosav 21012
oH 1) o OH _ NH, (60b)
DCC, DKM, 0°C R=
NHNH, (60c)
2) NaHCO3 DMF NHC(NH)NH, (60d)
NH2 3) TFA/DKM ”
o)
59 (VAHP) 60

28. abra. Vankomicin aglikon analégok szintézise az N-terminalis aminosav cseréjével

Sajnalatos médon az 4 vegyiiletek (60) az 1 vankomicinhez vagy 13 aglikonjahoz képest
nem mutattak jelentdsen jobb aktivitast, illetve erésebb kotédést a DALAA-hoz vagy a
D-laktatot tartalmazo sejtfal-peptid analoghoz.

2.6.2.2.5. Négyszogsav amid észterek és diamidok
A glikopeptid antibiotikumok N-terminalisanak szamos 1j tipusi atalakitasara
tanszékiinkon (korabban MTA Antibiotikumkémiai Kutatocsoport) keriilt sor. Az els6 sikeresen
eléallitott, jelentGsebb vegyiiletcsoport a vankomicin (1, Van), eremomicin (2, Ere),
risztocetin A (5, RisA) és risztocetin aglikon (61, RiSAG) négyszogsav amid észterei (62-65),
valamint négyszogsav diamid szarmazékai (pl. 4-fenilbenzil szarmazékok, 66-69) voltak (29.

4bra).1?4
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29. abra. A glikopeptid antibiotikumok négyszogsav szarmazékai

Bar kifejezetten jo antibakterialis hatast nem sikeriilt elérni (MIC =2,0-128 ug/ml, VanB
E. faecalis ellen), a risztocetin aglikon 4-fenilbenzil-szubsztitualt négyszogsav-diamid
szarmazéka (69) antiviralis vizsgalatok soran kitin hatast mutatott influenzavirusok ellen a
modell MDCK  sejtekben (ECso ~ 0,1-1,9 uM). A 69 vegyiilet kizarolag a sejtekkel valod
preinkubacid esetén bizonyult hatasosnak. Késobb tanszékiinkon elkésziiltek a 69 vankomicin-
¢és teikoplanin aglikon, illetve dideklor teikoplanin aglikon analdgjai, azonban a minimalis
szerkezetbéli kiilonbségek ellenére ezek teljesen hatastalanok, gyengébb aktivitdsuak vagy
sokkal toxikusabbak voltak, mint a 69.12° A belgiumi Rega Institute for Medical Research kutatoi
részletesen vizsgaltdk a vegylilet hatasmodjat. A részlegesen felderitett mechanizmus alapjan
valoszintsitheté a virus endocitozisat valamilyen formaban zavard hatas, de a 69 vegyiilet
pontos szerepét a folyamatban nem sikeriilt tisztazni.}%

A glikopeptid antibiotikumok virusellenes hatasat a moszkvai Gause Intézet kutatoi is
atfogdan tanulmanyoztédk a Lepetit csoporttal és a Rega Intézettel egyiittmiikddve. A fentebb
bemutatott atalakitasokkal szazas nagysagrendben korabban és tjonnan eléallitott vankomicin,
eremomicin, risztocetin, teikoplanin vagy A-40 926 szarmazékokat megvizsgalva azok igen
gyakran mutattak magas aktivitist pl. HIV és egyéb retrovirusok,'?® hepatitis C,'?’
koronavirusok'?® ellen. Fontos megjegyezni, hogy ezek a félszintetikus glikopeptid antibiotikum
szarmazékok gyakran az anyavegyiileteknél is hatékonyabbak baktériumokkal szemben, igy
ezek antiviralis terapiaban valo alkalmazasa a jelenlegi antibiotikum rezisztens korszakban nem
célszer(i.’®® Ezt szem elétt tartva a glikopeptid antibiotikumok antibakterialisan gyengébb vagy
hatéastalan lebontési termékeinek néhany szdrmazékat is vizsgaltdk, melyek antiviralis hatasa

azonban korantsem érte el a modositatlan szarmazékokét. 125 129
2.6.2.2.6. Triazolszarmazékok

Kutatoink els6ként demonstraltak, hogy a glikopeptid antibiotikumok is atalakithatok a
réz(I)-katalizalt azid-alkin cikloaddici6 (click reakcid) segitségével. Ehhez a 14 (TC)
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N-terminalis aminocsoportjat réz(Il)-katalizalt diazotranszferrel azidocsoportta alakitottak, majd
az igy kapott 70 azidot (TC-Ns) terminalis alkinekkel réz(I)-jodid katalizator jelenlétében
reagaltatva a 71 triazolokhoz jutottak (30. abra). Hasonl6 modszerrel a 21a (TC metilészter), a
22a (TD metilészter) és a 61 (RisAG) triazolszarmazékait is eldallitottak tanszékiinkon.®® A
kapott triazolok koziil a 71a n-decil, illetve 71b bifenil csoporttal szubsztitualt vegyiiletek
bizonyultak a leghatasosabb antibakterialis vegyiileteknek, influenzavirusok ellen azonban
hatastalanok voltak, illetve az MDCK sejteken végzett citotoxicitas vizsgalatban igen toxikusnak
adodtak. A megndvekedett antibakteridlis hatast kutatéink a vegyiiletek multivalens
aggregatumokka valo szervezodésével magyaraztak. Ez egy 0j hipotézis volt a lipofil csoportok

hatasnoveld szerepét illetden a masok altal is feltételezett membranba horgonyzdodas mellett.

o) N=N
/
NH TN, aNs R OCH2C CH wN /
CUSO4X5H20 | Et3N
Py, EGN, 25°C DMF T DMF, 25°C
OH
14 (TC)

TC N3) 71a R1 = n-decil
71b R = bifenil
o OMe
/ \
MeO O . 0 =
)OS Uy W S R
K \/)\/ R
20 > OR3 o OR2
= 2 72a-d
OR ) s
70 (TC-N3) > 72a,73a RZ=n-oktil R®=PMB
Cu(l)I, Et3N, DMF, 25°C 72b, 73b R? = n-oktil R®*=H

72¢,73¢ RZ2=Me R3 = PMB

72d,7 2= 3=
OH d,73d R*=Me R’=H

73a-d

30. abra. A TC triazolszarmazékainak (71, 73) szintézise

Késobb hasonl6 eljarassal, de lipohidrofil oldallancok beépitésével a 14 teikoplanin
pszeudoaglikonbol is sikeriilt influenzavirusok ellen magas aktivitassal rendelkez6 vegyiileteket
eléallitani (73a,b, 30. 4bra).’3® A 73a,b oldallanca egy specialis, metil 2,3-di-O-n-oktil-o-D-
gliikozid volt, mely 6-0s hidroxilcsoportjan keresztiil egy hidrofil linker kdzbeiktatasaval
kapcsolodott az 1. aminosavon talalhato triazolgytirtihz. Mind a 2-O-PMB (73a), mind a 2-OH
szarmazék (73b) mar alacsony koncentracioban gatolta az MDCK sejtek influenza A és B
virusokkal valé fert6zodését (ECso = 0,80-2,3 uM), azonban a fentebbi 69 risztocetin
szarmazéknal (29. abra) joval toxikusabbak voltak. A 73a,b vegyiiletek hatékonyan gatoltak a
virus indukalta hemagglutinaciot, ami arra utal, hogy valamilyen modon a virus gazdasejthez
valé kotédését akadalyozhatjak.!®® Ehhez minden bizonnyal sziikséges a lipofil oldallanc,

melynek segitségével a vegylilet a gazdasejt membranjaba horgonyzddhat, ott gatolva a virus
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megtapadasat a sejtfelszinen. Ezt tdmasztja ala, hogy a metil 2,3-di-O-metil-a-D-gliikozid

szarmazékot tartalmazé analogok (73c,d) antiviralisan inaktivak voltak.

2.6.2.2.7. lzoindol- és benzoizoindol szarmazékok
Héaromkomponensti reakciéban a 14 (TC) aminocsoportjat o-ftalaldehiddel vagy
naftalin-2,3-dikarbaldehiddel és kiilonboz6 tiolokkal reagaltatva tanszékiinkon néhany izoindol

(74) és benzoizoindol szarmazék (75) szintézisét valositottdk meg (31. abra).t3!

OHC A i
SN ) 1_
| R 2
o § OR 74a-74d
OHC Rzo o) R2=H, Ac
NH N / 5 ’
wNH> R'SH . R\ R O X = OH, OAc, NHAc
MeOH, 25°C SX
H 74e 75¢
N
OH =N
14 (1C) _7_4_9_2_0_”1?9') ...... VAR B

31. abra. A TC (14) izoindol- és benzoizoindol szarmazékainak (74, 75) szintézise

Majdnem minden eléallitott vegyiilet rendkiviil alacsony koncentracioban gatolta a
vizsgalt Gram-pozitiv baktériumok szaporodasat (MIC akar 0,0075 pug/ml), néhany koziiliik a
staphylococcus torzsek ellen jelent6s baktericid hatassal is birt (MBC = 0,5-2,0 pg/ml). Igen
kifejezett influenza A virus ellenes hatdst mutattak a naftalin-2,3-dikarbaldehid és
2-merkaptobenzotiazol vagy 2-merkaptopirimidin felhasznalasaval késziilt szarmazékok (75e és
75f), azonban valamennyi vegyiiletre jellemz0 volt a kozepes vagy magas citotoxicitas MDCK

sejtekben.

2.6.2.3. Az els6 és harmadik aminosavak cseréje

Figyelembe véve a glikopeptid antibiotikumok alapvetdé hatasmechanizmusat (ld. 2.3.1.
fejezet), belathato, hogy ha a heptapeptid gerinc egészének konformacioja kedvezotlen moédon
valtozik meg, az a hatas csokkenését vonja maga utan. Ez kiilondsen igaz a molekula jobb kéz
fel6li oldalat éré valtozasok esetén (pl. a bazikus kezelés hatisira keletkezd C® epimerek
hatasvesztése'®?). Ha azonban a heptapeptid rész megfeleld atalakitasaval annak konformaciéja
oly moédon valtozik, hogy a peptidvaz és a VRE torzsek D-Ala-D-Lac végzédésii prekurzorai
kozott kedvezobb kolcsonhatés, ezaltal erdsebb kotddés alakul ki, az VRE ellen hatékony
szarmazékokat eredményezhet. Ennek megvalositasat a Lepetit csoport a teikoplanin 1. és 3.
aminosavanak egyidejii lecserélésével képzelte el, tekintve, hogy az N-terminalis aminosav
Oonmagaban nem tavolithat6 el Edman-degradacioval az F és G gyfiriit 6sszek6to diariléter kotés
megléte miatt. Az F-O-G gyfirii eltavolitasahoz viszont elézetesen a 2. és 3. aminosavak kozotti

peptidkotés szelektiv hidrolizise sziikséges. Ez utdbbi atalakitdst sikeresen elvégezték a
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teikoplanin aglikonon (15) viz-etanol 65:35 aranyu elegyében nagy feleslegii natrium-borhidrid
alkalmazasaval (32. 4bra).”®® A reakcié soran a 2. aminosav karboxilcsoportja egyidejiileg
hidroximetil csoportta alakult. A kapott ,,reduktiv hidrolizalt” TD (76, RH-TD) szarmazék sejtfal
prekurzorhoz valo affinitasanak dramai lecsokkenése érdekes modon nem vezetett az

antibakterialis hatas teljes elvesztéséhez.

felesleg NaBH,
H,O/EtOH = 10/90

7e NS o

l \ o 5 00) 15 (TD)

s
. HL{NHz(\ E{NHZK\

felesleg NaBH, OH

H,O/EtOH = 65/35 OH 77 (TDHPA)
25°C 76 (RH-TD)

4
Iz

32. abra. A teikoplanin aglikon peptidvazanak reduktiv hidrolizise

Amennyiben a reduktiv hidrolizist viz-etanol 1:9 elegyben végezték, a 15 teikoplanin
aglikon 1,2-peptidkotésének hasadasaval keletkez6 hexapeptid alkohol (77, TDHPA) képzddott
nagyobb aranyban a 76 mellett. A 77 TDHPA peptidvazanak konformacidja csaknem az eredeti
15 aglikonéval megegyezOnek adodott, kiilonds tekintettel a 2,3-amidkotés térallasara, igy
antibakterialis hatasa nem tiint el teljesen. Az ugyanezen 1,2-amidkotés hasadasaval (Edman-
lebontas) keletkez6 vankomicin aglikon hexapeptidben (59, 28. abra) viszont a 2,3-amidkotés
elfordul, igy annak amid-protonja mar a molekula ,hatso oldalan” helyezkedik el, ebbdl
kifolyolag az 59 elvesziti a ligandumhoz valdé kotédés képességét, ezzel antibakterialis
hat4sat.1%*

A 2,3-amidkotés szelektiv hidrolizise utan igen Koriilményes és hosszadalmas
szintézissel (Osszesen 16-17 1épés) a Lepetit csoport sikeresen eldéllitott harom teikoplanin
aglikon metilészter szarmazékot, melyek 1. aminosavat D-lizinre vagy N-metil-D-leucinra, mig
3. aminosavat L-fenilalaninra vagy L-lizinre cserélték.’® A kapott vegyiiletek in vitro hatasa
glikopeptid érzékeny torzsek koziil egyediil a CoNS torzsek ellen bizonyult szignifikdnsan
jobbnak, mint az eredeti 22a teikoplanin aglikon metilészteré, azonban az egyik szarmazék egy
rezisztens, VanA tipusu E. faecalis térzsre mar 16 pg/ml-es koncentracidban hatasos volt (vo.
22a: MIC>128 pg/ml), ami bizonyitotta, hogy az aminosav cserével lehetséges VRE torzsek
ellen az anyavegyiiletnél aktivabb szarmazékokat elballitani. Sajnos a Lepetit csoport egyrészt
nem kozo6lt in vivo adatokat ezekrdl az 0 vegytiletekrdl, illetve végiil soha nem jelent meg olyan
publikacio, amely ennek a vegyiiletcsoportnak a szerkezet-hatas dsszefliggéseit vizsgalja.
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2.6.2.4. A hetedik aminosav Mannich-féle aminoalkilezése és a telavancin

Az Orosz Orvostudomanyi Akadémia kutat6i 1997-ben a glikopeptid antibiotikumoknak
egy Uj tipust atalakitasat kozolték, mellyel eldszor az eremomicin,3® majd az olasz Lepetit
Kutatokozponttal egyiittmiikodésben a teikoplanin aglikon szarmazékait allitottak el (78, 79,
33. 4bra).*” A 2 és 28b antibiotikumokat formaldehiddel és kiilonbozé aminokkal reagaltatva
Mannich-reakcié soran a 7. aminosav rezorcinszerii aromas gyiriijének aminometilezése tortént
meg (,,R pozicid”). A 2-bdl eldallitott leghatékonyabb vegyiilet a 78a n-decilaminometil
szarmazék volt, a legjobb hatasu teikoplanin aglikon szarmazék pedig L-lizinnel acilezett
n-decilaminometil csoportot tartalmazott (80a). A 80a azon kiviil, hogy a VanA enterococcusok
ellen hatasosabba valt (MIC = 8-16 pg/ml), az eredetileg érzékeny Staphylococcus torzsekre is
megfeleléen hatékony maradt (MIC = 0,13 pg/ml).

-

HN

79-b6l  COOSu

1)BocHN™ "R*
OH  2)TFA OH 1

4 Su = szukcinimid OH /
HR N NH,
2 (Ere) 78 (Ere) 80 R'=alkil
28b (N-Boc-TD) 79 (N-Boc-TD) R? = AS oldallanc O R?
R = alkil (78-79) 80a R' = n-decil
R' = n-decil (78a, 79a) R2? = (CH,)4NH,

33. abra. A glikopeptid antibiotikumok Mannich-aminoalkilezése

A Theravance cég altal kifejlesztett masodik generacios lipoglikopeptid, a telavancin

(81, 34. abra) szintézisében kulcsfontossagui volt ennek az 4talakitisnak az alkalmazasa.**®
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CHs
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Telavancin (TD-6424)

34. abra. A Telavancin (81) szerkezete
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A telavancin (81) alapvegyiilete a vankomicin n-decilaminoetil szarmazéka volt, melyet
a vankézamin aminocsoportjanak N-Fmoc-N-n-decilamino-acetaldehiddel valé reduktiv
alkilezésével, majd a Fmoc véddcsoport eltavolitasaval nyertek. Ez utobbi a vankomicinnél (1)
és a teikoplaninnal (7) is hatékonyabb volt a vizsgalt enterococcusok ellen, koztiik a rezisztens
torzsekre (VanA és VanB), de a kiilonb6z0 staphylococcusok ellen is aktiv maradt. Az ideéalisabb
farmakokinetika elérése — kiilondsen a vesékben és majban valo felhalmozodas csokkentése —
érdekében a C-terminalisra amidkapcsolassal és a rezorcinszerti pozicidba Mannich-reakciéval
semleges, negativ, vagy pozitiv toltéssel rendelkezé hidrofil szubsztituenseket kapcsoltak. A
legkedvezébb farmakokinetikaval a R pozicidoban foszfonometilaminometil-csoportot viseld
TD-6424 kodua vegyiilet rendelkezett, kevésbé kiemelkedd, de a vankomicinnél (1) vagy
teikoplaninnal (7) igy is sokkal jobb aktivitasa mellett. FDA engedéllyel 2009 ota rendelkezik,
indikacioja a bor- és borfliggelékek fertdzése, valamint 2013 6ta nozokomialis €s 1élegeztetés
asszocialt pneumonidban is alkalmazhato, de csak alternativ terapias lehetdségek hianyaban.

A 81 az oritavancinhoz (18) hasonléan Osszetett hatdsmechanizmust antibiotikum. A
decilaminoetil szubsztituensnek koszonhetéen képes a membrant depolarizalni  és
permeabilizalni, mely a baktericid hatasért lehet felelds.®® Ezen kiviil magas intracellularis
felhalmozodas és fehérjekotédés, valamint kedvezé szoveti eloszlas jellemzi, azonban a hidrofil

szubsztituens miatt kiiiriilése gyorsabb, igy napi egyszeri adagolasa sziikséges. 4

2.6.3. Dimer és hibrid glikopeptid antibiotikumok
2.6.3.1. Kovalens dimerek

Ahogy korabban lathattuk, a vankomicin (1) és hasonl6 glikopeptid antibiotikumok, pl.
a(z) (klor)eremomicin (2, 3) hatasaban kulcsfontossagi a nem-kovalens dimerek kialakulasa
(2.3.2. fejezet), azonban 2-vel és 3-mal ellentétben a vankomicin (1) csak gyenge dimerizacios
készséget mutat. Elsdként Sundram és Griffin vizsgalta, hogy milyen hatas- és affinitasbeli
véltozast okozhat két vankomicin molekula kovalens sszekapcsolasa (35. abra).}*! A négy
vankomicin dimert (83a-d) a két monomer C-terminalisanak kiilonb6z6 diamin (tetramin)
linkerekkel (82a-d) valo peptid kapcsolasaval allitottak elé (an. C-C vagy fej-fej dimerek).
Vankomicin érzékeny, de kiilonosen VRE torzsek ellen a dimerek koziil harom (83a-c) joval
hatasosabbnak adodott in vitro (MIC = 11-32 ug/ml), mint az 1 anyavegyiilet (MIC = 690 ug/ml),
mig S. aureus torzsek ellen aktivitasuk valamivel gyengébb volt (83a-c: MIC = 0,48-3,2 ug/ml
vs. 1: MIC = 0,3 pg/ml). A 83d dimer az érzékeny és rezisztens enterococcusok ellen is
alacsonyabb aktivitast mutatott, mint a vankomicin (1). Ez magyarazhat6 azzal, hogy a VRE
ellen aktiv 83a-c dimerek modell ligandumokhoz valo affinitdsat megvizsgalva azok a
DALAA-hoz kisebb, mig a D-Lac végzddésii, rezisztens korokozok sejtfal prekurzorat
modellez6 peptidhez nagyobb affinitast mutattak az 1 vankomicinnél, mig a 83d affinitasa a D-

Lac terminalist peptidhez csak kisebb mértékben ndvekedett 1-hez képest.
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35. abra. Fej-fej (C-C) vankomicin dimerek szintézise

A Williams csoport ennek analdgiajara a vankomicin (1) N-terminalis
aminocsoportjahoz eldszér N-Fmoc védett w-aminosavakat kapcsolt, majd a véddcsoport
eltavolitasaval kapott 84 aminoacil szarmazékokat egy tovabbi vankomicin monomerrel (1)

reagaltatta HBTU és DIPEA jelenlétében, a 85 fej-farok (C-N) vankomicin dimereket eléallitva
(36. abra).142

1) HOOC(CH,),NHFmoc
HOOC PyBOP (v. PyBroP), DIPEA HOOC - NMe
) 10% piperidin/DMF

n=2,5 84an=2
84bn=5

NH, 1
HBTU, DIPEA
HOOC NMe VAN |—NHMe
)/-—(CH2 Ja—NH

85an=2
85bn=5

CHz)n—NHZ

36. abra. Fej-farok (C-N) vankomicin dimerek eléallitasa

Ez a tipusu elrendezddés feltehetden olyan dimer komplexek kialakulasahoz vezethet,
melyek a sejtfal prekurzorokhoz val6 kotodés szempontj abol kedvezobb elrendezédéstiek, mint
dimerek C-C dlmerekhez viszonyitott jobb antibakteridlis hatasat eredmenyezhetne, aktivitasi
adatokat azonban nem kozoltek a szerzok.

Egy harmadik lehetséges orientacid esetén a monomerek a vank6zamin aminocsoportjan
keresztiil kapcsolodnak Ossze (Gn. hat-hat, masnéven V-V dimerek). llyen vegyiiletek
eloallitasarol eldszor az Eli Lilly** és Abbot!** kutatoi szamoltak be. Szamos V-V dimer kit{iné

hatast mutatott VSE ¢és VRE torzsek ellen is, mig staphylococcusok ellen altalaban gyengébb
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hatasuak voltak a vankomicinnél (1).

Nicolaou és mtsai nem sokkal ezutan kozolték tobb tiz Gj vankomicin dimer szintézisét,
aktivitasra kifejtett hatasat vizsgaltak.!*> Un. célpont-gyorsitott kombinatorikus szintézis
(Target-accelerated combinatorial synthesis — TACS) segitségével VanA tipusu VRE torzsek
ellen hatékony dimereket (MIC akar 0,06 pg/ml) allitottak elé. A szerkezet-hatas osszefiiggések
dimerek szintézise a fej-fej (C-C) vagy farok-farok (N-N) tipustuaknal célravezetébb. Ennek oka
az lehet, hogy csak ekkor van lehetdség a nem-kovalens dimerekre jellemz6 hidrogénkotés
halozat kialakulasara a monomerek kozott (I1d. 2.3.2. fejezet), mely a sejtfal prekurzorhoz valo
affinitas megnovekedéséhez sziikséges.

A Theravance kutatéoi 40 0j vankomicin dimer szintézisét publikaltak.}4® A
tanulmanyban szintén vizsgaltak az orientacionak és a linker hosszanak az antibakterialis
aktivitasra gyakorolt hatasat. A monomereket négy helyen kapcsoltak Gssze a korabban mar
bemutatott modszerekkel: reduktiv alkilezéssel (N-terminalis és vankdzamin), amidképzéssel
(C-terminalis), illetve a 7. aminosav rezorcinszer( részén keresztiil Mannich aminoalkilezéssel,
valamennyi lehetséges variacioban (10 db orientacid). A nem-kovalens dimerek szerkezete
alapjan megallapitottak minden orientacio esetén azt a minimalis linker hosszt (11, 19, 27 vagy
43 szénatom hosszusag), mely nem zavarja az 6sszekapcsolt monomerek ligandum kotését. A
szerkezet-hatas Osszefiiggések felderitése érdekében azonban mind a négyféle hosszlisagu
linkert felhasznaltak a 10 lehetséges dimer varians eldallitasara. Az VRE torzsek elleni aktivitas
szempontjabol optimalis linker hossz nagyban fiiggdtt az orientaciotol. A legjobb VRE ellenes
hatastak a legrovidebb linkerrel Osszekapcsolt dimerek voltak, a leghosszabb linkert
tartalmazok pedig minden esetben a leggyengébb aktivasinak bizonyultak.

Sztaricskai és mtsai N-N tipusa glikopeptid dimer el6allitasa céljabol az eremomicint
(2) difenilmetan 4,4'-diizocianat linkerrel reagaltattak, melynek eredményeképp egy kiilonleges
szerkezetli, ciklikus kovalens dimerhez jutottak.!*’ Az egyik linker a két monomer N-
terminalisat, mig a masik a két diszacharid egység aminocsoportjat kapcsolta 6ssze. A dimer
gyakorlatilag nem rendelkezett antibakterialis hatassal.

2.6.3.2. Hibrid glikopeptid antibiotikumok
Sun és mtsai O-alkilezéssel olyan vankomicin szarmazékot allitottak eld, melyen a
diszacharid részt egy bizonyitottan transzglikozildz inhibitor moenomicin analéghoz hasonlo
vegyiilettel helyettesitették.*® Az uj glikopeptid szarmazék a VanB tipust E. faecalis torzs ellen
joval hatékonyabb volt (MIC = 1,0 ug/ml), mint az oritavancinnal (18) analog szerkezetii
vankomicin klorfenilbenzil szarmazék (MIC = 16 pg/ml). A hibrid antibiotikum a
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klorfenilbenzil-vankomicinre érzékeny baktériumok ellen valamivel alacsonyabb, de igy is
kivalo aktivitast mutatott (MIC = 0,1-0,2 pg/ml).

Long és mtsai (Theravance) egy 3. generacios cefalosporin analdog vankomicinhez valo
hozzakapcsolasat kozolték.!® A cefem vaz a C-3-helyzetében egy egyedi, 4-(etilaminometil)-
piridinium oldallancot tartalmazott, melynek szekunder aminocsoportjat és a vankomicin
vankézaminjanak aminocsoportjat kototték ossze kiilonbozd dikarbonsav linkerekkel. Sikertilt
eléallitaniuk olyan hibrideket, melyek VanA tipusu E. faecalis és VISA torzsek ellen is jo
aktivitast mutattak, de a vankomicin érzékeny torzsek esetén is felillmutltak a vankomicint (1),
illetve a fentebb emlitett cefalosporin szarmazékot, a vizsgalt VanA E. faecium t6érzs azonban
tovabbra is rezisztens volt a heterodimerekre.

A kovetkezOkben megvizsgaltak, miként befolyasolja az aktivitast az, hogy mely
pontokon keresztiil kapcsolodik egymashoz a két antibiotikum.'® A legjobb aktivitast
vegyiileteket, melyek alacsony gatld koncentraciokat (MIC < 0,05-1,56 pg/ml) és gyors
baktericid hatast mutattak a vizsgalt Gram-pozitiv baktériumok ellen (kiv. VanA E. faecium) a
cefalosporin  oximéter részének a vankozaminnal vagy a C-terminalissal valo
Osszekapcsolasaval kaptak. Egy ilyen utobbi vegyiilet Cefilavancin (86, TD-1792, 37. abra)

néven jelenleg klinikai fazis III vizsgéalatokban vesz részt.
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37. abra. A Cefilavancin (86) szerkezete

A vankomicint (1) a nizin antimikrobialis peptid N-terminalis, 12 aminosavbol allo
fragmentumaval konjugalva Arnusch és mtsai VRE torzsek ellen hatékony peptidszarmazékok
eléallitasat kozolték.™® A nizin N-terminalis részével az 1 vankomicinhez hasonléan a

sejtfalszintézis lipid II koztitermékéhez kapcesolodik, azonban annak pirofoszfat részéhez. Az
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eldallitott harom hibrid koziil egy jelentds aktivitast mutatott a vizsgalt VRE torzs ellen
(MIC = 8,0 pg/ml), s6t a Gram-negativ Klebsiella pneumoniae és kiilondsen a Moraxella
catarrhalis ellen is mérhet6 hatasa volt (MIC = 16 pg/ml mindkét torzsre). Ez utdbbi vegyiilet
kb. 40-szer volt aktivabb, mint az azt alkotd két peptid kiilon-kiilon.
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2.7. Célkitiizések

Doktori munkam célja egyrészt a teikoplanin kémiai modositasa volt uj, az eddig ismert
szarmazékokndl jobb antibakteridlis aktivitasu vegyiiletek nyerése érdekében. A szintézisek
tervezésekor Kiilonos hangsulyt fektettem a glikopeptid rezisztens Gram-pozitiv kérokozok
(VRE) elleni hatas elérésére. Ehhez els6sorban az aglikon rész funkcios csoportjait, igy az N-
terminalis aminocsoportot vagy a C-terminalis karboxilcsoportot szerettem volna atalakitani. A
feladat elvégzéséhez a szakirodalomban megtalalhaté modositasok mellett a teikoplaninon eddig
még meg nem valositott kémiai reakciokat kivantam alkalmazni.

Ehhez kapcsoldddan célom volt egy 1j, egyszerii, koltséghatékony és jo hozamu eljaras
kidolgozasa a TC (teikoplanin As-2, 14) pszeudoaglikon eléallitasara, mely tanszékiinkon a
glikopeptid szarmazékok szintézisében a leggyakrabban hasznalt alapvegytilet.

Egy korabbi tanszéki kutatast®® folytatva a 71 N-terminélis TC triazolszarmazékok
tovabbi analdgjait kivantam eléallitani, majd — amennyiben lehetséges — a kapott szarmazékok
C-terminalisanak atalakitasaval szerettem volna a vegyiiletek antibakterialis hatékonysagat
tovabb novelni.

A glikopeptid antibiotikumok bazikus, pozitiv t6ltésii N-terminalisanak fontos szerepet
tulajdonitanak a ligandumkotés szempontjabol.*>  Ennek alapjan olyan teikoplanin
szarmazékokat kivantunk eléallitani, melyeknél az N-terminalis bazikussagat az aminocsoport
helyett guanidino csoport biztositja.

Irodalmi elézmények alapjan'®? célul tiiztem ki olyan, a polimixinek szerkezetét idézé,
aminoetilezett glikopeptid szarmazék eléallitasat, mely Gram-negativ baktériumok ellen lehet
hatasos. Az atalakitast az 59 vankomicin aglikon hexapeptidb6l (VAHP) kiindulva szerettem
volna megvalositani.

Az irodalomban nagy szamban fellelhet6 kovalens vankomicin dimerekhez (2.6.3.1. fejezet)
hasonlo kovalens teikoplanin dimerek szintézisét és antibakterialis vizsgalatat is célul tiiztiik ki.

Az antibakterialis felhaszndlasra szant teikoplanin szdrmazékok tervezésekor fontosnak
tartottam, hogy az eldallitott vegyiiletek kulcsfontossagt fiziko-kémiai paraméterei legalabb
esetenként hasonldak legyenek az irodalombdl ismert, bizonyitottan jo in vivo hatékonysagu
szarmazékok (pl. Mideplanin, ! 33b-A2-2) megfeleld jellemzéihez. Ehhez a ChemAxon
MarvinSketch® szoftvere nytjtott segitséget, melynek pluginjei kitlinden alkalmasak peptidek
logD értékeinek és pH-fliggd nettd toltésének, igy izoelektromos pontjanak (pl)
Osszehasonlitaséara és joslasara.

A TC (14) N-terminalis aminocsoportjanak szisztematikus atalakitasait elvégezve célom
volt influenzavirusok ellen hatasos glikopeptid szarmazékok eldallitasa, illetve szerkezet-hatas
Osszefliggések felderitése. Ehhez kapcsolodoan szerettem volna baktériumok ellen lehetéleg
hatastalan, szelektiv virusellenes szarmazékokat is elallitani, melyhez kiindulasi vegyiiletként

a vankomicin aglikon hexapeptidet (59, VAHP) kivantam felhasznalni.
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3. Sajat eredmények
3.1. Uj médszer a teikoplanin As-2 (TC) eléallitasara

Fentebb lathattuk, hogy a tanszékiinkon késziilt legjobb antibakterialis hatasu vegyiiletek
leggyakrabban a teikoplanin pszeudoaglikon (TC, 14) szarmazékai voltak (71, 73, 30. abra; 74-
75, 31. éabra), igy kritikusnak tekintheté ennek az alapvegyiiletnek a jo hozammal vald
eloallitisa. Bar a vizmentes hidrogén-fluoriddal végzett deglikozilezéshez® sziikséges speciilis,
zart rendszerii teflon berendezés megtalalhatd az ELTE Szerves Kémiai Tanszékének
Peptidkémiai Kutatocsoportjanal, a HF koriilményes beszerezhetésége miatt masik modszert
kellett talalni a 14 elGallitasara. A Lepetit csoport legkézenfekvobb irodalmi eljarasat kovetve (1
M HCI, 80°C, 16. abra, iii koriilmények), bar hosszabb reakcididé volt sziikséges, de az
irodalmihoz hasonld, ~40% hozammal sikeriilt izolalnom a 14-et. Néhany kisérletet kvetden
(sav koncentracidja, hdmérséklet, reakcioid6 valtoztatasa) a teikoplanin (7) szobahémérsékleten
torténd, tomény soésavas kezelésével probalkoztam, eldszor 12 6ras reakcididovel. Ekkor VRK
alapjan mar kb. 20-30% melléktermék is keletkezett, mely a tomegspektrumabol és a
kromatografias viselkedésébél itélve a 6,7-amidkétés hidrolizisével kialakulo vegyiilet volt.!53
Az optimalis id6tartam, mely esetén a 7 maximalis konverzidja mellett minimalis volt a 6,7-
amidkotés hidrolizise, végil 4-4,5 o6ranak adodott. Ezutan a reakcioelegy egyszera
semlegesitését kovetden a termék (14) kisziirhet6 volt. Oszlopkromatografias tisztitas utan a 14
izolalt hozama a HF-0s deglikozilezéssel dsszevethetd, kb. 75%, azonban az 0j modszer annal
joval koltséghatékonyabb és konnyebben kivitelezheté. Az eljaras valdjaban nem teljesen
példatlan a glikopeptid antibiotikumok irodalmaban, hiszen az orosz Gause kutatointézet egyik
kozleménye szerint az eremomicin aglikon el6allitisdhoz az eremomicint (2)
szobahOmérsékleten tomény sosavval kezelték 4 oran at, majd az aglikont szulfonsavas

kationcseréld gyanta segitségével izolaltak.>*

3.2. A TC tovabbi N-terminalis 1,2,3-triazol szarmazékainak eldallitasa

Az irodalmi attekintésbol lathatd, hogy a glikopeptid antibiotikumok homolog sorba
tartozo lipofil csoportokkal valo derivatizalasa soran mindig talalhato egy olyan optimalis
lanchossz, mely a legjobb antibakterialis hatast eredményezi. Ez gyakran 8-10
metiléncsoportnak felel meg (pl. vankomicin acilezése, 2.6.1.2.1. fejezet; Mannich-
aminoalkilezés, 2.6.2.4. fejezet). A kapcsolas tipusatol fliggden a hidrofob szubsztituensnek
viszont lehet olyan szerkezeti eleme, melyrdl nehéz megallapitani, hogy mennyiben jarul hozza
a lipofil rész idedlis hosszdhoz/méretéhez.

A 30. abran (2.6.2.2.6. fejezet) bemutatott 71la (n-decil) és 71b (bifenil) TC
triazolszarmazékok bar kivaldé in vitro antibakteridlis aktivitast mutattak, szerettiik volna
megvizsgalni, hogy van-e lehetdség a hatds tovabbi novelésére a lipofil rész hosszanak

valtoztatasaval. Tovabbi kérdés volt, hogy az j modosulatok valamelyike mutat-e antiviralis
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aktivitast. A 71a n-decil szarmazék analogjaiként click reakcioval nyertem a 71c n-hexadecil-,
71d n-dodecil- és 71e n-oktil varianst, valamint a 71f n-hexil analdg is eléallitasra kertilt
kutatocsoportunkban (38. dbra).’>> A 71b bifenil-csoportot tartalmazé vegyiilet valtozataként a
71g fenil- és a 71h o-naftil-szarmazékot allitottam el6. A két lipohidrofil szubsztituenst
tartalmazo vegytlet (71i,)) szintéziséhez 1,2:3,4-di-O-izopropilidén-6-O-propargil-a-D-
galaktopiranozt (88i), és egy nagy térkitoltésti, per-O-benzilezett feniltio 3°-O-propargil-B-D-
laktozidot (88)) hasznaltam fel. Végezetiill a 88k kalix[4]arén szarmazékot is sikeresen
hozzakapcsoltuk az 70 azido TC-hez.

Br
ROH = An
87e-h n=1
a) vagy b)
0 N=N
OR / OR
= A N "
88e-h, 88cdik* ~ H
88c-j (n=1), 88k (n=2)
c) vagy d)
22-57%
OH
T1c-j(n=1), 71k (n = 2)
R = n-C16H33 c* * BnO OBn OBn
n-C12H25 d*
n-CsH17 e O o
n-CeH13 f BnO
Ph g BnO
o-nafti  h

a) NaH, THF, 25°C; b) K,CO3 DMF, 25°C; c) Cu(l), TEA, DMF, 25°C;
d) CuSOy4 x 5H,0, L-aszkorbinsav, t-BuOH:H,O = 1:1, 25°C;
*rendelkezésre allé alkinek

38. abra. A TC tovabbi, 1,2,3-triazol szarmazékainak (71c-k) szintézise
(a 71a,b vegyiileteket 1d. a 30. Abran)

Mivel korabban részletesebb vizsgalatok a 71a n-decil szarmazékkal késziiltek, az uj
analogok komparativ antibakteridlis vizsgalatdhoz a 71a ujboli eldallitasat is elvégeztiik. Az
antibakterialis tesztek soran standard Gram-pozitiv panelen 8 baktériumtorzs ellen vizsgaltattuk
a vegyiileteket (1. tablazat). Az alifas oldallancokat tartalmazo 71a,c-f analogok koziil a
leghatasosabb staphylococcusok és enterococcusok ellen a 71e n-oktil-szarmazék volt,
felillmulva a 71a n-decil-szarmazék hatasat a VanA E. faecalis esetében is. A 71f n-hexil analog
is kivalo gatldé koncentraciokat mutatott, azonban kevésbé volt baktericid. A 71d n-dodecil-
szarmazék aktivitisa mar alacsonyabb volt, a 71c n-hexadecil szarmazék pedig egészen
hatastalannak bizonyult az enterococcusok ellen. A 71g fenil- és 71h a-naftil-analégok hatasa
kiilondsen biztatonak adodott, a 71h erdsebben baktericid volt a 71g-nél. A galaktozszarmazékot

tartalmazo 71i vegyiilet staphylococcusok ellen mutatott kivald hatast, mig a nagy térkitoltési
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szubsztituenseket visel6 analogok (71j,k) inaktivak voltak, feltehetéleg amiatt, hogy a ligandum

kotozsebhez vald hozzaférése szétrikusan gatoltta valt.

1. tablazat. A 71a,c-k TC triazolszarmazékok MIC (fels6) MBC (alsé) értékei pg/ml-ben kifejezve
71c 71d 7la 7le 7if 71g 71h 71 71 71k

TEL TC i) (Ci) (Cw) (Ce) (Co) (Ph) (Naft) (Gal) (Lac) (CX)
Bacillus subtilis 0,5 2,0 16 20 20 05 0,5 05 1,0 20 128 128
ATCC 6633 16 16 128 80 16 40 16 40 80 16 256 256
Staphylococcus aureus 05 20 40 40 20 05 016 05 05 05 32 32
MSSA ATCC 29213 20 32 32 32 80 40 40 40 20 20 128 256
Staphylococcus aureus 05 10 40 20 20 05 016 05 05 05 32 16
MRSA ATCC 33591 20 16 32 32 80 40 40 40 20 125 256 128
Staphylococcus 20 20 80 05 20 05 016 05 05 016 32 32
epidermidis ATCC 35984 32 32 32 80 16 80 20 40 125 063 256 256
Staphylococcus 16 40 40 05 40 O05 016 05 05 032 32 16
epidermidis mecA 32 32 32 2,0 16 4,0 2,0 40 125 0,63 256 64
Enterococcus faecalis 20 10 64 20 40 10 10 05 10 40 128 32
ATCC 29212 (VSE) 64 32 256 32 16 80 64 40 80 32 25 256
Enterococcus faecalis 40 20 64 40 20 20 20 10 10 40 128 64
ATCC 51299 vanB 256 32 256 16 80 80 64 80 40 32 256 256
Enterococcus faecalis 256 256 256 40 40 10 10 10 20 40 256 256
15376* vanA 256 256 256 32 16 80 128 80 40 32 256 256

TEI = teikoplanin (7), TC = teikoplanin As-2 (14), *klinikai torzs

A Cseh Tudomanyos Akadémia kutatoi is vizsgaltak a 7la n-decil és 71g fenil
analogokat szaznal tobb Staphylococcus és Enterococcus torzson vankomicinnel (1),
teikoplaninnal (7), dalbavancinnal (39) és oritavancinnal (18) mint standardekkel
dsszehasonlitva.'>® A két triazol szarmazék koziil a 71g bizonyult aktivabbnak, feliilmulva a 2.
generacios dalbavancint (39) is. A legaktivabbnak azonban tovabbra is a 18 oritavancin
bizonyult, mely a 71g-nél 2-4-szer kisebb gatlo koncentracidkat mutatott.

Az utobbi évek soran eldallitott és a standard panelen talalhato baktériumtorzsek (1.
tablazat) ellen legjobban szerepld vegyiileteket kés6bb lehetdségiink nyilt in vitro vizsgalatnak
alavetni 44 db VRE klinikai izoldtumon (Dr. Ostorhazi Eszter, Semmelweis Egyetem). A
rezisztens gyljteményen tesztelve a leghatasosabbnak — a standard panelen kapott
eredményekhez hasonléan — az a-naftiloximetil csoporttal szubsztitualt 71h triazol szarmazék
bizonyult®™" (ezt kovette a cseh kutatocsoport altal is vizsgalt 71g fenil analég). A 71h a 8 db
vanB gént hordozo toérzs mindegyike ellen kitind aktivitassal birt (MIC < 1,25 pg/ml).
Meglehetdsen érdekes azonban a vanA gént hordozo 33 torzs ellen tapasztalt aktivitds, ugyanis
ezek koziil 10 esetében az el6z6khoz hasonldan jo MIC értékeket kaptunk (< 1,25 pg/ml), a tobbi
torzs viszont teljesen rezisztensnek mutatkozott a 71h-ra. A vanA és vanB gént is hordozok (3

torzs) kozil egy mérsékelt, egy pedig teljes rezisztenciat mutatott.
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3.3. Ateikoplanin Az-2 (TC) influenzavirus ellenes szarmazékainak szintézise
3.3.1. N-terminalis 1,2,3-triazol szarmazékok
Az el6zo fejezetben ismertetett 71a,c-k triazol szarmazékok (38. abra) influenzavirusok
elleni aktivitasat és citotoxicitasat vizsgalva (2. tablazat) nyilvanvalova valt, hogy azokat a
szubsztituensek hidrofil/lipofil karaktere erésen befolyésolja.*>®

2. tablazat. A TC triazol szairmazékainak (71, 93) influenza A és B torzsek elleni in vitro
aktivitasa és citotoxicitasa MDCK sejtekben, pM-ban kifejezve

Citotoxici_tés ECss
< (MDCK sejtek)
e HINL AMHINI AZH3N2 B
g 88 é (AA//PR/s) (A V'g%'z’(‘)%)mcc (A/I{IK?;7/87) (A/PR/S)
cPE | MTs | cPE | MTs | cPE | MTs | cPE | MTS
71c (Cuse) 7,6 >4,0 1,6 18 1,8 1,8 <8,9 <1,6 1,8 1,3
71d (C12) | 2,3 9,3 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100
71a (Cuo) 3,7 4 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100
71e (Cg) 13 >4.0 >100 2,2 1,8 1,9 2,1 15 1,8 1,9
71f (Ce) 53 >20 >100 >100 >100 >100 15 13 17 11
71g (Ph) 41 >20 >100 >100 >100 >100 11 11 >100 >100
71h (Naft) a7 20 11 11 11 44 15 8 15 6,6
71i (Gal) | >100 >100 52 47 45 43 39 24 39 29
71j (Lac) | >100 >20 >100 >100 8,9 7,3 8,9 20 6,6 4,0
71k (Cx) | =58 >20 >100 43 8,9 6,7 >100 52 >100 57
93a (Cw) | >82 >20 1,6 15 1,8 1,8 1,6 1,3 >100 <0,80
93e (Cs) 19 20 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100
93f (Cs) 51 100 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100
931 (Cy) >100 100 >100 51 >100 47 >100 31 >100 28
Zanamivir | >100 >100 | 0,041 0,19 19 30 20 3,2 0,0079  0,0062
Ribavirin | >100 >100 8,4 9,1 10 8,5 13 59 2,3 2,2
Amantadin | >500 >500 | >500 >500 >500 >500 11 1,9 >500 >500
Rimantadin| >500 >500 | >500 >500 >500 >500 0,20 0,17 >500 >500

CCso: 50% citotoxikus koncentracid, melynek meghatarozasa a sejtek életképességének mérésével torténik a
kolorimetrias formazan alaptit MTS assay alkalmazasaval.

MCC: Minimalis citotoxikus koncentracio: a vegyiiletnek az a minimalis koncentracidja, amely a normalis
sejtmorfologia mikroszkoppal észlelhetd valtozasat okozza.

ECso: 50% hatasos koncentracio, vagy az a koncentracio, mely a virus-indukalta citopatias hatast (CPE) 50%-ban
gatolja, meghatarozasa szemmel, vagy a sejtek életképességének mérésével torténik a formazan alapa MTS assay
alkalmazasaval.

A 71c n-hexadecil szarmazék igen magas aktivitasa mellett a hatasosnal 2-3-szor
nagyobb koncentraciéban mér toxikus volt az MDCK sejtekre. Erdekes modon a 71d n-dodecil
¢és 71a n-decil szarmazékok inaktivak voltak és szintén kifejezetten toxikusak, mig a 71e n-oktil
valamivel kevésbé toxikusnak, de ismét magas aktivitastinak mutatkozott. A 71g fenil-, 71h

naftil- és 71k kalixarén analogok kozepes aktivitast és toxicitast mutattak fliggetleniil az aromas
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szubsztituensek térkitoltéstdl, mig a szénhidrat szarmazékokkal szubsztitualt 71i és 71j
alig/egyaltalan nem volt toxikus. A védett galaktozt tartalmazo 71i csaknem inaktiv volt,
azonban a perbenzilezett laktozszarmazékkal 6sszekapcsolt 71 két influenza A, illetve a vizsgalt
influenza B t6rzs esetében is hatékonyan gatolta a fert6zést in vitro. Az adatokbdl jol lathato,
hogy a citotoxikus hatas a lipofil oldallancok hosszaval aranyosan nd, ami a citoplazma
membran egyre kifejezettebb karositasanak eredménye lehet.

Korabban, diplomamunkam soran az antiviralisan inaktiv és toxikus 71a n-decil triazol
szarmazéknak (30. abra) egy olyan mddosulatat is eldallitottam, melyben a lipofil rész és a
peptidvaz kozott egy tetraetilén glikol (TEG) linker talalhaté (93a, 39. abra). A 93a rendkiviil jo
aktivitast mutatott influenzavirusok ellen, rdadasul sokkal kevésbé volt toxikus az MDCK
sejtekre, mint a TEG linkert nem tartalmazo6 71a analdg. Ez vélhetéen annak a kovetkezménye,
hogy a TEG tompitja az aglikon és az oldallanc kozotti éles polaritasbeli valtozast, igy a
molekula detergens hatasa mérséklédik.

A toxicitas (detergens hatas) tovabbi csokkentésének céljabol rovidebb alkil oldallancot
(n-oktil, n-hexil, n-butil) tartalmazé 93a analdgokat allitottam eld (39. 4bra).'>® A 87a,e,f,| alifas
alkoholokat propargil bromiddal O-alkilezve eléallitottam a 93 triazolok szintéziséhez sziikséges
88a n-decil, 88e n-oktil-, 88f n-hexil- és 88l n-butil propargil étercket. A tetraetilénglikol (TEG,
89) mono-tozilezését kovetéen nukleofil szubsztiticioval nyertem a TEG mono-azido
szarmazékat (90)°, melyet CUAAC reakcidval a 88 propargil éterekkel dsszekapcsoltam. A
kapott 91 alkoholokat ismét propargil-bromiddal reagaltattam, és az igy kapott 92 alkineket a
70-hez (TC-Ns) kapcsolva a 93 triazolokhoz jutottam.

Br 1) TsCl, NaOH
THF/H,O
_ RO o2
NaH o 4 2) NaNg 4
87a,ef | DMF vagy THF 88a,e fl 89 DMF, 80°C 90
25°C
88a,e fl 70 (TC-N3)
90 Cu(l), TEA
DMF, 25°C 92aefl Cu(l), TEA
"7 | DMF, 25°C
RO N:N R = n-C10H21 a (81%)
\/«/\ n-CgH17 e (68%)
N\ NV\O}H n-CgHq3 f(74%) NS OR
n-C4H 1 (529 ﬁ
91a,e.fl 4 4Mo  1(52%) 0 l/\liN}\Xo * N=N
NaH, DMF | Br wN 7
25°C e
RO N=N R = n-CqoH>¢ a (87%) R = n-CqoH>¢ 93a (27%)
\ \ n-CgH17 e (36%) n-CgH17 93e (20%)

N\é/\oj/\\ n-CgHq3 f (39%) n-CeHqz 93f (36%)
92aefl 4 XX nC4Hg 1(31%) OH n-C4Hg 93l (26%)

39. abra. Tetraetilénglikol linkert tartalmazoé TC triazolszarmazékok (93) szintézise
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Az tjonnan elGallitott, rovidebb oldallancokat tartalmazo 93e,f,I antibiotikumok
toxicitasa valoban csokkent, azonban sajnos egyuttal az influenzavirus ellenes aktivitasuk is
megsziint (2. tablazat). Staphylococcus torzsek elleni hatasuk nagyrészt megegyezett a 93a
n-decil szarmazékéval, azonban enterococcusok ellen a 93| n-butil analog mar teljesen

hatastalannak bizonyult (3. tdblazat).

3. tablazat. TEG linkert tartalmazo6 TC triazolszarmazékok (93) MIC értékei (ng/ml)

TEI TC |93a(Ciw) 93e(Cs) 93f(Ce) 93I(Cys)
Bacillus subtilis ATCC 6633 0,5 2,0 0,5 2,0 4,0 2,0
Staphylococcus aureus MSSA ATCC 29213 0,5 2,0 1,0 0,5 0,5 0,5
Staphylococcus aureus MRSA ATCC 33591 0,5 1,0 0,5 0,5 1,0 0,5
Staphylococcus epidermidis ATCC 35984 2,0 2,0 0,5 0,5 0,5 0,5
Staphylococcus epidermidis mecA 16 4,0 0,5 0,5 2,0 0,5
Enterococcus faecalis ATCC 29212 (VSE) 2,0 1,0 4,0 8,0 2,0 32
Enterococcus faecalis ATCC 51299 vanB 4,0 2,0 4,0 32 4,0 32
Enterococcus faecalis 15376* vanA 256 256 4,0 8,0 8,0 256

TEI = teikoplanin (7), TC = teikoplanin As-2 (14), *klinikai torzs

3.3.2. N-terminalis szulfonamid szarmazékok

A szulfonamid funkcié egyszeriien kiépithetd, kiemelkedd stabilitasu farmakofor
csoport. Ennek ellenére az irodalomban nem volt példa a glikopeptid antibiotikumok N-
terminalisdnak szulfonamid csoporttd alakitdsara, igy kézenfekvé volt ilyen tipusa
szarmazékokat eldallitani, majd megvizsgalni antibakterialis és antiviralis hatasukat.

A TC szulfonamidok (96a-h, 40. abra) eldallitasahoz kiilonbozo, lipofil csoportot
tartalmazo szulfonil-kloridokat (95a-h) hasznaltam. A 95a n-dodekan-, 95b n-oktan- és 95¢ n-
hexanszulfonil-kloridokat irodalmi eljaras szerint, H202 és ZrCls felhasznalasaval a megfeleld
tiolokbol (94a-c) allitottam el6.1%° A 95a-c alkanszulfonil-kloridokat a nehézkes izol4lasuk miatt
nyerstermék formajaban alkalmaztam, ezért a 96a-c antibiotikumok csak alacsonyabb
kitermeléssel voltak kinyerhetk. Az aromas szulfonil-kloridok tobbsége kereskedelmi
forgalomban kaphato, igy a benzol- (95d), p-acetamido-benzol- (95e), p-toluol- (95f), bifenil-
(959) és danzilszulfonil-klorid (95h) a rendelkezésemre allt. A 14 TC pszeudoaglikont szaraz
piridinben oldva, majd a megfelelé 95 szulfonil-kloridot hozzaadva a 96 szulfonamidok
képzodése néhany ora alatt lejatszodott. Ezt kdvetden a termékeket kozepes (96d-h), illetve
alacsony (96a-c) hozamokkal izolaltam.®
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H20,, ZrCl4 RSO,CI o o}
RSH — i ecN, 25°C (nyers) A NH H 0
94a-c Ve&N a2 ;’;\ WN
95a-c N RSO,Cl v. N
H 5 /RR)
R = n-C12H25 a R'802C|
n-CgHqz b absz. Py
n-CgHiz ¢ 25°C
R'SO,CI
95d-h 14 (TC) OH 96a-h OH

R = n-C12H25 (31%) a

R'= d e f g h
n-CgHq7 (29%) b
n-C6H13 (25%) Cc
R' = fenil (53%) d
p-AcNH-fenil (49%) e
toluil (54%) f
bifenil (46%) 9
Ph /N\

NHAc CHj; danzil (56%) h

40. abra. TC szulfonamid (96) szarmazékok szintézise

4. tablazat. A TC szulfonamid (96) szarmazékok in vitro MIC (fels6) és MBC (also) értékei (ng/ml)

9%a 96b 96c 96d 00 96t 96y  96h
TEL TC VAN c) (Co (Co) (Ph) (A;E)H' (toluil) (bife%il) (danzil)

Bacillus subtilis ATCC 05 20 05| 05 2,0 1,0 2,0 2,0 4,0 0,5 1,0
6633 16 16 na. | 20 na. 4,0 8,0 8,0 na. 2,0 2,0
Staphylococcus aureus 05 20 05| 05 0,5 0,5 0,5 1,0 0,5 0,5 0,5
MSSA ATCC 29213 20 32 na | 20 na. 2,0 4,0 4,0 na. 2,0 2,0
Staphylococcus aureus 05 10 05| 05 2,0 0,5 0,5 1,0 2,0 0,5 0,5
MRSA ATCC 33591 20 16 na. | 20 na. 2,0 4,0 4,0 na. 2,0 2,0
Staphylococcus 20 20 20| 05 0,5 0,5 0,5 1,0 0,5 0,5 0,5
epidermidis ATCC 35984 | 32 32 na. | 2,0 na. 2,0 4,0 4,0 na. 2,0 2,0
Staphylococcus 16 40 40| 05 2,0 0,5 2,0 2,0 0,5 0,5 0,5
epidermidis mecA 32 32 na | 20 na. 1,0 8,0 8,0 na. 2,0 2,0
Enterococcus faecalis 20 10 10| 20 1,0 4,0 8,0 8,0 1,0 1,0 1,0
ATCC 29212 64 32 na. | 64 na. 256 256 256 na. 128 256
Enterococcus faecalis 40 2,0 128| 2,0 2,0 8,0 32 32 1,0 1,0 1,0
ATCC 51299 VanB 256 32 na.| 128 na. 256 256 256 na. 128 128
Enterococcus faecalis 256 256 256 | 2,0 4,0 8,0 16 16 4,0 2,0 2,0
15376* VanA 256 256 na.| 256 na. 256 256 256 na. 256 256

TEI = teikoplanin (7), TC = teikoplanin As-2 (14), VAN = vankomicin (1), *klinikai t6rzs, na. = nincs adat

A lipofil 96 TC szulfonamid szarmazékok in vitro antibakterialis hatasa a legtobb esetben
feliilmulta a teikoplaninét (7) vagy a TC pszeudoaglikonét (14), azonban egyik sem bizonyult
annyira hatasosnak, mint pl. a 71h a-naftil csoportot tartalmazoé triazol szarmazék (2. tablazat).
Bar a Staphylococcus torzsek ellen hasonldan aktivak voltak (MIC = 0,5-2,0 pug/ml), emellett
baktericid hatast is mutattak, az E. faecalis torzsekre a nyolcbo6l csak 6t szulfonamid szarmazék
(96a,b,f-h) volt tobbé-kevésbé hatékony, és cid hatassal e baktériumok ellen mar nem
rendelkeztek.

Tobb szulfonamidnak is (96a-c,g,h) kifejezetten jo influenzavirus ellenes hatasa volt,
habar némelyikiik meglehetdsen citotoxikusnak bizonyult. Az 5. tabldzatban jol megfigyelhetd,
hogy az alkanszulfonil oldallancok hosszanak novekedésével a vegyiiletek aktivitasa egyre
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magasabb, azonban citotoxicitasuk is egyre Kkifejezettebb. A legigéretesebb vegylilet a 96¢
hexanszulfonil szarmazék volt, mivel a mérsékelt citotoxicitas mellett még viszonylag alacsony

koncentracidban is gatolta a virusfertdzést.

5. tablazat. A TC szulfonamid (96) szarmazékok influenza A és B torzsek elleni in vitro aktivitasa
és citotoxicitaisa MDCK sejtekben, pM-ban kifejezve

Citotoxicitas EC
(MDCK sejtek) 50
Vegyiilet o %) A/HIN1 ( A’?\//';'rt'i\'nli o A/H3N2 B
Q (z) (A/PR/8) ATCC3/2009) (A/HK/7/87) | (B/Ned/537/05)
cPE | MTs | cPE | MTs | cPE | MTs | cPE | MTs
96a (C12) 45 4,0 0,4 08 | >100 16 <08 <08 | <08 <0,8
96b (Cs) 14 20 1,9 25 | >100 >100 | 2,0 2,4 40  >100
96¢ (Cs) 54 100 8,6 9,6 8,9 9,1 8,3 8,9 8,9 10,3
96d (Ph) >100 100 16 27 46 52 25 23 51 21
96e (AcNH-Ph) 60 100 >100 >100 | >100 >100 | >100 >100 | >100 47
96f (toluil) >100 100 9 11 30 32 41 19 11 12
96g (bifenil) 15 11 1,8 1,7 2,0 2,0 1,5 1,6 1,8 2,4
96h (danzil) 52 20 4,9 7,0 6,3 59 8,3 2,3 6,7 53
Zanamivir >100 >100 | 0,041 0,19 1,9 30 20 3,2 |0,0079 0,0062
Ribavirin >100 >100 | 84 9,1 10 8,5 13 5,9 2,3 2,2
Amantadin >500 >500 >500 >500 | >500 >500 11 1,9 >500 >500
Rimantadin >500 >500 | >500 >500 | >500 >500 | 0,20 0,17 | >500 >500

CCso: 50% citotoxikus koncentracio, melynek meghatarozasa a sejtek életképességének mérésével torténik a
kolorimetrias formazan alapu MTS assay alkalmazasaval.

MCC: Minimalis citotoxikus koncentracio: a vegyiiletnek az a minimalis koncentracioja, amely a normalis
sejtmorfologia mikroszkoppal észlelhetd valtozasat okozza.

ECso: 50% hatasos koncentracio, vagy az a koncentracio, mely a virus-indukalta citopatias hatast (CPE) 50%-ban
gatolja, meghatarozasa szemmel, vagy a sejtek életképességének mérésével torténik a formazan alaptt MTS assay
alkalmazasaval.

A TC szulfonamid szarmazékok némelyike (96a,b,f-h) Human koronavirus 229E ellen
is kiting aktivitassal birt.*8

Influenzavirusok elleni vizsgalatokat végeztek a fenti vegyiileteken (71, 93, 96) tul a
tanszékiinkon eldallitott TC bisz-alkiltio-maleinimid szarmazékokon is. Utobbiak eléallitasaban
magam is részt vettem, azonban a részleges hozzajarulasom miatt ezek szintézisének és biologiai
hatasanak leirdsa nem képezi a dolgozat targyat.

3.4. 4-(a-Naftiloximetil)-1,2,3-triazol gyiiriit tartalmazo teikoplanin szarmazékok

szintézise

A 71h 4-(a-naftiloximetil)-1,2,3-triazol TC szarmazék glikopeptid rezisztens
Enterococcus torzsek ellen mutatott aktivitasa alapjan (3.2. fejezet) célul tiiztem ki a vegyiilet
szerkezetének optimalizalasat a VRE ellenes hatas fokozasa ¢és esetleg a jobb farmakokinetika
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elérése érdekében.

Ehhez a 71h vegyiilet teikoplanin (TEI), egyes tipust pszeudoaglikon (TB) és aglikon
(TD) analégjanak szintézisét szerettem volna megvalositani. Az irodalomban kdzoltek alapjan
ugyanis a farmakokinetikat nagyban meghatarozza a peptidvazhoz kapcsolodd szénhidratok
szama, mivel az erGsen befolyasolja a vegyiiletek vizoldhatosagat (Id. 2.6.1.1. fejezet). Az
aktivitas és az in vivo hatékonysag javitasara egy masik lehetéség a karboxilcsoport bazikus
funkciot tartalmaz6 amidcsoportta alakitasa (Id. 2.6.2.1.2. fejezet), ezzel az izoelektromos pont
lugos tartoményba val6 eltolasa.

Azido szarmazékok

97 (TEI-Na) 62% | <3| 7 (TEI)
dy*
98 (TB-Ng) 43% | <L [ 7 (TB)

c)
-
a) b)
0,
70 (TC-Ny) 76% | <20 (14 (tc) | =—22]
by*
d) :|55%

99 (TD-N;) 68% | <«—— |15 (TD) | =— |

..

| 88h
e) vagy f) ¢

_N Triazol szarmazékok

N
/
N 100 (TEI 48%][101 B 33%]
;{H _\ijo[<) (TB)
[71 h (TC) 57%][ 102 (TD) 49%]
O RZN(CH2)3NH2

R = Me, Et
OH 9)

Triazol szarmazékok amidjai

[TEI (103) 32% (R = Me) ]

TB (104a) 30% (R = Me)
(104b) 46% (R = Et)

TC (105a) 35% (R = Me)
(105b) 35% (R = Et)

TD (106a) 44% (R = Me)
(106b) 36% (R = Et)

a) ccHCI, 0-25°C; b) 90% TFA, 80°C; c) 90% TFA, 25°C; d) triflil-azid vagy
imidazol-1-szulfonil-azid hidroklorid, CuSO4 x 5H,0, EtsN, Py/H,0, 25°C;
e) Cu(l)l, EtsN, DMF, 25°C; f) CuSO,4 x 5H,0, L-aszkorbinsav, 25°C;
g) PyBOP, DMF, 25°C; *2 lépésre 7-bél

41. abra. 4-(a-Naftiloximetil)-1,2,3-triazol gyiiriit tartalmazé teikoplanin szarmazékok eléallitasa

A szintézisek kiindulasi anyagait (14 pszeudoaglikon (TC) és 15 aglikon (TD)) a
teikoplanin keverék (7) megfeleld savas koriilmények kozotti kezelésével nyertem (a,b
koriilmények, 41. abra). A 15 TD eldallitasara jobb modszernek bizonyult, ha a 7 (TEI) helyett
az abbol nyert nyers pszeudoaglikont (TC, 14) kezeltem 90%-0s TFA-val. Ekkor koriilbeliil a
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Lepetit csoport altal kozolt legjobb hozammal (50-60%) volt izolalhato a 15 aglikon. A
teikoplanint (7), illetve a 14, 15 hidrolizistermékeket bazikus koriilmények kozott, réz(11)-szulfat
jelenlétében, imidazol-1-szulfonil azid felhasznalasaval alakitottam a megfeleld azido
szarmazékokka (97, 70, 99). A 98 TB azido szarmazékot a 7-bél allitottam el6 két 1épésben. Az
azidokat a-naftil propargil éterrel CuUAAC click koriilmények kozott reagaltatva jutottam a 100
(TEl), 101 (TB), 71h (TC) és 102 (TD) triazol analégokhoz. A kapott szarmazékok
karboxilcsoportjat N,N-dimetil-1,3-propandiaminnal, illetve N,N-dietil-1,3-propandiaminnal
PyBOP jelenlétében reagaltatva a 103-106 amid szarmazékokat éllitottam el5.1%* Az 6sszesen

11 db szintetizalt vegylilet szerkezetét a 6. tdblazatban foglaltam Gssze.

6. tablazat. A 4-(a-Naftiloximetil)-1,2,3-triazol gyiiriit tartalmazé teikoplanin szarmazékok

szerkezete
0 Cl I
O o) N=N o)
H /
N \\\N \)\/
N "
H
o
o
OH
Vegyiilet R R? R3 RA
OH
100 o OH OH OH
— H Ie) 0
L|I_J Hes ?'O o H%o lll\/\/“
1 ok on ©f NHAc g Y
R’ = izodekanoil, n-dekanoil AL
(f6 komponensek) (a-D-Man) (B-D-GlcNACc) (A1)
101 OH
104a Al
,“_3 H a-D-Man B-D-GlcNAc H
lO4b \/N\/\/N\r;
(A2)
71h OH
2| 105a H H B-D-GIcNAC Al
105b A2
102 oH
106b A2

A 7-bdl eldallitott 100 triazolszarmazék és az abbol képzett 103 amid 6sszetételét HPLC-
ESI-MS segitségével hataroztuk meg (42. abra). A két antibiotikumkeverék f6 komponensei a
varakozasnak megfeleléen nagyrészt (~80%) az A2-2 és A2-3 voltak, ~15%-ot a polarosabb As-1
és Az-1, valamint az apolarosabb Az-4 és A2-5 komponensek tettek ki. A maradék ~5%

azonositatlan melléktermék volt. (A 100 esetében az A2 komponensek cstcsait egy-egy Kisebb
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cstcs kovette, melyek m/z értéke azonosnak adodott a hamarabb elualt f6 csticsnal mérttel; ez

cre

Intens. | 5 Intens. § 5
[mAU] | A2-2 [mAU] ] A2-2
80+ 307
60: A82-3 205
40+
ja 10
204 1 Az-1 Az?“'Az-s ]
- 23 4 8 ]
= e = Rl
: o 12 14 16 Tmemin] | 2 o 10.0 15.0 Time [min]

42. abra. A 100 (fekete) és 103 (kék) triazolok osszetétele (HPLC kromatogram)

A 100-106 vegyiiletek in vitro antibakterialis hatasanak eldvizsgalata a mar korabban is
latott Gram-pozitiv panelen tortént (7. tablazat). Néhany esett]l eltekintve valamennyi
szarmazék alacsony koncentracioban (MIC < ~2 pg/ml) gatolta a vizsgalt baktériumok
szaporodasat. A TC amid szarmazékai (105a,b) sokkal hatékonyabbnak bizonyultak az eredeti
71h vegyiiletnél. A 105a dimetil analog kiilondsen a Staphylococcus, a 105b dietil pedig az
Enterococcus térzsekkel szemben volt kifejezetten magas aktivitasi. A 101 szabad C-terminalist
TB szarmazék a 71h TC analoghoz képest kevésbé volt aktiv, az amidképzés (104a,b) pedig
jelentésebben csak az enterococcusok elleni aktivitason javitott. A szabad C-terminalisa TD
(102) staphylococcusok ellen az eredeti 71h vegyiiletnél valamivel gyengébb, enterococcusok
ellen hasonl6 aktivitasu volt. Az amidképzés (106a,b) ebben az esetben csak a Staphylococcus
ellenes aktivitason javitott valamelyest. A legmérsékeltebb hatastinak a teikoplaninbol (7)
késziilt 100 szarmazék tiint, mely esetében az amidképzés (103) szintén nem eredményezett jobb

aktivitast.

7. tablazat. A 71h vegyiilet és analégjainak in vitro MIC értékei (ug/ml)

100 | 103 | 101 |104a]104b] 71h | 105a]105b] 102 |106a|106b
Teikoplanin B TC TD

B. subtilis ATCC 6633 05105 | 25 5 125(25|125|06]|0,6 |0,15)1,25| 25 | 25
S. aureus MSSA ATCC 29213 | 05|05 | 25 |1,25(25|06 |06 |06|0,3|015(1,25(1,25| 25
S. aureus MRSA ATCC33591 | 05|05 06 | 25(25|25(125{03|03|0,3[125[1,25|25

TEI VAN

S. epidermidis ATCC 35984 4 2 25 | 25125/ 25|125]|03|0,07|0,15) 0,6 |1,25| 0,3
S. epidermidis mecA 16 | 4 2,5 5 |1,25| 2,5|1,25]0,15|0,035/0,07| 0,6 |1,25| 0,3
E. faecalis ATCC 29212 1 1 03 125125/ 03|03]06(015/03 |06 |25 125
E. faecalis ATCC 51299 VanB | 0,5 | 128 | 25 | 25 (25|06 | 0,6 |1,25| 0,6 |0,15] 0,6 | 25| 2,5
E. faecalis 15376* VanA 256 25 | 25 | 25(25]06|125|125|0,6 |0,15)| 25|25 |25

TEI = teikoplanin (7), VAN = vankomicin (1), * = klinikai t6rzs

Az 1j analogok (100-106) hatasat a DE-AOK Orvosi Mikrobiolégiai Intézete altal izolalt
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20 torzsbol alloé nozokomialis Enterococcus kollekcion vizsgaltattuk meg a teikoplanin (7),
vankomicin (1) és oritavancin (18) mint standardok mellett (8. tablazat). A tesztekhez a két
teikoplanin szarmazékot (100, 103), a TB és TC pszeudoaglikonok koziil egy-egy amidot (104a
¢és 105b), illetve az aglikon (TD) szarmazékok koziil a 102 szabad C-terminalisu vegyiiletet és a
106b amidot valasztottuk ki. Majdnem minden vegyiilet esetében a standard panelen (7. tablazat)
tapasztaltakhoz hasonl6é eredményt kaptunk: a legjobb, gyakorlatilag az oritavancinnal (18)
megegyez6 in vitro aktivitassal a 105b TC amid rendelkezett. A 104a TB pszeudoaglikon amid
vizsgalata soran mar jelentGsen tobb esetben lathattunk 2,5 pg/ml vagy afeletti MIC értékeket.
Az aglikon (TD) szarmazékok (102, 106b) gyakran mar csak 2,5-5 ug/ml koncentracidéban voltak
hatasosak, hasonléan a 100 teikoplanin szarmazékhoz. A standard panelen kapott
eredményekhez képest varatlan moédon a VRE torzsek ellen a 103 vegyiilet egészen jo

aktivitasunak adodott.

8. tablazat. A 71h vegyiilet analégjainak in vitro MIC értékei (ng/ml) VanA tipusa
Enterococcus torzsek ellen

) 100 103 | 104a | 105b | 102 106b
# Torzs Forrasa TElI VAN ORI Teikoplanin | TB TC ™
1 E. faecium 8663 bronchus 256 256 2 2,5 0,6 2,5 0,6 2,5 2,5
2 E. faecium 22285 vizelet 256 256 2 125 125 | 125 | 0,3 2,5 2,5
3 E. faecium 656 seb 256 256 2 125 125 | 125 | 06 | 1,25 1,25
4 E. faecium 3452 drain 256 256 1 25 125 25 | 125 | 25 2,5
5 E. faecium 4753 decubitus 256 256 1 2,5 2,5 2,5 0,6 2,5 2,5
6 E. faecium 11408 drain 256 256 <0,25| 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3
7 E. faecalis 17980 vizelet 256 256 2 0,5 015 | 0,3 | 0,15 | 0,15 0,6
8 E. faecium 24581 seb 256 256 05 2,5 06 | 125| 0,6 2,5 2,5
9 E. faecium 25192 hemokultara | 256 256 0,5 2,5 2,5 2,5 0,6 2,5 2,5
10 E.faecium 29007 vizelet 256 256 025 | 25 0,6 5 0,3 5 2,5
11  E.faecium 30458 kaniil 256 256 0,25 5 0,3 0,3 0,3 0,3 5
12 E.faecium 31482 vizelet 256 256 0,25 5 0,3 0,3 0,3 0,6 2,5
13  E.faecium 32445 kaniil 256 256 05 0,3 0,3 0,6 0,6 5 0,6
14  E.faecium 35936 vizelet 256 256 025 | 0,3 0,3 0,6 0,6 2,5 0,6
15 E.faecium 38276 vizelet 256 256 025 | 25 2,5 2,5 15 5 5
16  E.faecium 38415 seb 256 256 2 2,5 5 25 | 1,25 5 5
17  E.faecium 38522  decubitus 256 256 1 5 5 5 2,5 5 5
18 E.faecium 39063 seb 256 256 05 2,5 2,5 25 | 1,25 | 25 2,5
19  E.faecium 39759 drain 256 256 0,25 5 5 5 1,25 5 5
20  E.faecium 42491 vizelet 256 256 0,25 | 125 06 0,3 0,3 0,3 0,3
MIC értékek szama a teikoplanin klinikai breakpoint
értéke (2 ugliml) felett b 13 / 10 ! 14 14
MIC értékek szdma a vankomicin klinikai breakpoint 4 3 3 0 6 5
értéke (4 pg/ml) felett

TEI = teikoplanin (7), VAN = vankomicin (1), ORI = oritavancin (18)

Az irodalmi el6zmények alapjan (Id. pl. 2.6.1.1. és 2.6.2.1.2. fejezet) a TC szarmazékaitol
lenne varhato a leggyengébb, mig a TD aglikon és a teikoplanin analogoktol a legmagasabb
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aktivitas, legalabbis a Staphylococcus torzsek ellen. A Lepetit csoport az N-acetil-gliikozamin
szelektiv hidrolizise kapcsan pedig kiilon kiemelte e szénhidrat meglétének negativ befolyasat a
VRE torzsek elleni aktivitasra.®® Ezzel szemben az altalam eldallitott sorozatban a szénhidrat
egységként kizarolag N-acetil-gliikozamint tartalmazé TC szarmazékok (71h, 105a,b) birtak a
legjobb in vitro hatassal, Staphylococcus és Enterococcus torzsek ellen is (beleértve a
glikopeptid rezisztenseket). Egy adott TC szarmazék magasabb antibakterialis aktivitasat a
megfeleld aglikon (TD) analdghoz képest mar korabban is megfigyelték tanszékiinkon.*

A teikoplanin és hasonl6 glikopeptid szarmazékok esetében a szénhidratok szama és az
izoelektromos pont nagyban meghatarozza a farmakokinetikat, ezaltal az in vivo hatékonysagot
(Id. 2.6.1. és 2.6.2. fejezet). Igy, bar a legjobb in vitro aktivitassal a 105b TC szarmazék
rendelkezik, a jovében érdemes lenne elvégezni rajta olyan modositasokat, melyek a
vizoldhatosag javitasa céljabol a molekula polaritasanak (logD74) novekedését és/vagy az
izoelektromos pont (pl) bazikus tartomanyba valo eltolasat eredményeznék (szamitott logD74 =
+1,6 (105b) vs. -2,6 (33b-A2-2, Mideplanin, klinikai jelolt teikoplanin amidszarmazék, 1992);
szamitott pl = 7,51 (105b) vs. 8,18 (33b-A2-2)). A 104a TB ¢és 103 teikoplanin analogok
vizoldhatosaga, ezaltal in vivo hatékonysaga feltehetéen jobb a 105b-nél a nagyobb polaritasuk
(szamitott logD7.4 = -0,75 (104a) és 0 (103)), illetve a kicsit magasabb szamitott pl értékiik miatt
(7,6 (104a) és 8,1 (103)), igy ezek tovabbi szerkezetmodositasait is célszerti lenne megvalositani.

3.5. Ateikoplanin Az-2 (TC) és a teikoplanin N-terminalis guanidin szarmazékainak
eléallitasa

Mivel a teikoplanin (7) sejtfal prekurzorokhoz valé kotédésében az N-terminalis
aminocsoport ionizalt formajanak is jelentdséget tulajdonitanak (Id. 2.3.1. fejezet), szerettiink
volna olyan atalakitast elvégezni, mellyel megdrizhetd az N-terminalis bazicitasa (ellentétben pl.
a fentebb targyalt N-acilezéssel (2.6.2.2.1. fejezet), tiokarbamid képzéssel (2.6.2.2.3. fejezet),
triazolok szintézisével (2.6.2.2.6. és 3.2. fejezetek) vagy a szulfonamidok eldallitasaval (3.3.2.
fejezet)). Erre jo lehet6ségként kinalkozott az N-terminalis szabad vagy lipofil elemekkel
szubsztitualt guanidino-csoportté alakitasa.

A 14 TC-t N,N'-di-Boc-1H-pirazol-1-karboxamidinnel (107) trietil-amin jelenlétében
reagaltatva az N-terminalis aminocsoportot védett guanidino-csoportta alakitottuk (43. abra). A
kapott 108 vegyiiletet TFA-val kezelve nyertiik a szabad guanidino-csoportot viselé 109
szarmazékot (Dr. Bakai-Bereczki Ilona egyetemi adjunktus munkaja).
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o N o 0] H
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107 _ ” \r TFA, anizol, 25°C
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44% B
-Bu
OH OH OH
14 (TC) 108 109

43. abra. A TC N-terminalis aminocsoportjanak guanidino-csoportta alakitasa.

A szubsztitualt guanidin szarmazékok szintéziséhez reagensként megfeleld reaktivitasa
karbodiimidekre volt sziikségiink. Ezek eléallitasahoz irodalmi modszert alkalmazva kiilonbz6
aminokat (110a-f) reagaltattunk fenil-izotiocianattal (44. abra). A jo/kivald hozammal izolalt
111a-f tiokarbamidokat metanszulfosav-kloriddal trietil-amin és katalitikus mennyiségti DMAP
jelenlétében a megfelelé 112a-f karbodiimidekké alakitottuk.

N_ N__ MsCl,EtN,
PhNCS R DMAP
HoN-R ——————> ———— > Ph—N=C=N-R
DKM, 25°C S DCM, 25°C
110a-f 111a-f 112a-f
kiindulasi amin tiokarbamid (hozam) karbodiimid (hozam)
110a R = n-hexil 111a (65%) 112a (86%)
110b R = n-oktil 111b (85%) 112b (78%)
110c R = n-decil 111c (90%) 112¢ (40%)
110d R = n-dodecil 111d (84%) 112d (50%)
110e R = 4-fenilbenzil 111e (92%) 112e (45%)
110f R = N-benzil-piperidil 111f (97%) 112f (80%)

44, abra. Karbodiimidek (112a-f) szintézise

Az N-terminalis atalakitasa el6tt sziikség volt a C-terminalis védésére (45. abra), hiszen
a karbodiimidek a karboxilcsoporttal kdnnyen reaktiv szarmazékot képeznek (amit pl. az
amidkapcsolasoknal/peptid szintézisben eldszeretettel hasznalnak (DCC, EDCI stb.)). Frissen
késziilt difenildiazometant alkalmazva a TC (14) karboxilcsoportjat difenilmetil-észter
formajaban védtiik (113), ezt kovette a 112a-d diszubsztitualt karbodiimidekkel valé reakcio. A
kapott 114a-d guanidin szarmazékok oszlopkromatografias tisztitasat kovetéen a
véddcsoportokat TFA-val tavolitottuk el, eldallitva a 115a-d szabad C-terminalisi analogokat
(a vegyiiletek szerkezetét 1d. a 9. tablazatban).
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*Réth Jozsefné
vegyésztechnikus munkaja

45. abra. Szubsztitualt guanidin szarmazékok eléallitasa

Emelett a 7 teikoplaninb6l peptidkapcsolassal a 116a,b amidokat allitottam el6 (45.
abra), bizva az antibakterialis hatékonysag novekedésében a szabad C-terminalist
vegyiiletekhez képest (v0. 3.4. fejezet). A nyers 116b-bdl tomény sosavas kezeléssel a 117 TC
amidot nyertem. A 116a és 117 szarmazékokat a megfelel6 112 karbodiimidekkel reagaltatva a
118a-d és 119b,e,f szubsztitualt guanidin amidokat kaptam (a szerkezeteket Id. a 9. tablazatban).
A 119b,e,f vegyliletek osszetételét HPLC-MS segitségével allapitottuk meg.
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9. tablazat. A teikoplanin lipofil csoportot viselé guanidin szarmazékainak szerkezete

Cl
H
5 .
N NN
RN N4
N O
o N
o] j
OH
Vegyiilet R? R? R® R
114a n-hexil
TC 114b n-oktil
guanidinek H H OCHPh; -
(észterek) 114c n-decil
114d n-dodecil
TC 1152 n-htle(xill
idi 115 n-okti
guanidinek H H H ;
c (szabagl_ 115¢ n-decil
termindlis) 154 n-dodecil
118a n-hexil
T_dC_ o | 118D 9y y ™ H n-oktil
uanidine N N -
g(amidok) 118c NN n-decil
118d n-dodecil
Teikoplanin 119b _ | n-oktil
i . N-acil-p-D- H . -
guanidinek 119e a-D-mannéz o N._~_N 4-fenilbenzil
idok gliik6zamin -~ ?a
(amidok) | 11g¢ N-benzil-piperidil

A TC szarmazékok (114, 115, 118) in vitro aktivitasait (10. tablazat) elemezve konnyen
megallapithato, hogy a 114a-d benzhidril-észterek hatasa csaknem elhanyagolhato (kiv. a 114a
n-hexil szarmazék). Ezzel szemben a megfelel6 szabad C-terminalisu valtozatok (115a-d) koziil
a rovid vagy kozepesen hosszu alifas oldallancokat viselé 115a, 115b, 115¢ (n-hexil, n-oktil, n-
decil, rendre), de a szubsztitualatlan guanidino-csoportot tartalmazé 109 (43. abra) is kitlin
hatasu volt a vizsgalt Staphylococcus és Enterococcus torzsek ellen.

Az Enterococcus ellenes aktivitast az amidképzés latszolag meglehetdsen negativan
befolyasolta, hiszen nem csak a rezisztens, de a teikoplanin és vankomicin érzékeny ATCC
29212 E. faecalis torzs is ellenallonak mutatkozott a 118a-d TC amidokra. Ugyanezen amidok
valamennyi Staphylococcus torzs szaporodasat viszonylag alacsony koncentracioban gatoltak,
ellentétben az 114a-d TC észterekkel, melyek a staphylococcusok ellen is gyenge aktivitast
mutattak. Tovabb neheziti a szerkezet-hatas Osszefliggések értelmezését a 119b.ef
tobbkomponensli vegyiiletek esete, ahol a 119b n-oktil szarmazék valamennyi baktérium

szaporodasat hatékonyan gatolta, mig az igen hasonlé lipofilitdsu 119e 4-fenilbenzil analog,
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illetve a jelentGsen eltérd szerkezetii, N-benzil-piperidil oldallancot viseld 119f szarmazék csak
a staphylococcusok ellen bizonyult hatékonynak. Elképzelhetd, hogy ezt az aktivitasbeli
kiilonbséget az okozza, hogy a guanidino-csoport kiilonb6zo tipusu (alifas vs. aromas)
oldallancai miatt a 119b,e,f anal6gok masként 1épnek kolcsonhatasba a sejtfal prekurzorokkal.

10. tablazat. A guanidin szarmazékok in vitro MIC értékei (ng/ml)
<
o 83 23 £3 £ 2Y 28 o e<
2@ g N o = = = =« = c
=38 o =™ E D E <« T @ < —m < 8
a on N n M s ™ & 9 N gw e o >
2 @) 20 S0 =NO o 2 c O c O T ©
=% 52 2 %2 8% g ugT uB
R S SR G < < e
[72] [9p]

Teikoplanin 05 05 05 4,0 16 1,0 05 256
Vankomicin 0,5 0,5 0,5 2,0 4,0 1,0 128 256
108 32 16 16 16 16 32 32 64
109 08 0,4 0,4 0,4 0,4 0,8 0,4 0,8
a | 4,0 1,0 2,0 2,0 0,8 2,0 4,0 2,0
114 | 2| TC guanidinek | 128 64 32 4,0 4,0 16 16 16
c| (észterek) 128 256 128 64 32 64 128 64
d 128 128 128 32 16 128 256 64
a | o 6,4 0,8 0,4 0,2 0,2 0,2 0,5 0,4
11510 e ?S‘izrt‘)';&”ek 16 0,2 04 005 005 02 0,2 0,8
¢ | C-termindlis) 4,0 2,0 4,0 2,0 8,0 4,0 1,0 4,0
d 4,0 8,0 4,0 08 0,8 2,0 32 8,0
a | 2,0 4,0 1,0 1,0 0,5 32 64 16
118 | b | TC guanidinek | 4,0 4,0 2,0 10 2,0 64 32 32
c| (amidok) 1,0 2,0 2,0 4,0 0,5 2,0 64 32
d 8,0 8,0 8,0 2,0 1,0 32 32 32
'b| Teikoplanin 08 08 08 0,4 0,4 08 16 0,8
119| e | guanidinek 1,0 2,0 2,0 1,0 2,0 16 32 16
f| (amidok) 0,5 0,5 1,0 05 0,5 32 32 16

A 109, 115a,b és 119b guanidin szarmazékokat a klinikai VRE torzsek ellen vizsgalva
majdnem minden esetben a 18 oritavancinnal megegyez0 vagy annal magasabb in vitro
antibakterialis hatast figyelhettiink meg (11. tdblazat). A 109 vegyiilet — legtobb esetben — kitlind
aktivitasa alapjan ugy tiinik, hogy a lipofil szubsztituensek jelenléte nem feltétleniil sziikséges a

kifejezett VRE ellenes hatashoz.
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11. tablazat. Néhany guanidin szarmazék VRE torzsek elleni in vitro
aktivitasa (MIC, pg/ml)

[EY
[ee]

. faecium 38415 256 256 2,0 6,25 1,6 0,4 0,4
. faecium 38522 256 256 1,0 1,6 0,4 0,2 0,8
. faecium 39063 256 256 0,5 0,2 0,2 0,2 0,2
. faecium 39759 256 256 0,25 0,8 0,2 0,2 0,2
22 |E. faecium 42491 256 256 0,25 0,2 0,2 0,2 0,2
TEI = teikoplanin (7), VAN = vankomicin (1), ORI = oritavancin (18)

[EY
©

N
o

# VRE torzs TEI VAN ORI 109 115a 115b  119b
1 |E. faecium 8663 256 256 2,0 0,2 0,1 0,1 0,1
2 |E. faecium 22285 256 256 2,0 0,4 0,2 0,2 0,2
3 |E. faecium 656 256 256 2,0 0,2 0,2 0,2 0,2
4 |E. faecium 3452 256 256 1,0 0,4 0,4 0,8 0,8
5 |E. faecium 4753 256 256 1,0 0,2 0,2 0,2 0,2
6 |E. faecium 11408 256 256 <0,25 | 125 1,6 3,18 6,25
7 |E. faecalis 17980 256 256 2,0 6,25 6,25 3,18 0,8
8 |E. faecium 24581 256 256 0,5 0,2 0,2 0,4 0,2
9 [E. faecium 25192 256 256 0,5 0,2 0,4 0,4 0,4
10 |E. faecium 29007 256 256 0,25 0,2 0,2 0,2 0,2
11 |E. faecium 29810 256 256 0,5 0,4 0,4 0,4 0,2
12 |E. faecium 29838 256 256 0,5 0,2 0,2 0,2 0,2
13 |E. faecium 30458 256 256 0,25 0,4 0,2 04 0,2
14 |E. faecium 31482 256 256 0,25 0,2 0,2 0,2 0,2
15 |E. faecium 32445 256 256 0,5 0,2 0,2 0,2 0,2
16 |E. faecium 35936 256 256 0,25 0,1 0,1 0,1 0,1
17 |E. faecium 38276 256 256 0,25 0,2 0,2 0,2 0,2

E

E

E

E

N
e

Osszességében elmondhaté, hogy a guanidino-csoport beépitésével a 14 teikoplanin
pszeudoaglikonbol (TC) és a tobb szénhidrat egységet tartalmazo 7 teikoplaninbdl is sikertilt
Staphylococcus és VRE torzsek ellen egyarant jo hatékonysagl vegylileteket eldallitani. Ezek
koziil figyelemre méltdo a 119b teikoplanin guanidin amidszarmazék, mely — a felteheten
kedvezo farmakokinetikaja miatt — in vivo is hatékony lehet.

3.6. A vankomicin aglikon hexapeptid influenzavirus ellenes szarmazékainak

eloallitasa

Bar a 3.3. fejezetben lathattuk, hogy a TC-nek tobb szarmazéka is (pl. 71e, 93a, 96a-c)
jelent6s influenzavirus ellenes hatassal bir, e vegyiiletek antibakterialis aktivitasa tovabbra is
szamottevd, st gyakran a 7 vagy 14 anyavegyiileteknél joval kifejezettebb, még rezisztens
baktériumtdrzsek ellen is. Orosz kutatok elgondolasahoz hasonléan!?® olyan virusellenes
szarmazékok szintézisét szerettem volna megvalositani, melyek kiindulasi anyaga valamely
glikopeptid antibiotikum gyenge antibakterialis hatast lebontasi terméke. A vankomicin aglikon
hexapeptid (59, VAHP) idealis alapvegyiiletnek tiint, hiszen antibakterialis hatasa gyakorlatilag

nincs, illetve szintézise viszonylag egyszeriien és j6 hozammal megoldhat6 az 1 vankomicinbdél
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kiindulva két 1épésben (46. abra).

A 14 (TC) harom leghatasosabb és egyben legjobb szelektivitasi indexszel rendelkez6
szarmazékan (93a, 96¢ és egy bisz-alkiltio-maleinimid szarmazék!®®) talalhato oldalldncoknak,
(melyek rendre a 4-(13-(4-((deciloxi)metil)-1H-1,2,3-triazol-1-il)-2,5,8,11-tetraoxatridecil)-1H-
1,2,3-triazol-1-il, a n-hexanszulfonil és a 4-(13-(2,3-bisz(butiltio)maleinimidil)-2,5,8,11-
tetraoxatridecil)-1H-1,2,3-triazol-1-il) az 59 VAHP-en ¢és annak 120 azido szarmazékan vald
kiépitésével Osszesen hat 0 vegyiiletet allitottam eld (46. abra). Ezek koziil harom az N-
terminalison (122a,b, 123), harom pedig a C-terminalison moédositott (125a,b, 127). Utdbbi
analdgok szintézisének célja az volt, hogy megallapitsuk, van-e jelentdsége az antiviralis hatas

szempontjabol a lipofil oldallancok aglikonon valo elhelyezkedésének.

/92a : 123 on 122a (92a-bél) (43%)
| 122a, 124a, 125a ! OH 122b (121-b8l) (44%)

(e} i (0]
R 5&0%\/ 3\/\'\‘ I \\S/”'CSH13
O-n-C10H21 . N/ \ N/\§/\
121 : H O N=

' 122b, 124b, 125b S-n-Bu 5 =N R
E R = SLO/%\/O%/\N \ !
: 3 S-n-Bu | CeH13S0,ClI (95¢) \\ 92a | DMF:H,0 = 1:1
: : Py, 25°C 121 | CuSO,
N e O . ! 20% R | L-aszkorbinsav
OH f N—SO2Ns OH
\—/ -HCI
1) PANCS, Py:H,0 CuSOy, EtzN
2) TFAIDKM, 25°C NH; Py:H,0, 25°C N3
ot —_—
3 (VanAG) 45% 59 (VAHP) 68% 120 (VAHP-N,)
/N
R N3(CH2)2NH2 '/\l:/)\/R
— Cu()l, EtsN N NH,(CH,),NH
= VTS 2530 > HNT C6H13SOZNH(CH2)2NH2%CBHHSO&I
92a, 121 , 124ab 126 95¢
PyBOP, DMF, 25°C PyBOP, DMF, 25°C
~35%
125a (38%) T 127 T
125b (32%) HN HN
H H
N N
/\/ OH /\/ OH
R / N (0] CGH13O2SHN o)
N HO HO
N/

46. abra. Vankomicin aglikon hexapeptid szirmazékok szintézise

A célvegyiiletek szintéziséhez el6szor az irodalombdl ismert modszerrel az 1
vankomicinbdl Edman-degradacioval és deglikozilezéssel az 59 VAHP-et nyertem, melyet
diazotranszferrel a 120 azido szarmazékka alakitottam. A 122a,b N-terminalis
triazolszarmazeékok eldallitasahoz a 92a és 121 alkineket Cu(l)-katalizalt azid-alkin click
reakcioval a 120-hoz kapcsoltam. A 123 n-hexanszulfonamid szarmazékot az 59 VAHP N-

74



szulfonilezésével allitottam el6 a 95¢ n-hexanszulfonil-klorid felhasznalasaval. A 92a és 121
alkinekbdl és 2-azidoetilaminbdl click reakcioval a 124a,b aminokat nyertem, melyeket PyBOP
reagens alkalmazasaval az 59 VAHP karboxilcsoportjahoz kotve a 125a,b C-terminalis triazol
analogokhoz jutottam. A 95c¢ n-hexanszulfonil-kloridot etiléndiaminnal reagaltatva kaptam az
amidkapcsolasra alkalmas 126 mono-N-szulfonilezett diamint, melyet felhasznalva a 127
szulfonamid analogot allitottam elé 59-bdl peptid kapcsolassal.

A varakozasoknak megfeleléen valamennyi hexapeptid szarmazék antibakterialis hatasa

elhanyagolhat6 szintre csokkent, minden bizonnyal a kot6zseb roncsolddasa miatt (12. tablazat).

12. tablazat. A vankomicin aglikon hexapeptid szarmazékok in vitro MIC értékei (ng/ml)

TEI | VAN | 122a | 122b | 123 | 125a | 125b | 127
Bacillus subtilis ATCC 6633 0,5 0,5 32 32 32 32 256 256
Staphylococcus aureus MSSA ATCC 29213 0,5 0,5 128 256 256 256 256 256
Staphylococcus aureus MRSA ATCC 33591 0,5 0,5 128 256 256 | 256 | 256 | 256

Staphylococcus epidermidis ATCC 35984 4,0 2,0 32 32 32 256 128 128
Staphylococcus epidermidis mecA 16 4,0 32 32 64 256 | 256 128
Enterococcus faecalis ATCC 29212 1,0 1,0 32 32 32 128 128 64
Enterococcus faecalis 15376* VanA 256 256 128 256 256 256 256 256
Enterococcus faecalis ATCC 51299 VanB 0,5 128 128 256 128 256 256 128

TEI = teikoplanin (7), VAN = vankomicin (1), * = klinikai t6rzs

Az eléallitott vegyiiletek koziil szamottevo influenzavirus ellenes hatassal csak a 122a,b
N-terminalis triazolszarmazékok birtak (ECso ~ 2 uM, 13. tablazat). Az MDCK sejtekre valo
citotoxikus koncentraci6 értékiik 20 uM kortilinek adodott, igy szelektivitdsi indexiik kb. 10. A
123 N-termindlis n-hexdnszulfonil szdrmazék a C-terminalison mddositott 125a-hoz hasonléan
teljesen inaktivnak bizonyult. A maleinimid (125b) és alkanszulfonamid (127) funkciot a C-
termindlison viseld vegyiiletek csak mérsékelt aktivitast mutattak az egyik vagy mindkét
influenza A torzs ellen.

Az eredmények azt mutatjak, hogy az influenzavirus ellenes hatas szempontjabol fontos
szerepe van a lipofil szubsztituens aglikonhoz vald kapcsolddasi helyének, hiszen a C-
terminalison moédositott 125a,b vegyiiletek sokkal alacsonyabb aktivitasuak voltak az N-
terminalis analdgjaikhoz (122a,b) képest.

A 122a és 122b kitiné influenzavirus ellenes hatasat latva jo néhany egyéb virussal
szemben (pl. HSV-1 (Herpes simplex virus 1), HSV-2, vaccinia virus, human koronavirus 229E,
respiratorikus szincicialis virus, sargalaz virus, Zika virus) is megvizsgaltattuk a két vegyiiletet,
¢s tobb esetben is alacsony mikromolos ECso értékeket kaptunk (14. tablazat).
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13. tablazat. A VAHP szarmazékok in vitro influenzavirus ellenes aktivitasa

Clotescison) =cou
Vegyiilet o O A/HIN1 A/H3N2 B
Q @) (A/Ned/378/05) (A/Victoria/361/11) (B/Ned/537/05)
© = CPE | MTS CPE | MTS CPE | MTS
122a 46 >20 2,0 2,1 1,6 1,3 2,0 14
122b 17 20 2,0 2,2 2,0 1,7 4,0 2,1
123 100 >100 >100 >100 >100 >100 100 >100
125a >20 60 >100 >100 >100 >100 >20 60
125b 100 >100 12 12 >100 >100 100 >100
127 100 >100 12 34 15 14 100 >100
Zanamivir >100 >100 1,9 0,4 20 9,0 2,1 45
Ribavirin >100 >100 8,9 7,0 8,9 6,4 10,1 7,2
Amantadin >100 >100 45,2 19,0 >100 >100 >100 >100
Rimantadin >200 >200 68,4 11,2 >200 >200 >200 >200
CCso, MCC, ECso, CPE, MTS: 1d. 2. tablazat, 3.3.1. fejezet
14, tablazat. A 122a és 122b in vitro aktivitasa egyéb virusok ellen
Citotoxicitas
(M) ECso (uM) - HEL sejtek
(HEL sejtek)
Vegyiilet HSV-1 Human
08 8 HSV-1 (KOS)| HSV-2 (G) TK KOS |Vaccinia virus| koronavirus
O S ACV' 229E
CPE | MTs | CPE | MTS | CPE | MTS | CPE [ MTS | CPE | MTS
122a >100 >100 20 20 8,9 7,8 8,9 7,4 10 7,2 10 11
122b >100 >100 45 43 8,0 6,5 20 11 34 32 45 32
Brivudin >250 >250 | 0,03 0.1 112 >250 | >250 >250 | 7,5 29 - -
Cidofovir >250 >250 2,4 1,7 1,0 58 4,7 45 10,3 10 - -
Aciklovir >250 >250 | 2,4 1,2 0,1 0,3 2,5 13 77,1 >250 - -
Ganciklovir | >100 >100 | 0,1 0,04 | 0,03 0,1 18 0,8 | >250 >250 - -
UDA* (ug/ml)| >100 >100 | - - - - - - - 18 20
*Urtica dioica agglutinin
Citotoxicitas Citotoxicitas
(M) Egi;(ge']’gk (M) ECso (uM) - Vero sejtek
Veyiilet (HeLa sejtek) _ _ (Vero sejtek)
o% 8 ssiiscglc:gfic;r\lrli(:uss o% 8 Sargalaz virus Zika-virus
O > O =
MTS CPE MTS ‘ CPE MTS CPE
122a >100 >100 7,7 5,6 >100 - >100 - >100 -
122b >100 - 60 - >100 >100 55 58 14 50
DS-10000 >100 - 0,1 - >100 >100 7,2 20 95,5 100
Ribavirin >250 - 5,0 - - - - - - -
Mikofenolsav - - - - >100 >100 >100 1,4 0,8 15

CCso, MCC, ECso, CPE, MTS: 1d. 2. tdblazat, 3.3.1. fejezet
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3.7. A vankomcin aglikon aminoetilezett, amfifil szarmazékanak szintézise

A Gram-negativ baktériumok intrinsic glikopeptid rezisztenciajanak megtorése céljabol
olyan bazikus, amfifil vankomicin aglikon szarmazék szintézisét terveztem, mely az N-
terminalison egy lipofil acil oldallancot, az aglikon egyéb modosithatd pozicioiban pedig
aminoalkil-csoportokat tartalmaz (karboxilcsoport, fenolos hidroxilcsoportok). Az Gtletet
egyrészt a polimixinek szerkezete és alapvetd hatasmechanizmusa adta,'®> masfelél tobb
kozleményben is olvashatunk olyan vegyiiletekrél, melyek aminoalkilezés hatasara hatékonnya
valtak Gram-negativ baktériumok ellen, vagy egyéb antibiotikumokkal szinergista hatast
mutattak.®2 Hasonl6 példat a glikopeptid antibiotikumok irodalmaban is talalhatunk. Ahogy a
2.6.2.1.2. fejezetben emlitettem, a teikoplanin aglikon bazikus poliamin szarmazékai (pl. 36d)
szamos esetben a 15 teikoplanin aglikonnal is hatékonyabbnak bizonyultak Gram-negativ

baktériumokkal szemben.

OH E 0 1) CoHy5COCI
! 0 NaOH, THF-H,0 o}
0-25°C
' N N NHCOC9H19 - \ NH,
NH; ! ROt 2)NHS,EDCIHCI  HO™ ™™
0 DKM, 25°C
59 (VAHP) | !
' 129 128 (D-Leu) E
129 o :
DMF 25°C
"WNHCOCgH1g ol
o
OH
o)
H
N N NH
PyBOP BocHN\/\
H
DMF, 25° C NH o O A oNHCOCH1g
NH
BocHN T 2
HN
HN O NH;
OH
1310 g OH 132 (12% 4 lépésre)
NHBoc
1) Br >
CSzCOg, DMF, 25°C

2) TFA, 25°C

47. abra. A 132 amfifil vankomicin aglikon szarmazék szintézise

Mivel a 13 vankomicin aglikon N-terminalis szekunder aminocsoportjanak acilezése
meglehetdésen nehézkes, a 132 célvegyiilet szintézisének elsé 1épéseként az 59 VAHP
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ujraacilezését (1d. 2.6.2.2.4. fejezet) terveztem megvalositani (47. dbra). Az ehhez sziikséges 129
n-dekanoil-D-leucin N-hidroxiszukcinimid (NHS) aktiv észterét a 128 D-leucinbdl nyertem két
Iépésben. Az 59 VAHP-et a nyers 129-cel acilezve a 130 N-dekanoil-norvankomicin aglikont
nyertem, melynek C-terminalisdhoz mono-N-Boc-etiléndiamint!®® kapcsolva a 131 amidot
allitottam el6. Ezutan a 131 fenolos OH-csoportjait Cs2COs jelenlétében N-Boc-
brémetilaminnal'®* O-alkileztem,'® végiil a védécsoportokat TFA-val eltavolitva a 132 amfifil
vankomicin aglikon szarmazékhoz jutottam.

A molekula szerkezetét tobbféle 2D NMR technikaval is vizsgaltuk, pl. *H-'H COSY,
IH-'H NOESY, H-3C HSQC, *H-13C HMBC, melynek kdszonhetden el tudtam végezni a teljes
H és 13C asszignaciot.

Az antibakterialis vizsgalatok alapjdn a 132 sajnos tovabbra sem birt Gram-negativ
ellenes hatassal, s6t a vankomicin érzékeny (MIC < 0,5-2 pg/ml) baktériumtorzsek ellen
csokkent aktivitast mutatott (15. tablazat). Erdekes azonban, hogy a vankomicinre (1) kevésbé
érzékeny torzsek ellen viszont hatasosabbnak bizonyult. Kiilon emlitésre mélto, hogy a
vankomicin ¢és teikoplanin rezisztens VanA torzsre a 132 hatékonyabb volt (MIC = 8 pg/ml)
mindkét standardnal (1 és 7, MIC = 256 pg/ml), mint a csak vankomicin rezisztens VanB
fenotipustra (MIC = 32 ug/ml). Ez arra utalhat, hogy bar a D-Ala-D-Ala terminalisokhoz kisebb
affinitassal kotédik a vegyiilet, valamely mas mechanizmus révén viszont képes hatni a

teikoplanin és vankomicin rezisztens torzsekre, azonban erre nincs bizonyitékunk.

15. tablazat. A 132 amfifil vankomicin aglikon szarmazék in vitro MIC értékei (ug/ml)

Teikoplanin (1) | Vankomicin (7) 132

Bacillus subtilis ATCC 6633 0,5 0,5 4,0
Staphylococcus aureus MSSA ATCC 29213 0,5 0,5 8,0

j§ Staphylococcus aureus MRSA ATCC 33591 0,5 0,5 8,0
g Staphylococcus epidermidis ATCC 35984 4,0 2,0 4,0
= Staphylococcus epidermidis mecA 16 4,0 2,0
15 Enterococcus faecalis ATCC 29212 1,0 1,0 16
Enterococcus faecalis 15376 VanA 256 256 8,0
Enterococcus faecalis ATCC 51299 VanB 0,5 128 32

N Klebsiella pneumoniae ST258 klon K 160/09 256 256 256

% § Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 256 256 128
15 %;P Acinetobacter baumannii ATCC BAA1605 128 128 128
Escherichia coli ATCC 25218 256 256 128

3.8. Teikoplanin és teikoplanin pszeudoaglikon (TB) kovalens dimerek szintézise
Az irodalmi attekintésben lathattuk, hogy mar szamos megoldas sziiletett kovalens
vankomicin dimerek eléallitasara (pl. 83, 85, 2.6.3.1. fejezet), melyet jol indokol a vegyiilet
hatasmechanizmusaban fontosnak tartott dimerizacio jelensége (2.3.2. fejezet). A feltételezés,
mely szerint a monomerek k6zotti kovalens kapcsolat megnovekedett antibakterialis hatashoz
vezethet, tobb esetben igazolodott (2.6.3.1. fejezet).
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A teikoplanin (7) nem képes nem-kovalens dimerekké szervezddni olyan modon,
ahogyan a vankomicin (1) vagy a (klor)eremomicin (2, 3) (Id. 2.3.3. fejezet). Ezt figyelembe
véve egy kovalens teikoplanin dimer szarmazék nagy valdszinliséggel egyediil multivalens
volta miatt rendelkezhetne a monomerekénél jobb antibakterialis hatassal (feltéve, hogy a
kotézsebet nem €ri szadmottevobb atalakitas). Ebbdl kiindulva célul tiiztem ki ilyen tipusa
dimerek eldallitasat és antibakterialis aktivitasuk vizsgélatat.

A monomerek 6sszekapcsolashoz olyan reakciot kerestiink, mely gyorsan, kvantitativan
¢és egyértelmiien az amino funkcioval reagalva megy végbe, igy végiil bisz-izotiocianat tipust
linkerek alkalmazasa mellett dontottiink. A 7 teikoplaninbdl és a 14 pszeudoaglikonboél (TB)
kiindulva 6sszesen tiz kovalens dimert allitottunk eld, melyek a linker szerkezetében, illetve a

Az els6 tipust, hidrofob oldallancot és tercier amino funkciot tartalmazé linker
szintézise a 133 n-decilamin 2-[2-(2-kloretoxi)etoxi]etanollal valé di-N-alkilezésével indult
(48. abra). A kapott 134 aminoalkohol két lancvégi OH-csoportjat harom 1épésben alakitottuk
aminocsoportta (O-tozilezés, nukleofil szubsztiticid natrium-aziddal, Staudinger-redukcio). Az
igy eldallitott 135 tercier aminbol végiil irodalmi médszerrel,'®® szén-diszulfid és di-terc-butil-
dikarbonat felhasznalasaval nyertiik j6 hozammal a horgonyz6 egységet tartalmazo 136 amfifil

bisz-izotiocianat linkert.

HiC o~ N2
133

Cl/\/O\/\o/\/OH
50% | K,COj K seN NCS

DMF, 110°C I J/

H21Co< (O g O H H
K/O\/\O/\/OH

|4

1) TsCl, Py, DKM, 25°C N
58% | 2)NaN; DMF, 90°C C|>1on1
(3 Iépesre)| 3a) PPhg, THF, 50°C
b) H,0, 25°C 136

Ha1Cros (SO g N2
1) CS, EtsN, EtOH, 25°C

bo\/\o/\/NHz 2) Boc,O, DMAP, 0-25°C
135 76% (2 lépésre)

48. abra. Az elso tipusi linker szintézise

A masik, hidrofob oldallancot nem tartalmaz6 linkert (139) az elsé valtozattal analog

moédon nyertik a 137 hexaetilénglikol OH-csoportjainak, majd az abbol kapott 138
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aminocsoportjainak atalakitasaval (49. abra).

1) TsCl, Py, DKM, 25°C 1) CS,, EtN,

O\/ﬁ\ /\/é \/é\ /\/QO\/%
Hé SOH 2) NaN3, DMF, 90°C HoN NH2 EtOH 25°C SCN SNCS
139

137 3a) PPh;, THF, 50°C oc,0, DMAP,
b) H,0, 25°C o 25°C
71% (3 lépésre) 64% (2 |épésre)

49, abra. A masodik tipusiu linker szintézise

Az 136 linkert felhasznalva eldszor N-N orientacioju dimereket (146-151) allitottunk
elé (50. abra). A 7 teikoplanint, a 7f TB-t, illetve ennek 140 dietilaminopropil-amidjat
(116b-b6l TFA-val eléallitva) nagy feleslegben vett 136 linkerrel reagaltattuk, majd a
feldolgozas utan kapott 141-143 nyers izotiocianat szdrmazékokhoz ismét a megfeleld
monomert (7, 7f vagy 140) adtuk, igy nyertiik a 146-148 dimereket. Hasonlo eljarassal tovabbi
két N-N dimert (150, 151) képeztiink a 139 linker felhasznalasaval a 7 teikoplaninbol és a 116
amidbol a 144 és 145 intermediereken keresztiil. A 146 teikoplanin dimerb6l amidkapcsolassal

allitottuk el6 annak 149 C-terminalis dietilaminopropil-amid valtozatat.

\\\NHZ
3
7 GP=TEl X=OH SCN 2 M 2NCS

7f GP =TB X = OH 136 Y = N-decil, 139 Y =0

1160 GP = TEI X = NH(CHZ)N(CoHs), — Et;N, DMF, 25°C
140 GP=TB X = NH(CH,);N(CyHs), ]

__________________________________________________________________________________________________

. \\NWN\/\ SO S  S O  NNCS

Xoc 141-145
142GP=TB  X=OH Y = N-decil
143GP=TB X =NH(CH,);N(CsHs), Y = N-decil
144GP=TEl X=OH Y=

; 141GP=TEl  X=OH Y = N-decil E
! 145GP=TEl X =NH(CHp)sN(CoHs), Y =0 ;

7, 7f, 116b, 140
Et3N, DMF, 25°C

H H H H
N N 0 o) N N
S M S I
XOC ‘COX
S 146-148, 150, 151 S

146 GP=TEI X =OH Y = N-decil 70% (2 lépésre)
H2N(CH2)3N(02H5)2[147 GP=TB X = OH Y = N-decil  32% (2 Iépésre)
PyBOP| 148 GP=TB X = NH(CH,)3N(CoHs), Y = N-decil  26% (2 Iépésre)
149 GP =TEl X =NH(CH,)3N(CsHs), Y = N-decil 53% (2 Iépésre)
150 GP=TEI X =OH Y=0 47% (2 1épésre)
151 GP =TEl X =NH(CH)3N(CsHs5), Y =0 34% (2 Iépésre)

50. abra. Teikoplanin N-N dimerek szintézise
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cre

eléallitottunk (51. abra). Ehhez a 7f (TB) N-terminalisat el6szor Boc véddcesoporttal védtiik,
majd a C-terminalist aminoetil-amidda alakitottuk (152). E vegyiilet és a 136 linker reakcidjaval
kapott 153 nyers koztiterméket a 7f-fel reagaltatva, majd a Boc véddcsoportot eltavolitva a 154
szabad C-terminalisi N-C dimerhez jutottunk. A 153 koztiterméket ¢és a 140 TB
dietilaminopropil-amidot 6sszekapcsolva pedig a 155 C-terminalis amidszarmazékot kaptuk.

1) Boc,0, Et;N, DMF, 25°C

2) NH,(CHo),NH, PyBOP, H “NHBoc
\ NH2 . N N
\\\ DMF:DMSO N
HOOC 35% (2 lépésre) o

7f 152

11) 136, Et;N, DMF, 25°C

N
H H .
153 O :
\ NH2
XOC 2) 7f, 140, Et3N, DMF, 25°C
7f X=0H 3) TFA, 25°C

140 X = NH(CH,)3N(C,Hs),

S S
X0C,, H . NHBoc
“ o} o] N B
" " 2 ‘\/\/\/\/H\C °

H
Hs

154 X = OH 22% (3 lépésre)
155 X = NH(CH,)3N(C5Hs), 15% (3 Iépésre)

51. abra. Teikoplanin pszeudoaglikon (TB) N-C dimereinek szintézise

A 158, 159 teikoplanin N-C dimerek analdg szintézise soran az N-terminalis védésére
Boc helyett trifenilmetil véddcsoportot alkalmaztunk, mivel a Boc eltavolitasahoz sziikséges
viszonylag erésen savas koriilmények az N-acilgliikozamin lehasadasat okozzak. A 7
N-tritilezésével, majd amidképzéssel a 156 védett teikoplanin szarmazékhoz jutottunk (52. ébra).
Utobbit a 136 lipofil csoportot tartalmazo linkerrel 6sszekapesolva a 157 intermediert kaptuk,
melyet 7-tel vagy annak C-terminalis amidjaval (116b) reagaltattuk. Az igy kapott védett
dimerekrél az N-tritil csoport eltavolitasat elészor hangyasavval végeztiik, azonban a termékek
HPLC-MS analizise soran részleges N-formilezddésre utal6 csucsokat talaltunk. Ebbdl kifolyodlag
a detritilezésre hexafluorizopropanolt vagy mas enyhén savas koriilményeket (90% AcOH:THF
=1:1 + 1M HCI) alkalmaztunk, igy nyertiik a 158, 159 teikoplanin N-C dimereket.
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1) TrtCl, Et3N, DMF, 25°C

NHTrt
2) NH5(CHa),NH,, PyBOP H . o
15 N2 DWMF, 25°C NN TEl

HOOC 47% (2 1épésre) o)
7 156

l 1) 136, Et3N, DMF, 25°C

N 1
H H '
157 0O !
\\NH2 o
TE b 2) 7f, 116b, EtsN, DMF, 25°C
XOC 3) HFIP, 25°C
7f X =0H vagy

116b X = NH(CH,)3N(CoHs), 90% AcOH:THF = 1:1 (+1 csepp 1M HCI), 25°C

S S
(e by bty ~fo Ay by~ A
e, ©

H H

Hs
158 X = OH 10% (3 Iépésre)
159 X = NH(CH2)sN(CyHs);  23% (3 1épésre)

52. abra. Teikoplanin N-C dimerek szintézise

RP-HPLC-MS és RPTLC alapjan a rendelkezésiinkre allo teikoplanin (7) Osszetétele
joval eltért a gyogyszerkonyvben meghatarozottol: 7a (A2-1 komponens) — 5%, 7b (A2-2
komponens) — 18%, 7c (A2-3 komponens) — 26%, 7d,e (Az2-4 és 5 komponensek) — 13-13%, 7f
(TB) — viszonylag nagy mennyiségi, ~25%.

A tobbkomponensii teikoplanin dimerek (146, 149-151, 158, 159) mindségi ¢€s
mennyiségi Osszetételét HPLC-ESI-MS-sel hataroztuk meg. A négy szimmetrikus dimer (146,
149-151) esetében — a HPLC csticsok aranyabdl kovetkeztetve — a f6 komponensek hasonld
aranyban talalhatok meg (16. tablazat).
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16. tablazat. A tobbkomponensii N-N dimerek dsszetétele és analitikai adatai

HPLC cstcs (pJ(E}RrC) Alkoté monomerek Osszegképlet M TéZH)3+ szérgl/cZ)lt*
#1 (2,8%) |[14,35| As-1 + As-1 Ci1esH181ClsN19060S2 | 1211,644 | 1211,671
#2 (5,9%) 15,1 | As-1 + Ax-l Ci183H206CI14N20065S2 | 1311,376 | 1311,396
#3 (14,7%) (16,22 | As-1 + Ax-2 Asz-1+ Az-3 Ci184H210CI14N20065S2 | 1316,725 | 1316,740

g H#4 (13,7%) 17,2 | As-1 + A4 Asz-1+ A5 C185H212Cl14N20065S, | 1321,395 | 1321,412
- #5 (21,6%) 17,94 | A2 + Ax-2 A2 + Ax-3 Co00H239ClsN21070S, | 1421,785 | 1421,808
A2 + A4 A2 + A5
#6 (21,1%) | 18,88 A3+ Apd Ay3+ A5 C201H241ClsN21070S, | 1426,458 | 1426,480
H#H7 (14,9%) 19,8 | Ax-4 + Ax-4 Ax-4+ A5 A5+ Ay C202H243C14N21070S2 1431,131 | 1431,152
(szennyezbk ~5%) - - -

HPLC csucs (pgch) Alkoté monomerek Osszegképlet M T /32H)3+ Szénr:{(z)lt*
#1 (1,8%) |11,94| As-1+ As-1 C1g2H213C1sN23058S, | 1286,409 | 1286,429
#2 (1,7%) 12,9 | As-1 + Ax-1 C197H238CI14sN24063S; | 1386,128 | 1386,154
#3 (14,2%) 13,65| Az-1 + Ax-2 As-1+ A3 C198H242C14N24063S2 1391,478 | 1391,498

2 |64 (12,6%) [14,62| Al + Ard Asl+Arb CisoH24:CliN2OwsS: | 1396,149 | 1396,169
= #5 (23,5%) 15,31 | Ax-2 + Ax-2 A2 + Ax-3 C214H271ClsN25068S2 | 1496,543 | 1496,566
A2+ Ax-4 A2+ Ax-5
#6 (26,1%) | 16,13 A3+ Ar-d A3+ A5 Ca215H273CI4N25068S2 | 1501,217 | 1501,238
H#H7 (13,4%) 17,27 | Ax-4 + Ax-4  Ax-4+ Ar-5 Ax-5+ Ax-5 | CoisHo7sClsN2506sS, | 1505,881 | 1505,910
(szennyezbk ~6%) - - -

HPLC cstcs (pf—:Ach) Alkoté monomerek Osszegképlet (M -lr:n /32H)3* szérrrz(z)lt*
#1 (1,6%) | 8,02 | Ax-1+ As-1 C158H160ClsN18061S, | 1165,246 | 1165,280
#2 (1,9%) 9,69 | As-1 + Ax-1 C173H185ClsN19066S2 | 1265,010 | 1265,005
#3 (14,9%) 10,59 | Az-1 + Ax-2 As-1+ A3 C174H189Cl4N 1906652 1270,328 | 1270,349

8 H#4 (13,7%) 11,77 As-1 + Ax-4 Asz-1+ A5 C175H101ClsN 1906652 1275,001 | 1275,021
= #5 (25,6%) 12,79 | Ax-2 + Az-2 A2 + Az-3 C190H218CI4N200O71S, | 1375,396 | 1375,417
A2+ Ar-4 Ay-2 + A5
#6 (26,4%) | 13,82 A3+ Apd Ap3+ArE Ci91H220ClsN20071S, | 1380,067 | 1380,089
#7 (13,7%) 14,69 | Ax-4 + Ax-4  Ar-4+ A5 A5+ Ax-5 | CigoH222ClaN2oO7S, | 1384,738 | 1384,761
(szennyezok ~3%) - - -

HPLC cstcs (pJ([-:‘ch) Alkoté monomerek Osszegképlet (M :—n /32H)3* szérrrlf(z)lt*
#1 (0,7%) | 15,7 | As-1 + Az-1 Ci87H217Cl4sN23064S, | 1339,768 | 1339,763
#2 (11,4%) 16,66 | As-1 + Ax-2 Az-1+ Az-3 Ci188H221Cl1sN23064S2 | 1345,097 | 1345,107
#3 (12,2%) |17,61 | As-1+ Ax-4 Az-1+ A5 C19H223ClsN23064S, | 1349,769 | 1349,779

S H#4 (22,5%) 18,36 | Ax-2 + Ax-2 A2+ Ax-3 C204H250C14N24069S2 1450,166 | 1450,175
=1
A2+ A4 Arx2+ Ax-5
#5 (29,4%) | 19,03 A3+ Apd A3+ AE Ca0sH252C1aN24060S, | 1454,835 | 1454,847
#6 (19,8%) | 19,73 | Ap-4 + Ap-d A4+ A5 Ap-5 + Ar-5 | CoosHsaClaN24OgeS, | 1459,507 | 1459,519
(szennyezok ~5%) - - -

*baziscstcs

A két N-C dimer (158, 159) esetében a komponensek szama joval tobb az aszimmetria
miatt (17. tablazat). A detektalt molekulatomeg alapjan a felépitd két monomer tipusa (pl. As-1
+ A2-2 vagy Az-3) viszont jol meghatarozhato.
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17. tablazat. A tobbkomponensii N-C dimerek osszetétele és analitikai adatai

. b
HPLC csucsok (pteR;C) Alkoté monomerek Osszegképlet M TéZH)3+ szrgr/rfol ;
Az-1+ A2 A2 + Azl
#1 (12,8%) | 7,44 Al +Ar3 A3+ Asl C176H195ClaN21O6sS,| 1284,376 | 1284,368
#2 (8,0%) 8,60 | As-1+Axrd Axd+Asl
C177H197ClaN21O6sS,| 1289,048 | 1289,040
43 (4.2%) 929 |Arl+Ar5 Ay5+Asl 177H197C1aN21 06552
Ax-13 + A4 Ar-4 + Ap-12
. #4 (3,8%) 10,17 Ag-12+ A5 Agd + Ap-1o C191H222ClaN2,070S,| 1384,765 | 1384,765
ﬂ Ao-2 + Ax-2 A2 + A-3
#5 (28,0%) | 10,21 Ap3+ A3 Ap3+Ap2 C192H224ClaN2,070S;,| 1389,453 | 1389,437
Ao-2 + Ax-4 Ax-2 + Ax-5 Ax-4 + Ay-2
0
#6 (26,3%) | 11,26 A3+ Ard Ap3+Ar5 Arb+ Ap2 C193H226ClaN22,070S,| 1394,115 | 1394,109
A4+ Ax-4 A4+ A5
#7 (8,7%) 12,38 A5+ A5 A5+ Al C194H228ClaN2,070S,| 1398,790 | 1398,780
(azonositatlan szennyez6k ~8%) - - -
. b
HPLC csucsok (szrC) Alkoté monomerek Osszegképlet M :-n/SZH)3+ szr;r/riol "
As-1+ A2 A2 + Azl
#1 (10,9%) | 7,12 Asl+Ar3 A3+ Asl C183H211ClaN23064Sy| 1321,744 | 1321,747
NCRIARIAT NS, CisaHa15CLiN2sOssS,| 1326,419 | 1326,419
42 (10,1%)" | 8,84 A31a+A2 1 A24+A31a
A§-1a+ A§-5 Az_ p A§-1a C1e8H238C1aN2406oS2| 1422,144 | 1422,144
(2]
e A2 + Ax-2 A2 + A-3
—i [#3 (27,6%) | 10,06 Ar3+Ar3 A3+ Ap2 C199H240ClaN24069S,| 1426,797 | 1426,815
A2 + Ax-4 A-2 + Ax-5 A4 + Ar-2
0,
#4 (32,3%) | 11,24 Ap3+Apd A3+ Ap5 Apb + Ap2 C200H242ClaN240¢g0S,| 1431,465 | 1431,487
Ax-4 + Ax-4 A4+ A5
#5 (13,8%) | 12,56 A5+ A5 Ar5 + Apd C201H244ClaN2404g0S,| 1436,133 | 1436,159
(azonositatlan szennyez6k ~5%) - - -

"nem valt szét 2telitett nonanoil oldallanct monomer Pbaziscsucs

Az in vitro vizsgalatok soran a dimerek antibakterialis hatékonysaga sajnos hasonlonak
vagy gyengébbnek bizonyult, mint a megfeleld monomereké (18. tdblazat). Egyediil a S.
epidermidis mecA ¢és VanA E. faecalis torzsek esetében volt észlelhetd, hogy az eredeti
teikoplaninnal (7) annak egyes dimer valtozatai (pl. 146, 149, 151) jobb hatast mutattak. A két
legaktivabb dimer a TB-amid (148) és teikoplanin amid (150) dimere volt, melyek
baktériumfajtol és rezisztencia tipustdl csaknem fiiggetleniil 4-8 pg/ml koncentracidban
gatoltak a torzsek szaporoddsat.

Altalanossagban az N-N dimerek hatasosabbak voltak az N-C orientaciéjiaknal. A
dimerek C-terminalisanak dietilaminopropil-amidda alakitasa kedvezden befolyasolta
aktivitasukat, azonban az igy kapott gatlo koncentracio értékek sem mondhatok kiemelkeddnek
(4-8 ng/ml). Ez a fajta hatasjavulas az N-C valtozatoknal is megfigyelheté volt, azonban
kevésbé kifejezetten (pl. 154 vs. 155). A csupan a linker tipusaban kiilonbozé N-N dimereket
(146 vs. 150 és 149 vs. 151) 6sszehasonlitva megallapithatd, hogy a tercier amino funkciot és
n-decil oldallancot tartalmazé linker (3°N-decil) jobb hatast biztosit, mint a horgonyzé egység

nélkiili hexaetilénglikol tipust (HEG) 6sszekoto elem.
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Az irodalmi bevezet6ben lathattuk (2.6.3.1. fejezet), hogy a linker hossza, szerkezete,
az Osszekapcsolas helye, stb. gyakran alapvetéen meghatarozta a vankomicin dimerek
aktivitasat, feltehetben a nem-kovalens dimerek stabilitdsanak befolyasolasaval.
Feltételezhetjiik, hogy az optimalis linker és kapcsolddasi pontok megvalasztasaval egy dimer
(vagy multimer) vegyiilet és annak célpontja kozotti multivalens kdlcsonhatas erdsitése is
kivalthato, igy az altalunk eldallitott teikoplanin dimerek antibakterialis aktivitasanak novelése
is lehetséges. Azt is mérlegelni kell azonban, hogy a linker jelenléte vajon nem jarhat-e
valamilyen mas (értsd: multivalens kolcsonhatastol eltérd) hatdsmechanizmus megjelenésével.
Egyébirant a dimereink gyengébb hatdsa nem feltétleniil megleps, hiszen a szerkezeti
modositas a kotdzseb kozelében tortént. Ez alapjan viszont — a kapott eredményektdl eltéréen —
az N-C dimerektdl vartuk volna a jobb hatast, hiszen ott csak az egyik monomer N-terminalisa

modositott.

18. tablazat. A teikoplanin dimerek in vitro MIC értékei (ng/ml)

Vegyiilet tipusa TB | TEI ™ | TEI B TEI
Linker tipusa - 3°N-decil ‘ HEG 3°N-decil
Orientacid - N-N C-N
Vegyiilet szama 7f 7 | 147 148|146 149 150 151 | 154 155 | 158 159
B. subtilis ATCC 6633 20 | 05 | 64 40|80 05 20 20| 40 80| 16 40

S. aureus MSSA ATCC 29213 | 4,0 05 |64 80|16 80 64 32| 16 64 |128 32
S. aureus MRSA ATCC 33591 | 2,0 05 | 256 40| 16 80 25 64 | 80 16 |128 ©64
S. epidermidis ATCC 35984 2,0 40 |16 40|16 40 32 32| 16 80| 64 16

S. epidermidis mecA 4,0 16 64 40|64 80 80 32| 64 16 | 64 32
E. faecalis ATCC 29212 8,0 10 |40 80|16 80 16 80| 16 16 | 32 16
E. faecalis 15376 VanA 40 | 256 | 16 40| 16 40 128 80| 80 80| 32 -

E. faecalis ATCC 51299 VanB | 8,0 05 |32 80|16 40 16 16| 32 16 | 32 16

3.9. Kisérleti rész
3.9.1. Anyagok és eszkozok, altalanos informaciok

A vegyszerek és oldoszerek beszerzése a Tokyo Chemical Industry Co., Ltd., Sigma-
Aldrich Co. Ltd. (Merck), Alfa Aesar, illetve Acros Organics (Thermo Fisher Scientific Inc.),
Molar Chemicals Kft. és VWR International Kft. (korabban Spektrum-3D Kft.) cégektol
tortént. A vankomicin-hidroklorid a Biogal Gyogyszergyar Rt. (TEVA Gydgyszergyar Zrt.)
adomanya volt, a teikoplanint kinai biotechnoldgiai cégektdl szereztiikk be: Xi'an Sgonek
Biological Technology Co., Ltd. (Weiyang Qu, Hszian, Senhszi, Kina) Shaanxi Sciphar
Biotechnology Co., Ltd (Hszian, Senhszi, Kina).

Amennyiben a reakciokoriilmények kozott a homérséklet nincs kiilon feltiintetve, ugy
az adott reakci6é kivitelezése szobahdmérsékeleten értendd. A reakciokat vékonyréteg-
kromatografiaval kdvettem a kovetkezd tipusi vékonyrétegeket alkalmazva: Merck® TLC
Silica gel 60 F2ss, Merck® HPTLC RP-18 WF2sss, Merck® Cellulose F. A detektalashoz Pauly
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reagenst (a glikopeptid szarmazékok esetében) vagy kénsavas ammonium-molibdenat oldatot
hasznéltam. A normal fzisu flash oszlopkromatografiat Merck® Silica gel 60 (0.040-0.063
um), a forditott fizist oszlopkromatografiat Merck® Silica gel 60 silanized (0.063-0.200 um),
a gélkromatografiat Sephadex LH-20 allofazison végeztem. A kromatografidhoz alkalmazott
oldészerelegyek sszetétele térfogataranyban (V/V%) értendo.

A 1H, BC és 2D NMR spektrumokat Bruker DRX-360, Bruker DRX-400 vagy Bruker
Avance Il 500 spektrométerrel vettiik fel. A kémiai eltolodasok megallapitasahoz referencianak
a tetrametilszilan (TMS) vagy az oldoszerek rezidualis jeleit tekintettik. A vegyiiletek
MALDI-TOF tomegspektruma Bruker BIFLEX III tomegspektrométerrel pozitiv reflektron
modban kerult felvételre. Matrixként 2,5-dihidroxibenzoesavat, kationforrasként natrium-
trifluoracetat DMF-es oldatat alkalmaztunk. Analitikai, forditott fazisu nagyhatékonysagu
folyadékkromatografiahoz (RP-HPLC) Waters 2695 Separations Module (Waters Corp.,
Milford, USA) berendezést hasznaltunk. Az elvalasztas VDSpher PUR 100 C18-M-SE, 5 um,
150 x 4,6 mm-es kolonnan (Batch# VVD173001) tortént 10 ul injektalasi térfogattal, 1,0 ml/perc
aramlasi sebesség mellett, detektorként Waters 2996 diddasoros detektort 254 nm-re allitva és
Bruker MicroTOF-Q tipusi QQ-TOF tomegspektrométert hasznaltunk. Az elicidhoz a
kovetkezd rendszert alkalmaztuk: A oldészer: H20:MeCN = 90:10 + 0.0025% V/V TFA, B
oldoszer: MeCN. Gradiens: 20% B 0-20 percig, 20% — 80% B 20-40 percig, 80% B 40-50
percig, 80% — 20% B 50-51 percig. A MicroTOF-Q tomegspektrométer electrospray
ionforrassal (ESI) volt szerelve, a mérések pozitiv ion mddban torténtek 3,5 kV kapillaris
fesziiltség mellett. A porlasztogaz nyomasa 1,8 bar, a szaritogaz 200°C hémérsékletli nitrogén
volt 9,0 liter/perc aramlasi sebességgel. A kromatogramokat és spektrumokat a DataAnalysis
3.4 szoftverrel (Bruker) értékeltiik ki.

Az antibakteridlis vizsgalatokat a Semmelweis Egyetem Orvosi Mikrobiolédgiai
Intézetében Dr. Ostorhédzi Eszter egyetemi docens €s munkatérsai, az antiviralis vizsgalatokat
a Leuveni Katolikus Egyetemen mitkodé Rega Institute for Medicinal Chemistry munkatarsai

végezték.

3.9.2. A vegyiiletek eléallitasa
3.9.2.1. Uj médszer a teikoplanin As-2 (TC) el6allitasara

Teikoplanin As-2 (TC, 14)

5,0 g (~2,66 mmol) teikoplanint oldottam 25 ml tomény so6savban jeges-vizes hiités mellett, majd

hagytam szobahdmérsékletre melegedni az elegyet. 4,5 ora kevertetés utan jeges-vizes hiités és
erds kevertetés mellett 2M NaOH oldattal az elegy pH-jat 5,5 koriilire allitottam. A keletkezd
finom eloszlast csapadékot 4-es porusméretii iivegsziirével kisziirtem, majd mostam deszt.

vizzel. A kapott nyersterméket oldottam MeCN:H20 = 1:1 elegyben, majd szilikagélre paroltam

86



és oszlopkromatografiaval tiszitottam. All6fazis: Silica gel 60. Eluens: MeCN:H20 = 95:5 —
83:17 (3 1épésben) (+ 0,2% V/V AcOH). Hozam: 2,77 g (~74%) fehér por. Az analitikai adatok

megegyeztek az irodalomban kozoltekkel &

3.9.2.2. A TC tovabbi N-terminalis 1,2,3-triazol szarmazékainak eloallitasa

Azido TC (70)

1,4 g (1,0 mmol) TC-t (14) szuszpendaltam 20 ml piridinben. Kevertetés kozben hozzaadtam
2,0 ekvivalens (2,0 mmol, 279 ul) EtsN-t, majd 30 mg CuSOs x 5 H20 (0,12 mmol, 12 mol%)
vizes oldatat (3,0 ml). Végiil 1,5 ekv. imidazol-1-szulfonil-azid hidrokloridot (1,5 mmol, 314
mg) adtam az elegyhez és egy éjszakan at kevertettem, mely utan VRK-n (normal fazis,
MeCN:Hz20 = 85:15 + 1% V/V AcOH) teljes konverziot lattam. Az elegyhez 300 ml acetont
adtam, és a kivalt sziirkés csapadékot zsugoritott iivegsziirdvel kisziirtem (4-es porusméretit),
majd mostam 150 ml éterrel. A nyersterméket (~1,7 g) oldottam 150 ml deszt. vizben, (ha
sziikséges, cc. ammonia oldattal a pH-t mérsékelten lugosra (pH 9-10) allitjuk, mig tiszta oldatot
nem kapunk) majd 1N HCl-oldattal a pH-t kb. 1-re visszaallitottam. A keletkez6 zavaros elegyet
4 x 50 ml n-butanollal extrahaltam, majd az egyesitett butanolos fazist még egyszer mostam 150
ml vizzel. A butanolos fazist beparoltam €s a nyersterméket oszlopkromatografidval tisztitottam.
Alléfazis: Silica gel 60. Eluens: MeCN:H20 = 95:5 + 0,2 %V/V HCOOH. Hozam: 1085 mg
(76%) fehér por. ESI-HRMS m/z: 1449,2770 (szamolt: 1449,2789 [CesHs6Cl2N10023 + Na™]).

1-(prop-2-in-1-iloxi)naftalin (88h)

4,0 mmol (576 mg) a-naftolt (87h) oldottam 10 ml szaraz DMF-ben. Hozzaadtam 1,5 ekv. (6,0
mmol, 830 mg) poritott K2COz-ot. 5,0 ml DMF-ben oldottam 1,3 ekv. propargil-bromidot (5,2
mmol, 580 ul 80% V/V-os toluolos oldat) és cseppenként hozzaadtam az elegyhez. Egy éjszaka

kevertetés utan VRK-val ellendriztem a reakciot (normal fazis, hexan:aceton = 9:1) mely alapjan
teljes volt a konverzi6. Az olddszer leparlasa utan az elegyet 150 ml DKM-ba felvettem és
extrahaltam 3 x 50 ml deszt. vizzel. A DKM-os fazist szaritottam Na2SOs-on, a szaritoszert
kiszlirtem ¢és szilikagélre (Silica gel 60) paroltam a nyersterméket, majd oszlopkromatografiaval
tisztitottam. Eluens: hexan. Hozam: 579 mg (79%) attetszd szirup. *H NMR (400 MHz, CDCls)
6 8.30-8.23 (m, 1H), 7.81 — 7.74 (m, 1H, ar), 7.50 — 7.42 (m, 3H, ar), 7.35 (t, J = 8.0 Hz, 1H,
ar),6.90 (d, J=7.5Hz, 1H, ar), 4.85 (d, J = 2.4 Hz, 2H, OCH2), 2.51 (t, J = 2.4 Hz, 1H, C=CH).
13C NMR (101 MHz, CDCls3) 6 153.44, 134.65, 127.57, 126.62, 125.68, 125.52, 122.13, 121.30,
105.60, 78.74, 75.69, 56.22.

I1c
100 mg (0,07 mmol) azido TC-t (70) oldottam 2,0 ml absz. DMF-ben argon alatt, majd 1,5 ekv.
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(0,107 mmol, 30 mg) hexadecil propargil étert (88c) és 1,0 ekv. (9,7 ul) trietil-amint adtam az
elegyhez, végiil ~20 mol% (~3 mg) Cu(I)-jodidot. Az elegyet Ar alatt kevertettem egy éjszakan
at, majd szilikagélre (Silica gel 60) paroltam és oszlopkromatografiaval tisztitottam. Eluens:
toluol:MeOH = 8:2 — 7:3 — 6:4 — 1:1. A tovabbi tisztitas gélkromatografiaval (Sephadex®
LH-20) tortént. Eluens: MeOH. Hozam: 40 mg (33%) fehér por. Az NMR adatok

crer

1729,70 (M+Na) (szamolt: 1729,5555 [CssHo2Cl2N10024 + Na™]).

71d

A szintézist az 71c vegyiiletnél leirtak alapjan végeztem, az alkin reaktans: 1,5 ekv. (0,107
mmol, 24 mg) dodecil propargil éter (88d). Eluens: toluol:MeOH = 8:2 — 7:3 — 6:4 — 1:1.
Hozam: 37 mg (32%) fehér por. NMR adatok a kapcsolédd kozlemény kiegészitd
informaciéjaban.’® MALDI-TOF-MS m/z  1673.61 (M+Na) (szamolt:  1650.50
[Cs1H84Cl2N10024]).

/le

Ld. 71c szintézise. Alkin reaktans: 1,5 ekv. (0,107 mmol, 18 mg) oktil propargil éter (88e).
Eluens: toluol:MeOH = 82 — 7:3 — 614 — 1:1, a terméket tovabb tisztitottam
gélkromatografiaval. Eluens: MeOH. Hozam: 24 mg (22%) fehér por. NMR adatok a
kapcsolodo kozlemény kiegészitd informécidjaban.t>® MALDI-TOF-MS m/z 1617,39 (M+Na*)
(szamolt: 1594.4411 [C77H76Cl2N10024]).

71g

Ld. 71c szintézise. Alkin reaktans: 2,0 ekv. (0,14 mmol, 18 pul) fenil propargil éter (88g). Eluens:
toluol:MeOH = 8:2 — 7:3 — 6:4 — 1:1. A terméket tovabb tisztitottam gélkromatografiaval.
Eluens: MeOH. Hozam: 54 mg (49%) fehér por. NMR adatok a kapcsolédd kozlemény
kiegészitd informacidjaban.>® MALDI-TOF-MS m/z 1581,34 (M+Na*) (szamolt: 1581,3364
[C75H64Cl2N10024 + Na']).

71h

400 mg 70-et (0,28 mmol) oldottam 5,0 ml t-BuOH:H20 = 1:1 elegyben, majd hozzaadtam 1,5
ekv. (0,42 mmol, 76 mg) a-naftil propargil étert (88h), ~15 mol% (0,042 mmol, 11 mg)
CuSO4 x 5 H20-0t és 0,6 ekv. L-aszkorbinsavat. Az elegyet egy éjszaka kevertettem, majd
szilikagélre (Silica gel 60) paroltam és oszlopkromatografiaval tisztitottam. Eluens: MeCN:H20
= 97:3 — 95:5 — 93:7 — 90:10 (+ 0,1% V/V AcOH). Hozam: 255 mg (57%) tortfehér por.
NMR adatok a kapcsolodd kdzlemény kiegészitd informacidjaban.’>® MALDI-TOF-MS m/z
1631,45 (M+Na) (szamolt: 1631,3521 [C79Hs6CIl2N10024 + Na™]).
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71i

100 mg (0,07 mmol) azido TC-t (70) oldottam 1,0 ml t-BuOH:H20 = 1:1 elegyben, hozzaadtam
1,5 ekv. (0,107 mmol, 31 mg) 1,2:3,4-di-O-izopropilidén-6-O-propargil-a-D-galaktopirandzt
(88i), ~15 mol% CuSO4 x 5 H20-ot (2,5 mg, 250 ul 10mg/ml vizes oldat) és 1,0 ekv. (12 mg)
L-aszkorbinsavat. Az elegyet egy ¢éjszakan at kevertettem, majd szilikagélre paroltam (Silica
gel 60) és oszlopkromatografiaval tisztitottam. Eluens: MeCN:H20 = 97:3 — 95:5 — 93:.7 —
90:10 (+ 0,1% V/V AcOH). A terméket gélkromatografiaval is tisztitottam. Eluens: MeOH.
Hozam: 62 mg (51%) fehér por. NMR adatok a kapcsolodd kozlemény kiegészitd
informaci6jaban.® MALDI-TOF-MS m/z 1747,42 (M+Na) (szamolt: 1747,4205
[Cs1H78CI2N10029 + Na*]).

71}

80 mg (0,056 mmol) azido TC-t (70) oldottam Ar alatt 1,0 ml absz. DMF-ban, hozzaadtam 1,5
ekv. (0,084 mmol, 80 mg) 88j-t, ~35 mol% (~4 mg) Cu(l)-jodidot és 1,0 ekv. (8 ul) EtsN-t. Egy
¢jszaka kevertettem, majd szilikagélre paroltam (Silica gel 60) és oszlopkromatografiaval
tisztitottam. Eluens: toluol:MeOH =8:2 — 7:3 — 6:4 — 1:1 (+ 0,1% V/V AcOH). Hozam: 49
mg (36%) halvanysarga por. NMR adatok a kapcsolodd kozlemény kiegészitd
informaciéjaban.® MALDI-TOF-MS m/z 2461,70 (M+Na) (szamolt: 2461,7009
[C129H120CI2N10033S + Na']).

3.9.2.3. Ateikoplanin Az-2 (TC) influenzavirus ellenes szarmazékai

9la

260 mg (1,19 mmol) 1-azido-11-hidroxi-3,6,9-trioxaundekant (90) oldottam 3,0 ml absz. DMF-
ban Ar alatt, majd hozzaadtam 1,1 ekv. (1,3 mmol, 235 mg) decil propargil étert (88a), 1,0 ekv.
EtsN-t (166 ul) és 20 mol% réz(I)-jodidot (45 mg). Az elegyet szobahémérsékleten 2 oran at
kevertettem, majd szilikagélre (Silica gel 60) paroltam és oszlopkromatografiaval tisztitottam.
Eluens: hexan:aceton = 7:3. Hozam: 463 mg (86%) sargas szirup. 'H NMR (360 MHz, CDCls):
0 7.79 (s, 1H, C=CH), 4.62 (s, 2H, OCH>), 4.55 (t, J = 5.0 Hz, 2H), 3.88 (t, J = 5.0 Hz, 2H),
3.75-3.70 (m, 2H, OCH>), 3.68 — 3.64 (m, 2H), 3.65 — 3.57 (m, 8H), 3.52 (t,J= 6.7 Hz, 2H),
1.58 (dq, J =10.1, 5.0, 3.4 Hz, 2H), 1.26 (br s, 14H, 7 x CH>), 0.88 (t, /= 6.8 Hz, 3H, CH:).
BC NMR (91 MHz, CDCls): § 72.6, 70.9, 70.5, 70.4, 70.3, 69.6, 64.3 (8C, 8 x OCH>), 61.7
(1C, CH20H), 50.3 (1C, NCH>), 32.0, 29.8, 29.7, 29.6, 29.4, 29.2, 26.2, 22.7 (8C, 8 x CH>),
14.2 (1C, CH3). MALDI-TOF-MS m/z 438,35 (M + Na") (szamolt: 438,2938 [C21H41N30s +
Na']).
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Ole

Ld. 9la szintézise. Reaktans/reagens mennyiségek: 1-azido-11-hidroxi-3,6,9-trioxaundekan
(90): 400 mg, 1,83 mmol. Oktil propargil éter (88e): 1,5 ekv. (2,75 mmol, 462 mg). Trietil-amin:
1,0 ekv. (255 pl), réz(I)-jodid: 20 mol% (70 mg). Eluens: hexan:aceton = 7:3. Hozam: 480 mg
(68%) sargas szirup. *H NMR (360 MHz, CDCl3): & 7.77 (s, 1H, C=CH), 4.62 (s, 2H, OCH>),
4.55 (t,J = 5.0 Hz, 2H), 3.95-3.82 (m, 2H, OCH), 3.75-3.70 (m, 2H), 3.69-3.56 (m, 10H), 3.51
(t, J=6.7 Hz, 2H), 2.94 (s, 1H, OH), 1.66-1.51 (m, 2H), 1.39-1.18 (m, 10H), 0.87 (t, J = 6.7 Hz,
3H, CHs). 3C NMR (91 MHz, CDCls): § 145.3 (1C, C=CH), 123.7 (1C, C=CH), 72.6, 70.8,
70.6, 70.5, 70.3, 69.6, 64.3 (8C, 8 x OCH2), 61.7 (1C, CH20H), 50.2 (1C, NCH), 31.8, 29.7,
29.5, 29.3, 26.1, 22.7 (6C, 6 x CH2), 14.1 (1C, CHg). ESI-MS m/z 410,258 (M + Na*) (szamolt:
410,2625 [C19H37N3Os + Na*]).

91f

Ld. 91a szintézise. Reaktans/reagens mennyiségek: 444 mg (2,03 mmol) 1-azido-11-hidroxi-
3,6,9-trioxaundekant (90) és 1,0 ekv. (284 mg) hexil-propargil étert (88f) reagaltattam, 1,0 ekv.
EtsN (283 pl) és 20 mol% (77 mg) réz(I)-jodid jelenlétében. Hozam: 542 mg (74%) sargas
szirup. *H NMR (360 MHz, CDCls): § 7.79 (s, 1H, C=CH), 4.62 (s, 2H, OCH?2), 4.55 (t, J = 5.0
Hz, 2H), 3.92-3.84 (m, 2H, OCH), 3.76-3.69 (m, 2H), 3.69-3.57 (m, 10H), 3.52 (t, J = 6.7 Hz,
2H), 3.09 (s, 1H, OH), 1.66-1.53 (m, 2H), 1.41-1.24 (m, 6H) 0.88 (t, J = 6.6 Hz, 3H, CH3). 3C
NMR (101 MHz, CDCls): 6 145.2 (1C, C=CH), 123.8 (1C, C=CH), 72.6, 70.8, 70.5, 70.4, 70.2,
69.3, 64.2 (8C, 8 x OCH), 61.5 (1C, CH20H), 50.2 (1C, NCH>), 31.6, 29.6, 25.7, 22.6 (4C, 4x
CHz), 14.0 (1C, CHg). ESI-MS m/z 382,226 (M + Na*) (szamolt: 382,2312 [C17H33N30s+ Na*]).

91l

Ld. 91a szintézise. Reaktans/reagens mennyiségek: 1-azido-11-hidroxi-3,6,9-trioxaundekan
(90): 413 mg, 1,89 mmol. Butil propargil éter (88l): 1,5 ekv. (2,36 mmol, 265 mg). Trietil-amin:
1,0 ekv. (263 pl), réz(I)-jodid: 20 mol% (72 mg). Eluens: hexan:aceton = 6:4. Hozam: 405 mg
(52%) sargas szirup. *H NMR (360 MHz, CDCls): § 7.78 (s, 1H, C=CH), 4.62 (s, 2H, OCH2C),
4.58-4.51 (m, 2H), 3.88 (t, J = 5.1 Hz, 2H), 3.76-3.70 (m, 2H) 3.67 (dd, J = 6.0, 2.7 Hz, 2H),
3.61 (q, J = 4.5 Hz, 8H), 3.53 (t, J = 6.6 Hz, 2H), 2.94 (s, 1H, OH), 1.58 (dt, J = 14.5, 6.7 Hz,
2H), 1.37 (dqg, J = 14.5, 7.3 Hz, 2H), 0.91 (t, J = 7.3 Hz, 3H). *C NMR (91 MHz, CDCls3): &
145.3 (1C, C=CH), 123.7 (1C, C=CH), 72.6, 70.6, 70.5, 70.4, 70.3, 69.5, 64.3 (8C, 8 x OCHy),
61.6 (1C, CH20H), 50.2 (1C, NCH?2), 31.7 (1C, CH.),19.3 (1C, CH2),13.9 (1C, CHs3). ESI-MS
m/z 354,201 (M + Na*) (szamolt: 354,1999 [C1sH20N30s + Na*]).

92a
300 mg (0,72 mmol) 91a-t oldottam 3,0 ml absz. DMF-ban. 2,0 ekv. (1,44 mmol, 59 mg)
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NaH-et (60% m/m asvanyolajos szuszpenzid) szuszpendaltam 1,0 ml absz. DMF-ban, majd
jeges-vizes hiités és kevertetés mellett cseppenként hozzaadtam a 91a oldatat. 30 perc utan 1,5
ekv. (1,08 mmol, 119 pl) propargil-bromidot (80% m/m toluolos oldat) adtam az elegyhez,
majd hagytam szobahdmérsékletre melegedni. Egy éjszaka kevertetés utan a reakciot néhany
ml metanollal leallitottam, beparoltam, felvettem 100 ml DKM-ba és mostam 2x deszt. vizzel.
A szerves fazist szaritottam (Na2SOs), szilikagélre (Silica gel 60) paroltam és
oszlopkromatografiaval tisztitottam. Eluens: hexan:aceton = 7:3. Hozam: 284 mg (87%)
halvanysarga szirup. 'H NMR (360 MHz, CDCls): § 7.73 (s, 1H, C=CH), 4.62 (s, 2H, OCH>),
4.54 (t, J=5.1 Hz, 2H), 4.20 (d, /= 2.4 Hz, 2H), 3.94 — 3.82 (m, 2H), 3.78 — 3.57 (m, 12H, 6
x OCH2), 3.51 (t, J= 6.7 Hz, 2H), 2.44 (t, J = 2.4 Hz, 1H, C=CH), 1.59 (p, J = 6.6 Hz, 2H),
1.26 (s, 14H), 0.88 (t,J = 6.7 Hz, 3H, CH3). *C NMR (91 MHz, CDCl3): § 145.4 (1C, C=CH),
123.5 (1C, C=CH), 70.9, 70.6, 70.5, 69.6, 69.2, 64.4 (9C, 9 x OCH>), 58.5 (1C, OCH2C=CH),
50.3 (1C,NCH>), 32.0,29.7,29.4, 26.2, 22.8 (8C, 8 x CH2), 14.2 (1C, CH3). MALDI-TOF-MS
m/z 476,30 (M + Na*) (szamolt: 476,3095 [C24Ha3N30s + Na']).

92e

Ld. 92a szintézise. Reaktans/reagens mennyiségek: 91e: 150 mg (0,39 mmol). NaH: 32 mg (0,78
mmol, 60% m/m 4svéanyolajos szuszpenzid). Propargil-bromid: 0,58 mmol, 65 pl (80% m/m
toluolos oldat). Eluens: hexan:aceton = 75:25). Hozam: 60 mg (36%) sargas szirup. '"H NMR
(360 MHz, CDCl3): 6 7.74 (s, 1H, C=CH), 4.61 (s, 2H, OCH>), 4.54 (t, J = 5.1 Hz, 2H), 4.19
(d, J=2.4 Hz, 2H), 3.92 — 3.84 (m, 2H), 3.73 — 3.57 (m, 12H, 6 x OCH>2), 3.51 (t,J= 6.7 Hz,
2H), 2.44 (t,J=2.3 Hz, 1H, C=CH), 1.59 (dt, J=14.4, 6.8 Hz, 2H), 1.38 — 1.21 (m, 10H), 0.88
(t,J = 6.8 Hz, 3H, CH3). 3C NMR (91 MHz, CDCl3): § 123.6 (1C, C=CH), 74.6 (CH), 70.8,
70.6, 70.5, 70.4, 69.5, 69.2, 64.3 (9C, 9 x OCH2), 58.4 (1C, OCH2C=CH), 50.3 (1C, NCH>),
31.8,29.7,29.5,29.3, 26.2, 22.7 (6C, 6 x CH2), 14.1 (1C, CH3). MALDI-TOF-MS m/z 448,30
(M + Na*) (szamolt: 448,2782 [C22H39N30s + Na']).

92f

Ld. 92a szintézise. Reaktans/reagens mennyiségek: 91f: 140 mg (0,39 mmol), NaH: 32 mg (0,78
mmol), propargil-bromid: 65 ul (0,59 mmol). Hozam: 60 mg (39%) halvanysarga szirup. 'H
NMR (360 MHz, CDCls): 6 7.73 (s, 1H, C=CH), 4.61 (s, 2H, OCH>), 4.54 (t, J = 5.1 Hz, 2H),
4.19 (d, J=2.3 Hz, 2H), 3.88 (t, J = 5.1 Hz, 2H), 3.73 — 3.59 (m, 12H, 6 x OCH2), 3.51 (t, J =
6.7 Hz, 2H), 2.44 (t, J = 2.4 Hz, 1H), 1.59 (p, J = 6.9 Hz, 2H), 1.40 — 1.21 (m, 6H, 3 x CH>),
0.88 (t, J = 6.7 Hz, 3H, CH3). *C NMR (91 MHz, CDCls): § 145.3 (1C, C=CH), 123.5 (1C,
C=CH), 74.6 (1C, CH), 70.8, 70.6, 70.5, 70.4, 69.5, 64.3 (9C, 9 x OCH»), 58.4 (1C,
OCH2C=CH), 50.3 (1C, NCH>), 31.7, 29.7, 25.8, 22.6 (4C, 4 x CH2), 14.1 (1C, CH3). ESI-MS
m/z 420,249 (M + Na*) (szamolt: 420,2469 [C20H35N30s + Na']).
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921

Ld. 92a szintézise. Reaktans/reagens mennyiségek: 911: 140 mg (0,42 mmol), NaH: 34 mg (0,84
mmol), propargil-bromid: 70 pl (0,63 mmol). Hozam: 48 mg (31%) halvanysérga szirup. 'H
NMR (360 MHz, CDCls): 6 7.73 (s, 1H, CH=C), 4.61 (s, 2H, OCH>), 4.53 (t, J = 5.1 Hz, 2H),
4.18 (d, J=2.3 Hz, 2H), 3.86 (t, /= 5.1 Hz, 2H), 3.71 — 3.57 (m, 12H, 6 x OCH>), 3.51 (t, J =
6.7 Hz, 2H), 2.43 (t, J= 2.3 Hz, 1H), 1.57 (dt, J= 14.6, 6.7 Hz, 2H), 1.41 — 1.31 (m, 2H), 0.90
(t,J=7.4 Hz, 3H, CH3). >*C NMR (91 MHz, CDCI3): 6 145.4 (1C, C=CH), 123.7 (1C, C=CH),
74.6 (1C, CH), 70.7, 70.6, 70.5, 69.6, 64.3 (9C, 9 x OCH2), 58.5 (1C, OCH2C=CH), 50.3 (1C,
NCH>), 31.8, 19.4 (2C, 2x CH), 14.0 (1C, CH3). ESI-MS m/z 392,216 (M + Na") (szamolt:
392,2156 [C1sH31N30s + Na']).

93a

100 mg (0,07 mmol) azido TC-t (70) és ~1,3 ekv. (41 mg, 0,09 mmol) 92a-t oldottam 1,0 ml
absz. DMF-ban Ar alatt, majd hozzaadtam 1,0 ekv. (9 ul) EtsN-t és 35 mol% (5 mg) réz(I)-
jodidot. Egy ¢éjszaka kevertetés utan az elegyet beparoltam, a szilard nyersterméket
szuszpendaltam kb. 50 ml vizben és cc. NH3 oldat hozzaadasaval oldatba vittem (pH=10 kortiil
oldddott be), majd IN HCI oldattal visszaallitottam a pH-t 1 koriili értékre. Az elegyet
extrahaltam 3 x 20 ml n-butanollal, ezutan az egyesitett butanolos fazist mostam 15 ml deszt.
vizzel, majd szilikagélre (Silica gel 60) paroltam és oszlopkromatografiaval tisztitottam. Eluens:
MeCN:viz=97:3 — 95:5 — 92:8 — 90:10. A kapott terméket gé¢lkromatografidval is tisztitottam
(Sephadex LH-20, eluens: MeOH). Hozam: 35 mg (27%). Az NMR adatok megtalalhatoak a
kapcsolodo publikacio kiegészité informaciojaban. MALDI-TOF-MS m/z 1902,60 (M + Na¥)
(szamolt: 1902,5992 [CssHgesCl2N1302s + Na™]).

93e

Ld. 93a szintézise. Reaktans mennyiségek: 70: 86 mg (0,06 mmol), 92e: 43 mg. Hozam: 22 mg
(20%) fehér por. Az NMR adatok megtalalhatdbak a kapcsolodd publikacio kiegészitd
informaciojaban.’®® MALDI-TOF-MS m/z 18746 (M + Na") (szamolt: 1874,5679
[CssHosCI2N13028 + Na'*]).

93f

Ld. 93a szintézise. Reaktans mennyiségek: 70: 86 mg (0,06 mmol), 92f: 40 mg. Hozam: 39 mg
(36%) fehér por. NMR adatok a kapcsolodd kdzlemény kiegészité informacidjaban.®>® MALDI-
TOF-MS m/z 1846,6 (M + Na*) (szamolt: 1846,5366 [CssHo1CI2N13028 + Na*]).
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93l

86 mg (0,06 mmol) azido TC-t (70) és 1,7 ekv. (37 mg, 0,20 mmol) 921-t oldottam 1,0 ml absz.
DMF-ban Ar alatt, majd hozzaadtam 1,0 ekv. (8 ul) EtsN-t és 35 mol% (4 mg) réz(I)-jodidot.
Egy ¢éjszaka kevertetés utan az elegyet beparoltam. A feldolgozést és tisztitdst a 93a-nal
leirtakkal azonos modon végeztem. Hozam: 28 mg (26%) fehér por. NMR adatok a kapcsolodo
kozlemény kiegészitd informacidjaban.’®® MALDI-TOF-MS m/z 1818,4 (M + Na*) (szamolt:
1818,5053 [CsaHs7CI2N13028 + Na']).

96a

100 mg (0.071 mmol) TC-t (14) oldottam 4 ml absz. piridinben és hozzaadtam kb. 1,4 ekv. (27
mg, 0,1 mmol) nyers dodekanszulfonil-kloridot (95a), majd szobahémérsékleten kevertettem a
reakcioelegyet 2 oran at. Ekkor VRK-n alacsony konverziot lattam, ezért tjabb 27 mg 95a-t
mértem a reakcioelegyhez. Még 2 ora kevertetés utan az elegyhez néhany ml metanolt adtam,

majd szilikagélre (Silica gel 60) paroltam ¢€s oszlopkromatografiaval tisztitottam. Eluens:
MeCN:H20 = 97:3 — 95:5 — 92:8 — 90:10. Hozam: 36 mg (31%) fehér por. Az NMR adatok

c sy

1655,9 (M + Na") (szamolt: 1655,4381 [C7gHs2Cl2NgO25S + Na']).

96b
Ld. 96a elballitasa. Felhasznalt oktanszulfonil-klorid (95b): 2 x 20 ul. Hozam: 32 mg (29%)

e pey

MS: m/z 1599,4 (M + Na*) (szamolt: 1599,3755 [C7sH74Cl2NgO25S + Na*]).

96¢
Ld. 96a elballitasa. Felhasznalt hexanszulfonil-klorid (95c¢): 2 x 16 ul. Hozam: 28 mg (25%)

crer

MS: m/z 1571,7 (M + Na*) (szamolt: 1571,3442 [C72H70CI2NgO2sS + Na*]).

96d

140 mg (0,1 mmol) TC-t (14) oldottam 4 ml absz. piridinben és hozzaadtam 1,4 ekv. (18 ul, 0,14
mmol) benzolszulfonil-kloridot (95d), majd szobahémérsékleten kevertettem a reakcidelegyet 4
oran at, néhany ml metanolt adtam hozza, szilikagélre (Silica gel 60) paroltam és
oszlopkromatografidval tisztitottam. Eluens: MeCN:viz = 97:3 — 95:5 — 92:8 — 90:10.
Hozam: 82 mg (53%) fehér por. Az NMR adatok megtalalhatoéak a kapcsolodd publikacio
kiegészitd informaciojaban.’®® MALDI-TOF MS: m/z 1563,6 (M + Na*) (szamolt: 1563,2816
[C72H62Cl2N8O2sS + Na']).
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96e
Ld. 96d szintézise. Reaktans mennyiségek: TC (0,1 mmol), 1,4 ekv. (33 mg, 0,14 mmol) p-
acetamido-benzolszulfonil-klorid (95e). Hozam: 78 mg, 49%) fehér por. Az NMR adatok

crer

1620,7 (M + Na*) (szamolt: 1620,3031 [C7sHe5CI2N9O26S + Na']).

96f

Ld. 96d szintézise. Reaktans mennyiségek: 100 mg (71 pumol) TC (14), 1,3 ekv. (33 mg, 93
umol) p-toluolszulfonil-klorid (95f). Hozam: 59 mg, 54%) fehér por. NMR adatok a kapcsol6do
kozlemény kiegészité informécidjaban.’®® MALDI-TOF MS: m/z 1577,4 (M + Na*) (szamolt:
1577,2973 [C73Hs4Cl2NsO2sS + Na™]).

9649

Ld. 96d szintézise. Reaktans/reagens mennyiségek: 140 mg (0,1 mmol) TC (14), 1,4 ekv. (35
mg, 0,14 mmol) bifenilszulfonil-klorid (95g). Hozam: 73 mg (46%) fehér por. NMR adatok a
kapcsolodé publikacio kiegészité informaciojaban.'>® MALDI-TOF MS: m/z 1639,7 (M + Na®)
(szamolt: 1639,3129 [C7sHesCI2NsO25S + Na']).

96h

Ld. 96d szintézise. Reaktans/reagens mennyiségek: 140 mg (0,1 mmol) TC (14), 1,4 ekv. (38
mg, 0,14 mmol) danzil-klorid (95h). Hozam: 92 mg (56%) fehér por. NMR adatok a kapcsolodo
kozlemény kiegészité informécidjaban.’®® MALDI-TOF MS: m/z 1656,8 (M + Na*) (szamolt:
1656,3395 [C7sHeaCl2N9O2sS + Na']).

3.9.2.4. 4-(a-Naftiloximetil)-1,2,3-triazol gyiiriit tartalmazé teikoplanin
szarmazékok szintézise

100

Irodalmi eljarassal®®’ friss TfNs-ot készitettem a kovetkezé mennyiségekkel: 2 ml absz. piridin
(oldodszer), 2.35 ekv. (0,8 mmol, 134 ul) TF0 és 1,0 mmol (65 mg) NaNs. 640 mg (kb. 0,34
mmol) teikoplanint (7) szuszpendaltam 15 ml piridinben. 2,0 ekv. (95 ul) EtsN-t adtam a
reakcioelegyhez, majd a triflil-azidot, végiil 10 mg CuSO4 X 5H20-o0t 1,0 ml vizben oldva. A
z0ld szinli, homogén elegyet egy éjszakan at kevertettem szobahémérsékleten, majd etil-
acetattal kicsaptam a terméket, sziirtem, mostam éterrel, acetonitrillel, majd ismét éterrel. A
nyersterméket oldottam metanolban, szilikagélre paroltam (Silica Gel 60) és
oszlopkromatografiaval tisztitottam. Eluens: MeCN : H20 = 100:0 — 90:10 — 85:15 — 80:20
— 75:25 igy nyerve ~400 mg azido teikoplanint (97) (kb. 0,21 mmol). A tértfehér port 3,0 ml
t-BUOH:H20 =1:1 elegyben oldottam és 1,25 ekv. 88h-t (48 mg), kb. 15 mol% (~7 mg) CuSO4
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X 5H20-0t 100 pl vizben, majd 1,0 ekv. (37 mg) L-aszkorbinsavat (100 ul vizben) adtam az
elegyhez. 16 6ra szobahdmérsékleten vald kevertetés utan az elegyet szilikagélre (Silica Gel
60) paroltam és oszlopkromatografiaval tisztitottam. Eluens MeCN:H20 = 100:0 — 95:5 —
92:8 —90:10 — 88:12 (+ 0,1% V/V AcOH). Hozam: 210 mg (30% 2 1épésre). Az NMR adatok

crcr

(M + H"; A2-2 komponens) (szamolt: 2088,629 C101H105CI2N11 + H']).

101

1,5 g (~0,8 mmol) teikoplanint (7) oldottam 15 ml 90%-0s vizes TFA-ban és az elegyet 2 oraig
kevertettem szobahdmérsékleten. 150 ml éter hozzaadéasa utan a kivalt anyagot kisziirtem ¢€s
mostam tovabbi 100-150 ml éterrel majd szaritottam és oszlopkromatografiaval (flash, Silica
Gel 60) tisztitottam. Eluens: acetonitril:viz = 90:10, 85:15, 80:20, 75:25 (+ 0,1 V/V% AcOH).
A kapott nyers 7f-et oldottam 40 ml piridinben, hozzaadtam 2,0 ekv. EtsN-t (1,24 mmol, 174
ul), majd 2,35 ekv. (1,88 mmol) frissen készitett triflil-azidot!®” szaraz piridinben (4,0 ml).
Utana 15 mg of réz(I1)-szulfat pentahidrat vizes oldatat (2 ml) adtam az elegyhez €s 16 oran at
kevertettem szobahdmérsékleten. 300 ml etil-acetat hozzaadasa utan a kivalt anyagot kiszlirtem
¢s mostam tovabbi 200 ml éterrel majd szaritottam és oszlopkromatografiaval (flash, Silica Gel
60) tisztitottam. Eluens: acetonitril:viz=100:0 — 95:5 — 90:10 — 88:12 (+ 0,1 V/V% AcOH).
Hozam: 540 mg fehér por (98). Ebbdl a vegyiiletbdl 150 mg-ot (0,094 mmol) oldottam 2,0 ml
terc-butanol:viz = 1:1 elegyben, majd hozzaadtam 1,25 ekv. (0,118 mmol, 21 pl) 88h-t, kb. 3
mg (~15 mol%) CuSO4 x 5H20 200 pl vizzel késziilt oldatat és 1,0 ekv. (0,096 mmol, 17 mg)
of L-aszkorbinsavat. Az elegyet 1 éjszakan at kevertettem, majd szilikagélre (Silica Gel 60)
paroltam és flash kromatografiaval tisztitottam. Eluens: acetonitril:viz = 100:0 — 95:5 — 90:10
— 87:13. Hozam: 55 mg (14% 3 1épésre) fehér por. NMR adatok a kapcsolodo kozlemény
kiegészitd informacidjaban.'®t MALDI-TOF MS: m/z 1793,60 (M + Na*) (szamolt: 1793,4049
[CesH76CI2N10029 + Na']).

102

4,0 g (2,13 mmol) teikoplanint (7) 90%-0s vizes TFA-ban oldottam és 6 oran at 80°C-on
kevertettem, majd az irodalomban leirtak szerint® feldolgoztam. A terméket (15) a korabban
leirtak szerint TfNs-dal reagéltatva, majd oszlopkromatografiaval tisztitva 450 mg (0,367
mmol) azido teikoplanin aglikont (99) nyertem.” Ezt 6,0 ml terc-butanol:viz = 1:1 elegyben
oldottam, és 1.25 ekv. (0,46 mmol, 83 ul) 88h-t adtam hozza, majd kb. 15 mol% (14 mg) CuSO4
X 5H20-0t 200 pl vizben és 1,0 ekv. (0,096 mmol, 65 mg) L-aszkorbinsavat 500 ul vizben. A

megzavarosodott reakcidelegy néhany csepp acetonitril hozzdadésara kitisztult. Egy éjszaka

* A két 1épéses hidrolizissel [1) cc. HCI, 25°C, 4,5h; 2) 90% aq. TFA, 80°C, 150 perc] sokkal jobb hozam érhetd el.
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szobahdmérsékleten valo kevertetés utan az elegyet kis térfogatra paroltam, etil-acetattal a
terméket kicsaptam, kiszlirtem €s mostam éterrel. A szilard anyagot oldottam minimalis
mennyiségli acetonitril:viz = 7:3 elegyben ¢és Sephadex LH-20 géllel toltdtt oszlopon
tisztitottam ugyanebben az oldoszerelegyben. A frakciokat VRK-n ellendriztem (celluldz,
eluens = nPrOH:cc.NH4OH:H20 = 7:3:2). A tiszta frakciokat egyesitettem ¢és szilikagélre
paroltam (Silica Gel 60), majd flash kromatografidval tisztitottam. Eluens: acetonitril:viz =
100:0 — 97:3 — 95:5 — 93:7. Hozam: 255 mg (49% 99-b6l) tortfehér por. NMR adatok a
kapcsolodo kdzlemény kiegészitd informdaciojaban.’® MALDI-TOF MS: m/z 1428,09 (M +
Na*) (szamolt: 1428,2727 [C71H53CI2N9O19 + Na']).

103

80 mg (0,038 mmol) 100-at oldottam 1,0 ml DMF:DMSO =1:1 elegyben és 2,0 ekv. (0,076
mmol, 10,6 ul) EtsN-t adtam hozza, majd 2,5 ekv. (0,095 mmol, 12,0 ul) N,N-dimetil-1,3-
propandiamint, végiil 1,0 ekv. PyBOP®-ot (0,038 mmol, 20 mg) és az elegyet 3 oraig
kevertettem szobahSmérsékleten. Eter hozzdadasara a keletkezd csapadékot kisziirtem és
mostam tovabbi éterrel. A nyersterméket MeCN:H20 1:1 elegyben oldottam, kevés n-butanolt
adtam hozz4 és szilikagélre paroltam (Silica Gel 60), majd oszlopkormatografiaval tisztitottam.
Eluens: MeCN:H20 95:5 — 90:10 — 85:15 — 80:20 (+ 0,1% V/V AcOH). A kapott port
oldottam MeCN:Hz20 elegyben és a pH-t ~8-ra allitottam hig ammonia oldattal. Az elegyet
beparoltam és Sephadex LH-20 géllel t61tott oszlopon tisztitottam. Eluens: MeCN:H20 = 7:3.
Hozam: (26 mg, 32 %) fehér por. NMR adatok a kapcsolddd kozlemény kiegészitd
informéciojaban.®t ESI-MS: m/z 2172,738 (M + H*; A2-2 komponens) (szamolt: 2172,735
[C106H117CI2N13033 + H']).

104a

130 mg (0,073 mmol) 101-et oldottam 1,0 ml absz. DMF-ban és hozzaadtam 2,0 ekv. (0,15
mmol, 19 ul) 3-(dimetilamino)-1-propilamint, 2,0 ekv. (0,15 mmol, 21 ul) EtsN-t, majd 1,2 ekv.
(0,09 mmol , 47 mg) PyBOP®-ot. 3 6ra szobahdmérsékleten valo kevertetés utdn még 19 pl 3-
(dimetilamino)-1-propilamint és 39 mg PyBOP®-ot (1,0 ekv.) . 3 6ra tovabbi kevertetés utan 75
ml etil-acetat hozzaadasaval kicsaptam a terméket, kiszlirtem és mostam éterrel. A
nyersterméket acetonitril:viz = 7:3 elegyben oldottam és szilikagélre paroltam (Silica gel 60),
majd oszlopkromatografiaval tisztitottam. Eluens: acetonitril:viz = 95:5 — 90:10 — 85:15 —
80:20 — 78:22 (+ 0,1% V/V AcOH). Hozam: 41 mg (30%) fehér por. NMR adatok a
kapcsolodo publikacio kiegészité informaciojaban.’® MALDI-TOF MS: m/z 1877,82 (M + Na*)
(szamolt: 1877,5100 [CooHssCl2N12028+ Na']).
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104b

88 mg (0,05 mmol) 101-et oldottam 1,0 ml absz. DMF-ban és hozzaadtam 2,0 ekv. (0,1 mmol,
14 ul) trietil-amint, majd 10 ekv. (0,5 mmol, 78 ul) 3-(dietilamino)-1-propilamint és 1,2 ekv.
(0,06 mmol, 31 mg) PyBOP®-ot. Egy 6ra kevertetés utdn még 0,4 ekv. (10 mg), tovabbi egy
6ra mulva 0,2 ekv. (5 mg) PyBOP®-ot adtam az elegyhez. Egy 6ra utdn a kiindulasi anyag
teljesen elfogyott. A feldolgozas és a tisztitas megegyezett a 104a vegyiiletnél leirtakkal.
Hozam: 43 mg (46%) fehér por. Az NMR adatok megtalalhatoak a kapcsolédd publikacid
kiegészité informacidjaban.’®! MALDI-TOF MS: m/z 1883,45 (M + H*) (szamolt: 1883,5594
[Co2Ho3CI2N12028™]).

105a

120 mg (0,075 mmol) 71h-t oldottam 1,0 ml szaraz DMF-ban. Hozzaadtam 19 ul (0,15 mmol,
2,0 ekv.) 3-(dimetilamino)-1-propilamint és 21 pl (0,15 mmol, 2,0 ekv.) trietil-amint, majd 47
mg (0,09 mmol, 1,2 ekv.) PyBOP®-ot és 3 oraig kevertettem az elegyet szobahdmérsékleten.
Tovabbi 19 pl 3-(dimetilamino)-1-propilamint és 39 mg PyBOP®-ot (1,0 ekv.) adtam a
reakciohoz. 6 ora alatt még kétszer megismételtem e két reagens hozzaadasat az iménti
mennyiségekkel. Az elegyhez 75 ml etil-acetatot adtam és a keletkez6 csapadékot kiszlirtem és
mostam 75 ml éterrel. A nyersterméket oldottam acetonitril:viz = 7:3 elegyben, ¢és szilikagélre
(Silica gel 60) paroltam, majd oszlopkromatografiaval tisztitottam. Eluens: acetonitril:viz =
100:0 — 90:10 — 85:15 (+ 0,1% V/V AcOH). A kapott fehér port oldottam MeCN:H20
elegyben és a pH-t kb. 8-ra allitottam hig ammonia oldattal. Az elegyet beparoltam,
acetonitril:viz = 7:3 elegyben oldottam, és Sephadex LH-20 oszlopon tisztitottam ugyanabban
az olddszerelegyben. Hozam: 45 mg (35%) fehér por. NMR adatok a kapcsolodé kézlemény
kiegészitd informdacidjdban talalhatok.’®! MALDI-TOF MS: m/z 1715,65 (M + Na*) (szamolt:
1715,4572 [CssH78Cl2N12023 + Na'™]).

105b

Ld. 105a eloallitasa. Kapcsolt aminovegyiilet: 3-(dietilamino)-1-propilamin (24 ul, 0,15 mmol,
2,0 ekv.). Az aminovegyiilet és PyBOP hozzaadasat csak egyszer ismételtem meg, harom o6ra
utan. Harom oraval a masodik adag reaktans/reagens hozzaadasa utan a fentivel (105a)
megegyezO feldolgozasi és tisztitdsi folyamatot kdvettem. Hozam: 45 mg (35%) fehér por.
NMR adatok a kapcsolédd publikacié kiegészité informaciojaban.’®t MALDI-TOF MS: m/z
1743,75 (M + Na*) (szamolt: 1743,4885 [CssHs2Cl2N12023 + Na™]).

106a
125 mg (0,09 mmol) 102-t oldottam 1,5 ml absz. DMF-ban, 2,0 ekv. EtsN-t (0,178 mmol, 24,8

97



ul) és 3,0 ekv. (0,27 mmol, 34 ul) N,N-dimetil-1,3-propandiamin-t adtam az elegyhez, végiil
1,2 ekv. (55 mg) PyBOP®-ot. 2 6ra szobahdmérsékleten vald kevertetés utan etil-acetattal
kicsaptam a terméket, kiszlirtem és mostam éterrel. A nyersterméket oldottam MeCN:H20 1:1
elegyben ¢és szilikagélre (Silica Gel 60) paroltam, majd oszlopkromatografidval tisztitottam.
Eluens: MeCN:H20 = 95:5 — 92:8 — 90:10 — 87:13 (+ 0.1% V/V AcOH). Hozam: 58 mg
(44%) fehér por. NMR adatok a kapcsolodo kozlemény kiegészitd informaciojaban.'®t MALDI-
TOF MS: m/z 1512,18 (M + Na*) (szamolt: 1512,3778 [C76HesCl2N11018 + Na*]).

106b

Ld. 105b szintézise. Reaktans/reagens mennyiségek: 102: 100 mg, 0,071 mmol); DMF: 1,3 ml;
EtsN: 20 ul; N,N-dietil-1,3-propandiamin: 34 ul; PyBOP: 44 mg. Hozam: 39 mg (36%) fehér
por NMR adatok a kapcsolodo publikacio kiegészitd informacidjaban. 12 MALDI-TOF MS: m/z
1540,18 (M + Na") (szamolt: 1540,4091 C7sHesCl2N11018 + Na*]).

3.9.2.5. A teikoplanin Az-2 (TC) és a teikoplanin N-terminalis guanidin szirmazékai

N-fenil-N’-decil karbodiimid (112¢) Fell médszerét'®® kovetve.
1573 pl (8 mmol) 1-aminodekant (110c) oldottam 20 ml szaraz DKM-ban és hozzaadtam 1,0

ekv. (955 pl) fenil-izotiocianatot, két oran at kevertettem szobahémérsékleten, majd szilikagélre

(Silica Gel 60) paroltam és oszlopkromatografiaval tisztitottam. Eluens: hexan:aceton = 8:2.
Hozam: 2,1 g (90%) fehér por (111c). Ebbdl 1,00 g-ot (3,42 mmol) oldottam 20 ml szaraz DKM-
ban, majd jeges-vizes hiités mellett hozzaadtam 20 mg 4-dimetilaminopiridint, 3,0 ekv. (1,43
ml) trietil-amint és 2,0 ekv. (530 upl) metanszulfonsav-kloridot. Az elegyet hagytam
szobahdmérsékletre melegedni, majd fél ora mulva szilikagélre paroltam ¢és
oszlopkromatografiaval tisztitottam. Eluens: Hexan — hexan:EtOAc 98:2 — 97:3 — 96:4.
Hozam: 350 mg (36%, 2 1épésre) sarga szirup. *H NMR (360 MHz, CDCls-d) & 7.32 — 7.23 (m,
2H), 7.14 - 7.03 (m, 3H), 3.40 (t, J = 6.8 Hz, 2H), 1.67 (p, J = 6.9 Hz, 2H), 1.41 (tt, J = 6.9 Hz,
2H), 1.27 (d, J = 9.4 Hz, 12H), 0.88 (t, J = 6.7 Hz, 3H). *C NMR (91 MHz, CDClz & 140.92
(N=C=N), 136.13 (Ar-Cq), 129.43, 124.63, 123.58 (5C, 5 x ArCH), 46.98 (N-CHz), 32.01,
31.52, 29.43, 29.24, 26.92, 22.81 (8C, 8 x CH2), 14.24 (CHs). ESI-HRMS: m/z 291.2437
[M+CH3OH+H]*; szamolt: 291.2431 (C17H26N2+CH3OH+H?").

N-fenil-N’-4-fenilbenzil karbodiimid (112e)
275 mg (1,5 mmol) 4-fenilbenzilamint (110e) oldottam 4 ml szaraz DKM-ban és hozzaadtam

1,0 ekv. (180 pl) fenil-izotiocianatot, egy oran at kevertettem szobahdmérsékleten, majd
szilikagélre (Silica Gel 60) paroltam és oszlopkromatografiaval tisztitottam. Eluens:
hexan:Aceton 8:2 — 7:3. Hozam: 440 mg (92%) fehér por (111e). Ebbdl az anyagbdl 420 mg-
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ot (1,32 mmol) oldottam 10 ml szaraz DKM-ban, majd jeges-vizes hiités mellett hozzaadtam 3
mg 4-dimetilaminopiridint, 3,0 ekv. (552 pl) trietil-amint és 2,0 ekv. (204 ul) metanszulfonsav-
kloridot. Az elegyet hagytam szobahOmérsékletre melegedni, majd fél 6ra mulva szilikagélre
paroltam ¢€s oszlopkromatografiaval tisztitottam. Eluens: hexan:EtOAc 98:2 — 97:3 — 96:4.
Hozam: 170 mg (42%, 2 1épésre) sargasfehér por. *H NMR (360 MHz, CDCls-d) & 7.63 — 7.52
(m, 4H), 7.48 — 7.38 (m, 4H), 7.37 — 7.30 (m, 1H), 7.28 — 7.20 (m, 2H), 7.12 — 7.05 (m, 1H),
7.04-6.97 (m, 2H), 4.59 (s, 2H). 13C NMR (91 MHz, CDCl3) § 140.88, 140.74, 140.07, 137.41,
136.98 (5C, 5 x Cq), 129.45, 128.91, 127.95, 127.63, 127.52, 127.20, 125.01, 123.80 (14C, 14
X Ar-CH), 50.34 (N-CH). ESI-HRMS: m/z 317.1662 [M+CH3sOH+H]"; szamolt: 317.1648
(C20H16N2+CH3OH+H).

N-fenil-N'-(1-benzil-4-piperidil) karbodiimid (112f)
619 ul (3 mmol) 4-amino-1-benzilpiperidint (110f) oldottam 5 ml szaraz DKM-ban és

hozzaadtam 1,0 ekv. (358 ul) fenil-izotiocianatot, masfél oran 4t kevertettem

szobahdmérsékleten, majd szilikagélre (Silica Gel 60) paroltam és oszlopkromatografidval
tisztitottam. Eluens: hexan:Aceton 7:3 — 6:4 (+ 0,1% V/V EtsN). Hozam: 950 mg (97%) fehér
por (111f). Ebbdl az anyagbdl 650 mg-ot (2 mmol) oldottam 10 ml szaraz DKM-ban, majd jeges-
vizes hiités mellett hozzaadtam 10 mg 4-dimetilaminopiridint, 3,0 ekv. (836 ul) trietil-amint és
2,0 ekv. (309 pl) metanszulfonsav-kloridot. Az elegyet hagytam szobahémérsékletre melegedni,
majd fél ora mulva szilikagélre paroltam és oszlopkromatografiaval tisztitottam. Eluens: Hexan
— hexan:EtOAc 9:1 — 8:2 (+ 0,1% V/V EtsN). Hozam: 470 mg (78%, 2 1épésre) halvanysarga
por. 'H NMR (360 MHz, CDClz-d) & 7.45 — 7.34 (m, 2H), 7.32 — 7.22 (m, 6H), 7.20 — 7.14 (m,
2H), 4.33 (m,J=14.7,6.1, 4.8 Hz, 1H), 3.46 (s, 2H), 2.74 (d, J = 12.1 Hz, 2H), 2.19 — 2.08 (m,
2H), 2.08 — 1.99 (m, 2H), 1.41 (qd, J = 11.1, 3.9 Hz, 2H). 3C NMR (91 MHz, CDCls) § 138.31,
136.18 (2C, 2 x Ar-Cq), 130.22 (2C, 2 x Ar-CH), 129.10 (2C, 2 x Ar-CH), 128.24 (2C, 2 x Ar-
CH), 127.19, 127.07 (2C, 2 x Ar-CH), 125.06 (2C, 2 x Ar-CH), 63.01 (C4-CH2), 52.09 (N-CH),
52.05 (2C, 2 x N-CHy), 31.77 (2C, 2 x N-CH-CH>).

117%

1,2 g (~0,64 mmol) teikoplanint (7) szuszpendaltam 8 ml DMF-ben, hozzaadtam 2,5 ekvivalens
(1,6 mmol, 252 pl) N,N-dietil-1,3-propandiamint. Kb. 10 perc kevertetés utan 1,0 ekv. PyBOP®-
ot (333 mg), majd fél 6ranként 0,5 ekv. (0,32 mmol, 50 ul) tovabbi amint (6sszesen 1,5-2,0 ekv.),
ekkorra teljesen homogénné vélt az elegy. 2 6ra utan még hozzaadtam 0,5 ekv. PyBOP®-ot (0,32
mmol, 166 mg). 3 o6ra kevertetés utan 200 ml étert adtam az elegyhez és a kivalt terméket
kisziirtem, majd mostam tovabbi éterrel €s megszaritottam a sziir6n. Az igy kapott 116b
nyersterméket jeges-vizes hiités mellett oldottam 5,0 ml cc. HCI oldatban, majd

szobahomérsékleten kevertettem 4,5 orat, ezutdn ismét jeges-vizes hités mellett 2M NaOH
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oldattal a pH-t 8-9 k6z¢ allitottam és a kivalt csapadékot kiszlirtem, majd mostam kevés hig
NaOH oldattal (pH=8-9). A nyersterméket oldottam MeCN:H20 1:1 elegyben, szilikagélre
paroltam (Silica Gel 60) és oszlopkromatografiaval tisztitottam. Eluens: MeCN:H20 = 85:15 —
80:20 — 75:25 — 70:30 — 65:35 (+ 0,2% V/V AcOH). 117 hozama: 464 mg (50% két 1épésre,

fehér por).

118a

92 mg (60,8 pumol) TC dietilaminopropil-amidot (117) oldottam 1,0 ml DMF-ben, és
hozzaadtam 2,0 ekv. trietil-amint (121,5 umol, 17 pl). Ezutan 1,2 ekv. (73 umol, 15 mg) N-fenil-
N’-hexilkarbodiimidet (112a) 1,0 ml DMF-ben kb. 8-10 részletben hozzacsepegtettem az
elegyhez 2 6ra alatt. Kb. 2 6ra tovabbi kevertetés utan 75 ml étert adtam az elegyhez, majd a
kivalt terméket kisziirtem és mostam tovabbi éterrel. A nyersterméket szilikagélre (Silica Gel
60) paroltam és oszlopkromatografiaval tisztitottam. Eluens: MeCN:H20 = 90:10 — 85:15 —
80:20 — 75:25 (+ 0,2% V/V AcOH). Hozam: 30 mg (29%, fehér por). NMR adatok: Id.
Fuggelék. ESI-HRMS: m/z 1715,5894 (M + H) (szamolt: 1715,5899 CgsHo2Cl2N12022 + H']).

118b

92 mg (60,8 umol) TC dietilaminopropil-amidot (117) oldottam 1,0 ml DMF-ben. A reakcid
Kivitelezését és az izolalast a 118a-nal leirtak alapjan végeztem. Reaktans/reagens mennyiségek:
trietil-amin (121,5 umol, 17 ul), N-fenil-N-oktilkarbodiimid (112b) (73 umol, 17 mg). Eluens:
MeCN:H20 =90:10 — 85:15 — 80:20 — 75:25 (+ 0,2% V/V AcOH). Hozam: 48 mg (46%).
NMR adatok: Id. Fiiggelék. ESI-HRMS: m/z 1743,6226 (M + HY) (szamolt: 1743,6212
CesHosCl2N12022 + H™]).

118c

95 mg (62,7 umol) TC dietilaminopropil-amidot (117) oldottam 1,0 ml DMF-ben. A reakcid
kivitelezését és az izoldlast a 118a-nal leirtak alapjan végeztem. Sziikséges reagensek,
mennyiségiik: trietil-amin (125 pmol, 17,4 pl), N-fenil-N’-decilkarbodiimid (112c) (75,4 umol,
20 mg). Eluens: MeCN:H20 = 90:10 — 85:15 — 80:20 — 75:25 (+ 0,2% V/V AcOH). Hozam:
79 mg (71%). NMR adatok: Id. Fiiggelék. ESI-HRMS: m/z 1771,6527 (M + H") (szamolt:
1771,6525 CgoH100Cl2N12022 + H*]).

118d

140 mg (92,5 umol) TC dietilaminopropil-amidot (117) oldottam 1,5 ml DMF-ben, és
hozzaadtam 2,0 ekv. trietil-amint (26 pl), majd 1,2 ekv. (0,11 mmol, 32 mg) N-fenil-N-
dodecilkarbodiimidet (112d) 1,0 ml DMF-ben kb. 8-10 részletben hozzacsepegtettem az
elegyhez 2 ora alatt. Feldogozast Id. 118a-nal. Eluens: MeCN:H20 = 90:10 — 85:15 — 80:20
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— 75:25 (+ 0,1% V/V AcOH). Hozam: 78 mg (47%). NMR adatok: Id. Fiiggelék. ESI-HRMS:
m/z 1799,6839 (M + H") (szamolt: 1799,6838 Co2H104Cl2N12022 + H']).

119b

Teikoplanin dimetilaminopropil-amid (116a) szintézise: 600 mg (~0,32 mmol) teikoplanint (7)
szuszpendaltam 5 ml DMF-ben és hozzaadtam 2,5 ekv. (0,8 mmol, 100 ul) N,N-dimetil-1,3-
propandiamint, 10 perc utan 1,0 ekv. PyBOP®-ot (166 mg). Féléranként adtam hozza még 20 pl
amint, négy alkalommal, majd miutdn homogénné valt a reakcioelegy, még 0,5 ekv. (0,16 mmol,
83 mg) PyBOP®-ot. Egy o6ra tovabbi kevertetés utan 100 ml éter:etil-acetat = 1:1 eleggyel a
terméket kicsaptam, kiszlirtem, majd mostam tovabbi éterrel. A nyersterméket szilikagélre
(Silica Gel 60) paroltam, és oszlopkromatografiaval tisztitottam. Eluens: MeCN:H20 = 80:20
— 75:25 — 70:30 (+ 0,1% V/V AcOH). 116a hozama: 362 mg (58%). A 119b guanidin
szarmazékot a 118a-nal leirtak alapjan allitottam eld és izoldltam. Felhasznalt
reaktansok/reagensek: 115 mg (58 umol) 1164, trietil-amin (2,0 ekv., 116 umol, 16 pl), ), 16 mg
(1,2 ekv., 70 umol) N-fenil-N -oktilkarbodiimid (112b). Eluens: MeCN:H20 = 80:20 — 75:25
(+0,1% V/V AcOH). Hozam: 55 mg (43 %, fehér por). NMR adatok: Id. Fiiggelék. ESI-HRMS:
m/z 2194,8557 (M + H*) (szamolt baziscstics: 2194,8495 (A2-2, A2-3 komponens)
[C108H131CI2N13032 + H]).

119

A terméket a 118a-nadl leirtak alapjan Aallitottam eld és izolaltam. Felhasznalt
reaktansok/reagensek: 115 mg (58 umol) 116a (eléallitasat 1d. 119b-nél), trietil-amin (2,0 ekv.,
116 pmol, 16 pl) N-fenil-N'-4-fenilbenzil karbodiimid (112e) (1,2 ekv., 70 umol, 20 mg). Eluens:
MeCN:H20 = 80:20 — 75:25 (+ 0,1% V/V AcOH). Hozam: 68 mg (52 %, fehér por). NMR
adatok: Id. Fiiggelék. ESI-HRMS: m/z 1124,9060 ([M + 2H]?"); szamolt baziscsucs: 1124,9050
(A2-2, A2-3 komponens) (C113H125Cl2N13032 + 2H*)?*

119f

115 mg (58 umol) 116a-t (eldallitasat 1d. 119b-nél) oldottam 0,8 ml DMF-ben, és hozzaadtam
2,0 ekv. trietil-amint (116 umol, 16 ul), majd 1,5 ekv. (0,087 mmol, 25 mg) N-fenil-N'-(1-benzil-
4-piperidil) karbodiimidet (112f) 1,0 ml DMF-ben kb. 5 részletben hozzacsepegtettem az
elegyhez 2 ora alatt. A konverzié alacsony volt, ezért tovabbi 1,0 ekv. (17 mg) karbodiimidet
adtam az elegyhez, 3 ora alatt kb. 8 alkalommal, mire a kinduldsi anyag jorészt elfogyott. A
konverziot Cellulose F vékonyrétegen ellenériztem (eluens: n-PrOH: cc. NH4OH = 7:3). Etil-
acetat:éter = 1:1 eleggyel terméket kicsaptam ¢és kiszlirtem, majd mostam éterrel. A

nyersterméket oldottam ~1,0 ml MeOH:H20:aceton = 1:1:1 elegyben és azonos Osszetételii
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eluenssel nedvesitett Sephadex LH-20 toltetti 0szlopon tisztitottam, majd normal fazisu szilikan.
Eluens: MeCN:H20 = 80:20 — 75:25 — 70:30 (+ 0,1% V/V AcOH). Hozam: 35 mg (27%).
NMR adatok: Id. Fiiggelék. ESI-HRMS: m/z 1128,4303 ([M + 2H]?*") (szamolt baziscsucs:
1128,5078 (A2-2, A2-3 komponens) [(C112H130Cl2N14032 + 2H")?*]

3.9.2.6. A vankomicin aglikon hexapeptid influenzavirus ellenes szarmazékai

Azido-vankomicin aglikon hexapeptid (120)

1,00 g (~0,875 mmol) nyers vankomicin aglikont (13) oldottam 30 ml piridin:viz = 1:1
elegyben, majd hozzaadtam 400 pl (~3 mmol) fenil-izotiocianatot és 3 oran at kevertettem
szobahémérsékleten. 200 ml acetonnal kicsaptam a koztiterméket és kisziirtem, majd mostam
kb. 150 ml éterrel és a szlirdn megszaritottam. A kapott fehér por nyerstermék tomege 1,06 g
volt. Ezt az anyagot oldottam 12 ml DKM:TFA = 1:1 elegyben jeges-vizes hiités mellett, és 1
oran at kevertettem. Kb. 150 ml vizet adtam az elegyhez, majd tdmény ammonia oldattal
semlegesitettem €s 3 x 50 ml n-butanollal extrahaltam. A butanolos fazist szilikagélre paroltam
¢és oszlopkromatografiaval tisztitottam (Silica Gel 60). Eluens: MeCN:H20 =9:1 — 8:2 — 7:3
— 6:4. 59 hozama: 402 mg (~45%) tortfehér por. Ezt a vegyiiletet (0,4 mmol) oldottam 10 ml
piridinben és hozzaadtam 2,0 ekv. trietil-amint (111 ul), 10 mg CuSO4 x 5 H20 1,0 ml-nyi vizes
oldatat, végiil 1,5 ekv. imidazolszulfonil-azidot (0,6 mmol, 125 mg). Egy éjszaka kevertettem
szobahomérsékleten, majd kb. 50 ml vizet adtam hozza ¢s megsavanyitottam 1M HCI oldattal
(pH=1-2), azutan extrahaltam 3 x 30 ml n-butanollal. Az egyesitett szerves fazist mostam
tovabbi 20 ml vizzel majd szilikagélre paroltam és oszlopkromatografiaval tisztitottam. Eluens:
MeCN — MeCN:H20 = 97:3 — 94:6 — 92:8. Hozam: 282 mg (~68%). NMR adatok a
fiiggelékben. MALDI-MS: m/z 1064,129 (M + Na*) (szamolt: 1064,163 CasH37Cl2NeO16 +
Na*]).

122a

110 mg 120-at (0,205 mmol) oldottam 2 ml DMF:Hz20 5:3 elegyben és hozzaadtam 1,3 ekv.
(0,237 mmol, 62 mg) 92a-t, majd 40 mol% (10 mg) CuSO4 x 5 H20-ot 100 pl vizben és 1,0 ekv.
(19 mg) L-aszkorbinsavat 300 ul vizben. Az elegyet egy ¢éjszakan at kevertettem
szobahdmérsékleten, majd szilikagélre (Silica gel 60) paroltam ¢és oszlopkromatografiaval
tisztitottam. Eluens: MeCN — MeCN:H20 = 97:3 — 95:5 — 92:8. A kapott vegyliletet ezutan
forditott fazist oszlopkromatografiaval is tisztitottam. Eluens: H2O:MeOH = 8:2 — 7:3 — 6:4
— 1:1. Hozam: 68 mg (43%) fehér por. NMR adatok a fiiggelékben. MALDI-MS: m/z 1517,48
(M + Na®) (szamolt: 1517,48 C7oHgoCl2N12021 + Na*])
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122b

110 mg 120-at (0,205 mmol) oldottam 2 ml DMF:Hz20 5:3 elegyben és hozzaadtam 1,3 ekv.
(0,137 mmol, 64 mg) 121-et, majd 40 mol% (10 mg) CuSO4 x 5 H20-ot 100 ul vizben és 1,0
ekv. (19 mg) L-aszkorbinsavat 300 pl vizben. Az clegyet egy éjszakan at kevertettem
szobahémérsékleten, majd szilikagélre (Silica gel 60) paroltam és oszlopkromatografiaval
tisztitottam. Eluens: MeCN — MeCN:H20 = 97:3 — 95:5 — 92:8. A kapott vegyiiletet ezutan
forditott fazisti oszlopkromatografiaval is tisztitottam. Eluens: H2O:MeOH = 8:2 — 7:3 — 6:4
— 1:1. Hozam: 71 mg (44%) sarga por. NMR adatok a fiiggelékben MALDI-MS: m/z 1551,367
(M + Na") (szamolt: 1551,369 CeoH724Cl2N10022S2 + Na™])

123

90 mg (0,089 mmol) vankomicin aglikon hexapeptidet (59) oldottam 2,0 ml piridin:DMF = 6:1
elegyben és hozzaadtam ~1,5 ekv. nyers n-hexanszulfonil kloridot (95a), majd 2 6ra kevertetés
utdn még ~1,0 ekvivalenst. 2 ora tovabbi kevertetés utan 75 ml etil-acetatot adtam az elegyhez
¢és a kivalt csapadékot kisziirtem, majd mostam éterrel. A terméket oszlopkromatografiaval
tisztitottam (Silica gel 60). Eluens: toluol:MeOH = 7:3 — 6:4 (+ 0,1% V/V AcOH), majd
Sephadex® LH-20 gélen (eluens: MeOH:H20 = 6:4). Hozam: 20 mg (20%) fehér por. NMR
adatok a fiiggelékben. MALDI-MS: m/z 1186,276 (M + Na*) (szamolt: 1186,228
Cs2H51Cl2N7018S + Na™]).

124a

226 mg (0,5 mmol) 92a-t és 1,0 ekv. (43 mg) 2-azidoetilamint oldottam 2,0 ml DMF-ben Ar
alatt. Hozzaadtam 1,0 ekv. (70 pl) trietil-amint és 20 mol% (0,1 mmol, 19 mg) Cu(I)-jodidot. 30
perc kevertetés utan az elegyet szilikagélre (Silica Gel 60) paroltam és oszlopkromatografiaval
tisztitottam. Eluens: DKM:MeOH = 95:5 (+ 0,1% V/V cc. NH4sOH). Hozam: 171 mg (64%). H
NMR (400 MHz, CDCls) 6 7.73 (s, 2H, 2 x triazol CH), 4.69 (s, 2H, Cq-CH2-0), 4.61 (s, 2H,
Cq-CH2-0), 4.53 (t, J = 5.1 Hz, 2H), 4.41 (br s, 2H, NH2), 3.87 (t, J = 5.0 Hz, 2H), 3.73 — 3.64
(m, 6H), 3.63 (s, 4H), 3.61 (s, 6H), 3.51 (t, J = 6.7 Hz, 2H), 1.59 (p, J = 6.9 Hz, 2H), 1.36 — 1.18
(m, 14H, 7 x CHz), 0.88 (t, J = 6.8 Hz, 3H, CH3). *C NMR (101 MHz, CDCls) § 123.71 (2C, 2
X triazol CH), 70.95 (OCHz2), 70.62 (6C, 6 x OCH2), 70.56 (OCHz), 69.86 (OCH), 69.58
(OCH2), 64.81, 64.35 (2C), 50.30 (N-CH2), 31.97, 29.76, 29.67, 29.65, 29.57, 29.39, 26.21,
22.75 (8C, 8 x CH2), 14.20 (CHs). MALDI-MS: m/z 562,3676 (M + Na*) (szamolt: 562,3687
[C26H49N70s + Na™]).

124b

208 mg 121-t (0,43 mmol) oldottam 2,0 ml DMF-ben, hozzaadtam 1,2 ekv. (0,52 mmol, 44 mg)
2-azido-1-etilamint, 1,1 ekv. (0,47 mmol, 66 ul) TEA-t és 20 mol% Cu(I)-jodidot (16 mg). 2 6ra
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kevertetés utan az elegyet szilikagélre paroltam és oszlopkromatografidval tisztitottam.
Alléfazis: Silica Gel 60, eluens: DKM — DKM:MeOH = 98:2 — 95:5 — 93:7 (+ 0,1% V/V cc.
NH4OH). Hozam: 135 mg (55%) sarga szirup. *H NMR (400 MHz, CDCl3) § 7.77 (s, 1H, triazol
CH), 4.69 (s, 2H, OCH2), 4.44 (t, J = 5.9 Hz, 2H, triazol C4-CH2), 3.73 — 3.57 (m, 16H, 8 x CH>),
3.28 (t, J = 7.4 Hz, 4H), 3.21 (t, J = 5.9 Hz, 2H), 1.99 (s, 2H, -NH), 1.63 (p, J = 7.4 Hz, 4H),
1.45 (h, J=7.5Hz, 4H),0.93 (t,J = 7.3 Hz, 6H, 2 x CH3). 3C NMR (101 MHz, CDCl3) 6 166.42
(2C, 2 x C=0), 144.81 (triazol Cy), 135.61(2C, 2 x Cg-S), 123.27 (triazol CH), 70.30, 69.80,
69.54, 67.75, 64.47 (8C, 8 x CHy), 53.01, 41.79, 37.64, 32.32 (2C, 2 x CH2), 31.36 (2C, 2 x
CHz), 21.48 (2C, 2 x CH2), 13.43 (2C, 2 x CHs). MALDI-MS: m/z 596,238 (M + Na*) (szamolt:
596,255 [C25H43Ns06S2 + Na']).

125a

90 mg (88,5 umol) VAHP-et (59) oldottam 1,0 ml DMF-ben. Hozzaadtam 2,0 ekv. (177 umol,
95 mg) 124a-t, 2,0 ekv. (177 umol, 25 ul) TEA-t és 1,2 ekv. (106 mmol, 55 mg) PyBOP®-ot. 2
ora kevertetés utan VRK-n (Cellulose F, n-PrOH:cc.NHsOH = 7:3) teljes konverziét lattam. Kb.
50 ml etil-acetattal kicsaptam a terméket és kisziirtem, majd tovabb mostam etil-acetattal.
El6szor Sephadex LH-20 géllel toltétt oszlopon tisztitottam (Eluens: EtOH:H20:MeCN =1:1:1),
majd normal fazisu szilikan (Eluens: MeCN:H20 = 98:2 — 95:5 — 90:10 — 85:15). Hozam:
52 mg (38%, fehér por). NMR adatok a fiiggelékben. MALDI-MS: m/z 1559,71 (M + Na*)
(szamolt: 1559,5412 C72HgsCI2N14O20 + Na™]).

125b

90 mg (88,5 umol) VAHP-et (59) oldottam 1,0 ml DMF-ben. Hozzaadtam 2,0 ekv. (177 umol,
102 mg) 124b-t, 2,0 ekv. (177 umol, 25 ul) TEA-t és 1,2 ekv. (106 mmol, 55 mg) PyBOP®-ot.
A feldolgozast és az izoldlast a 125a-nal leirtakkal azonos mdédon végeztem. Hozam: 44 mg
(32%, sarga por). NMR adatok a fiiggelékben. MALDI-MS: m/z 1593,435 (M + Na*) (szamolt:
1593,427 [C71HgoCl2N12021S2 + Na™]).

127

837 ul (12,5 mmol) etiléndiamint oldottam 5,0 ml szaraz DKM-ban, majd 5 mol% (115 mg,
0,625 mmol) n-hexanszulfonil kloridot (95a) 0,5 ml szaraz DKM-ban oldva kb. fél o6ra alatt
hozzacsepegtettem az elegyhez. 4 6ra kevertetés utan a reakcioelegyet szilikagélre paroltam és
oszlopkromatografiaval tisztitottam: allofazis: Silica Gel 60, eluens: hexan:aceton = 6:4.
Hozam: 95 mg (73%) halvanysarga szirup (126). Ebbdl a vegyiiletb6l 70 pl-t (~0,3 mmol, ~3
ekv.) és 130 mg nyers 59 VAHP-et (~0,1 mmol) oldottam 1,0 ml DMF:DMSO = 1:1 elegyben.
Hozz4aadtam ~2 ekv. (0,21 mmol, 30 pl) TEA-t, majd ~1.2 ekv. (0,13 mmol, 66 mg) PyBOP®-ot.

3 ora kevertetés utan kb. 50 ml etil-acetatot adtam az elegyhez és a kivalt terméket kisziirtem,
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majd mostam éterrel. A nyersterméket el6szor normal fazist oszlopkromatografiaval tisztitottam
(eluens: toluol:MeOH = 7:3 — 6:4 — 1:1), majd Sephadex LH-20 gélen (eluens: aceton:H20 =
1:1). Hozam: 36 mg (~35%, fehér por). NMR adatok a fiiggelékben. MALDI-MS: m/z 1228,27
(M + Na") (szamolt: 1228,286 [Cs4Hs7CI2N9O17S + Na']).

3.9.2.7. A vankomcin aglikon aminoetilezett, amfifil szirmazékanak szintézise

N-dekanoil D-leucin
2,0 g (11,6 mmol) n-dekansavat oldottam 3,0 ml tionil-kloridban és 80°C-on kevertettem 2 dran

at. Lehtilés utan a felesleg tionil-kloridot leparoltam (toluol ismételt hozzaadasaval). 654 mg
(16,35 mmol) NaOH-ot oldottam 12 ml vizben, hozzaadtam 10 ml THF-t, 787 mg (6 mmol) D-
leucint, majd ~1,6 ml-t (~1,4 g, ~7,3 mmol) a nyers n-dekanoil-kloridbol 8,0 ml THF-ban
higitva cseppenként. 5 dra kevertetés utan a reakcioelegyet meghigitottam 100 ml vizzel,
savanyitottam 750 pl cc HCl-val, majd 3 x 60 ml etil-acetattal extrahaltam. A szerves fazist
Na2S04-on szaritottam, szlirtem, majd beparoltam. A kapott szilard anyagot kb. 50 ml hexannal
egy oran at erételjesen kevertettem, majd ivegszlirdn kiszlirtem €s tovabb mostam hexéannal,
végiil exszikkatorban szaritottam (P20s + paraffin). Hozam: 1,40 g (81%), fehér por. Rs: 0,62
(MeCN:H20 = 85:15). 'H NMR (360 MHz, CDCls) § 11.22 (s, 1H, OH), 6.32 (d, J = 8.1 Hz,
1H, NH), 4.63 (td, J = 8.4, 4.5 Hz, 1H, NHCH), 2.25 (t, J = 7.5 Hz, 2H, COCH2), 1.77 — 1.66
(m, 2H, CHCH), 1.66 — 1.53 (m, 3H), 1.33 — 1.24 (m, 10H, 5 x CH2), 0.95 (d, J = 4.6 Hz, 6H,
CH(CHs3)2), 0.88 (t, J = 6.6 Hz, 3H, CHs). *°C NMR (91 MHz, CDCl3) § 176.55 (COOH),
174.44 (CONH), 50.95 (NHCH), 41.39 (COCH2), 36.57, 31.96, 29.56, 29.42, 29.36, 29.30,
25.78 (6C, 6 x CH2), 24.99 (CH(CHs3)z2), 22.94 (CHs), 22.76 (CH2), 21.99 (CHs), 14.20 (CHs).
MALDI-MS m/z: 308,642 (M+Na)* (szamolt: 308,2196 [C16H31NOz + Na*])

N-dekanoil norvankomicin aglikon (130)

285 mg (1,0 mmol) N-dekanoil D-leucint oldottam 3,0 ml DKM-ban, majd hozzaadtam 1,1 ekv.
(1,1 mmol, 211 mg) EDCI HCl-ot 2,0 ml DKM-ban oldva. 15 perc kevertetés utan 1,1 ekv. (1,1
mmol, 127 mg) N-hidroxiszukcinimidet adtam az elegyhez, egy éjszakan at kevertettem, majd
beparoltam és feloldottam 1,0 ml DMF-ben (129). 500 mg (~0,5 mmol) nyers VAHP-et (59)
oldottam 5,0 ml DMF-ben és hozzaadtam a 129 nyers aktiv észtert, majd kb. 2 oran at

kevertettem. Etil-acetat:éter = 1:1 eleggyel kicsaptam a terméket és kisziirtem, majd tovabb
mostam éterrel. A nyerstermékbdl (753 mg) 150 mg-ot szilikagélre paroltam és normal fazist
oszlopkromatografiaval tisztitottam. Eluens: toluol:MeOH = 70:30 — 60:40 — 55:45. Hozam:
89 mg (~70%). MALDI-MS: m/z 1305,361 (M + Na*) (szamolt: 1305,392 [Cs2HesCI2NgO1s +
Na*]).
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Tetra-O-aminoetil N-dekanoil norvankomicin aglikon aminoetil-amid (132)

600 mg (~0,3 mmol) nyers 130-at oldottam 50 ml DMF:DMSO = 1:1 elegyben, majd
hozzaadtam ~1,0 ekv. (0,3 mmol, 42 ul) EtsN-t, ~2,0 ekv. (0,60 mmol, 96 mg) mono-N-Boc-
etiléndiamint 300 ul DMF-ben oldva, végiil ~1,0 ekv. (156 mg) PyBOP-ot. Az elegyet

szobahOmérsékleten kevertettem 3 Oran at, majd etil-acetat:éter = 1:1 elegy hozzaadasa utan a

kivalt terméket kiszlirtem és mostam éterrel. A nyersterméket szilikagélre paroltam és normal
fazisu oszlopkromatografiaval tisztitottam. Eluens: toluol:MeOH =90:10 — 85:15. 131 hozama:
198 mg (~46%). ESI-MS: m/z 1425,50 (M + H") (szdmolt: 1425,5208 CeoHs2Cl2N10019 + H™]).
A Kkapott vegyiiletet (0,139 mmol) oldottam 2,0 ml DMF-ben. Hozzaadtam 15 ekv. (2,09 mmol,
680 mg) Cs2COs-o0t, majd 30 perc kevertetés utan 20 ekv. (2,78 mmol, 623 mg) N-Boc-
brometilamintt 1 ml DMF-ben oldva. 16 6ra kevertetés utan 10 ml metanolt adtam az elegyhez,
majd szilikagélre paroltam ¢és normal fazisti oszlopkromatografiaval tisztitottam. Eluens:
(Tol:MeOH = 99:1 — 95:5 — 90:10 — 85:15 — 80:20). Tovabbi tisztitashoz a terméket
DKM:MeOH 1:1 elegyben oldottam, és preparativ vékonyrétegre vittem fel (Kieselgel 60, 1
mm rétegvastagsag), majd EtOAc:Tol:MeOH = 6:3:1 eleggyel elualtam. Hozam: 88 mg (32 %)
fehér por. MALDI-MS: m/z 2019,78 (M + Na*) (szamolt: 2019,88 Co7H134CI2N14027 + Na']).
[M+Na]*. Ezt a terméket oldottam 1,0 ml TFA-ban és 1,5 6rat kevertettem, ezutan 50 ml étert
adtam az elegyhez, a keletkezd csapadékot kisziirtem €s tovabbi 50 ml éterrel mostam majd
megszaritottam. A nyersterméket oldottam H20:MeCN =9:1 + 0.2 % V/V TFA elegyben, kevés
szilanizalt szilikagélt adtam hozza és egy ugyanezt az oldoszerelegyet tartalmazd forditott
fazisu oszlopra vittem fel. Elucio: H2O:MeCN = 85:15 — 80:20 — 70:30 — 60:40 (+ 0,2 %
VIV TFA). Beparlas utan a terméket vizben oldottam és liofilizaltam. Hozam: 64 mg (78 %)
fehér szivacsos anyag. Rr. 0,28 (Merck® HPTLC RP-18 WF2s4s, H20:MeCN = 6:4 + 0,5 % V/V
TFA). NMR adatok a fiiggelékben. MALDI-MS: m/z 1519,60 (M + Na*) (szamolt: 1519,62
[C72H94CI2N14017 + Na™]).

3.9.2.8. Teikoplanin és teikoplanin pszeudoaglikon (TB) kovalens dimerek

9-decil-3,6,12,15-tetraoxa-9-azaheptadekan-1,17-diol (134)

8,0 mmol (1600 pl) 1-aminodekant (133) oldottunk 25 ml DMF-ben. Hozzaadtunk 3,6 ekv.
poritott K2COs-ot (29 mmol, 4,0 g) és 1,9 ekv. poritott KI-ot (15 mmol, 2,5 g), végiil 2,0 ekv. 2-
[2-(2-kloretoxi)etoxi]etanolt (16 mmol, 2325 ul) A reakcidelegyet 110°C-on kevertettiik egy

¢jszakan at, majd lehiilés utan a kivalt sokat kiszlrtiik 3-as porusméretii tivegsziirdvel, a sziiron
maradt anyagot DKM-nal mostuk. A szlirletet beparoltuk, majd a kapott csapadékos szirupot
felvettiik 250 ml DKM-ba és extrahaltuk 2 x 75 ml 0,1N NaOH-oldattal, majd 75 ml cc. NaCl
oldattal. A DKM-os fazist Na2SOs-on szaritottuk, majd megszirtiik, szilikagélre paroltuk és

oszlopkromatografiaval tisztitottuk (normal fazisu). Eluens: hexan:aceton = 6:4 — 2:8 (+ 0,2%
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V/V EtaN). Hozam: 1,7 g (50%) attetszd szirup. *H NMR (400 MHz, CDCls) § 3.75 — 3.69 (m,
4H, 2 x CH2), 3.68 — 3.54 (m, 16H, 8 x CH2), 3.29 (s, 2H, 2 x OH), 2.74 (t, J = 6.2 Hz, 4H, 2 X
N-CH), 2.55 — 2.47 (m, 2H, N-CH2), 1.44 (p, J = 7.2, 6.6 Hz, 2H, CH2), 1.26 (s, 14H, 7 x CH2),
0.88 (t, J = 6.8 Hz, 3H, CHz3). *C NMR (101 MHz, CDCls) & 72.76 (2C, 2 x O-CHz2), 70.50
(4C, 4 x O-CH>), 69.83, 61.75 (4C, 4 x O-CH), 55.68 (N-CH?2), 54.00 (2C, 2 x N-CH), 31.99,
29.75, 29.69, 29.42, 27.58, 26.88, 22.77 (8C, 8 x CH2), 14.21 (CH3). MALDI-MS: m/z 444,41
(M + Na") (szamolt: 444,33 [C22H47NOs + Na™]).

N,N-bisz(2-(2-(2-aminoetoxi)etoxi)etil)dekan-1-amin (135)
1,3 g (3,08 mmol) 134-et oldottunk 5,0 ml szaraz DKM-ban, jeges-hiités mellett hozzaadtunk
2,25 ekv. p-toluolszulfonsav-kloridot (6,9 mmol, 1,32 g), majd lassan 4,0 ml szaraz piridint. 2

ora keveretetés (0-5°C) utan a konverzid alacsony volt. Tovabbi ~1,1 ekv. tozil-kloridot (3,3
mmol, 629 mg) adtunk az elegyhez, majd egy ora utan feldolgoztuk: 10 ml vizet adtunk az
elegyhez és hagytuk keveredni kb. fél orat. DKM-nal kb. 200 ml-re higitottuk és mostuk 2x cc.
NaHCOs-oldattal, majd vizzel. A szerves fazist Na2SOas-on szaritottuk, majd megszirtiik,
szilikagélre paroltuk és oszlopkromatografidval tisztitottuk (normal fazis). Eluens: hexan:aceton
=7:3+ 0,1% V/V EtsN. A kapott szirupot (1,49 g, 2,0 mmol) oldottuk 5,0 ml DMF-ben és
hozzaadtunk 4,0 ekv. (8,0 mmol, 520 mg) natrium-azidot és 90°C-on kevertettiik 4 6ran at.
Beparoltuk, felvettiik 200 ml DKM-ba és mostuk 2 x 50 ml NaHCOzs-oldattal, 50 ml vizzel majd
50 ml cc. NaCl-oldattal. A DKM-os fazist Na2SOs-on szaritottuk, sziirtiik, majd szilikagélre
(normadl fazis) paroltuk €és oszlopkromatografidval tisztitottuk. Eluens: hexan:aceton = 80:20 —
75:25 (+ 0,1% VIV EtsN). Az igy nyert sargas szirupot (940 mg, 2,0 mmol) oldottuk 10 ml THF-
ben, hozziadtunk 5,0 ekv. (10 mmol, 2,62 g) trifenilfoszfint, és 50°C-on kevertettiik, a
gazfejlodés megsziinte utdn kb. 2 oraval hozzaadtunk 2,0 ml vizet és szobahdmérsékleten
kevertettik egy ¢éjszakan at. A reakcidelegyet szilikagélre  paroltuk, majd
oszlopkromatografiaval tisztitottuk. Eluens: DKM:MeOH = 7:3 — DKM:MeOH:cc.NH4OH =
7:3:0,5. Hozam: 750 mg (58% 3 1épésre) szintelen félszilard anyag. *H NMR (360 MHz, CDCls)
83.61 (s, 8H, 4 x O-CH2), 3.59 — 3.47 (m, 8H, 4 x O-CHy), 2.87 (t, J = 5.2 Hz, 4H, 2 x N-CH2),
2.72 (t,J=6.4 Hz, 4H, 2 x N-CH2), 2.55 — 2.44 (m, 2H, N-CH2), 1.51 (s, 4H, 2 x NH2), 1.43 (p,
J=7.3,6.6,6.6 Hz, 2H, CH2), 1.26 (s, 14H, 7 x CH2), 0.88 (t, J = 6.6 Hz, 3H, CH3).*C NMR
(91 MHz, CDCls) ¢ 73.54, 70.43, 70.37, 69.89 (8C, 8 x O-CH?2), 55.61 (N-CHz), 54.05 (2C, 2 x
N-CH2), 41.84 (2C, 2 x CH2-NH2), 31.93, 29.69, 29.64, 29.36, 27.50, 27.12, 22.71 (8C, 8 X
CHz), 14.16 (CH3). MALDI-MS: m/z 442,45 (M + Na") (szamolt: 442,36 [C22Ha9N304 + Na']).

N,N-bisz(2-(2-(2-izotiocianatoetoxi)etoxi)etil)dekan-1-amin (136)
700 mg (1,67 mmol) 135-6t oldottunk 2,0 ml absz. EtOH-ban CaCl2-0s csével lezart lombikban,
hozzaadtunk 10 ekv. szén-diszulfidot (16,7 mmol, 2,0 ml) és 2,0 ekv. (3,34 mmol, 466 pl) EtsN-t.
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Szobahémérsékleten kevertettiik 30 percet, majd 0-5°C-on hozzaadtunk 2,0 ekv. (3,34 mmol,
726 mg) di-terc-butil-dikarbonatot 1,0 ml absz. EtOH-ban oldva és 20 mg DMAP-t 500 pl absz.
EtOH-ban. Ezutan hagytuk szobahOmérsékletre melegedni a reakcidelegyet és 1 orat
kevertettiik, majd szilikagélre paroltuk ¢és oszlopkromatografiaval tisztitottuk. Eluens:
DKM:aceton = 7:3 + 0,1% V/V EtsN. Hozam: 640 mg (76%) sargas szirup. *H NMR (360 MHz,
CDCls) 6 3.76 — 3.60 (m, 16H, 8 x OCHz2), 3.56 (t, J = 6.3 Hz, 4H), 2.73 (t, J = 6.3 Hz, 4H, 2 X
NCHg), 2.56 — 2.44 (m, 2H, NCH2), 1.43 (p, J = 6.7 Hz, 2H, CH), 1.23 (s, 14H, 7 x CH2), 0.88
(t, J = 6.8 Hz, 3H, CHs). *C NMR (91 MHz, CDCls) § 70.89, 70.56, 70.03, 69.40 (8C, 8 x
OCHg2), 55.66 (NCH3), 54.10 (2 x NCHy), 45.33 (2C, 2 x CH2-NCS), 31.96, 29.68, 29.39, 27.54,
27.23, 22.74 (8C, 8 x CH), 14.19 (CHs). MALDI-MS: m/z 504,2937 (M + H") (szamolt:
504,2924 [C24H4sN304S2 + H™]).

3,6,9,12,15-pentaoxaheptadekan-1,17-diamin (138)*°
998 ul (4,0 mmol, 1128 mg) hexaetilénglikolt (137) 6,0 ml szaraz DKM-ban oldottunk, és

hozz4adunk 2,5 ekv. TsCl (10 mmol, 1,91 g) jeges-vizes hiités mellett, majd lassan 5,0 ml szaraz

piridint és 4 oran at kevertettiik. 10 ml vizet adtunk az elegyhez és hagytuk keveredni kb. fél
orat. DKM-nal kb. 150 ml-re higitottuk és mostuk 2 x cc. NaHCOz-oldattal, majd vizzel. A
szerves fazist Na2SO4-on szaritottuk, majd megsziirtiik és beparoltuk. A 2,3 g nyersterméket (~4
mmol) oldottuk 7,0 ml DMF-ben, és hozzaadtunk 10 mmol (650 mg) natrium-azidot, majd 90°C-
on kevertettiik néhany oran at. Az elegyet beparoltuk, felvettiik 150 ml DKM-ba, mostuk 2 x 50
ml NaHCOs-oldattal, 50 ml vizzel majd 50 ml sosvizzel. A DKM-os fazist Na2SO4-0n
szaritottuk, sziirtik, majd szilikagélre (normal fazis) paroltuk és oszlopkromatografiaval
tisztitottuk. Eluens: hexan:aceton = 8:2 — 75:25. Hozam: 942 mg. Ebbdl az anyagbdl 914 mg-
ot (2,75 mmol) oldottuk 10 ml THF-ben, hozzaadtunk 5,0 ekv. (14 mmol, 3,6 g) trifenilfoszfint,
¢€s 50°C-on kevertettiik 3 6rat, majd hozzaadtunk 2,0 ml vizet €s szobahdmérsékleten kevertettiik
egy ¢jszakan at. A reakcioelegyet szilikagélre paroltuk, majd oszlopkromatografiaval
tisztitottuk. Eluens: DKM:MeOH:cc.NH4OH = 70:30:5 — 50:50:5. Hozam: 794 mg (71% 3
1épésre) sargas félszilard anyag. *H NMR (400 MHz, CDCl3) § 3.70 — 3.62 (m, 16H, 8 x OCH>),
3.61 —3.53 (m, 8H), 2.89 (t, J = 5.1 Hz, 4H, 2 x NCH2). °C NMR (101 MHz, CDCl3) § 71.76
(2C, 2 x OCH2-CH2NHz), 70.37 (6C, 6 x OCHy), 70.07 (2C, 2 x OCH2), 40.83 (2C, CH2-NH>).

1,17-diizotiocianato-3,6,9,12,15-pentaoxaheptadekan (139)
760 mg (2,7 mmol) 138-at oldottunk 2,0 ml absz. EtOH-ban CaClz-os csével szerelt lombikban,
majd hozzaadtunk 10 ekv. CS2-0t (27 mmol, 1640 ul) és 2,0 ekv. (5,4 mmol, 755 pl) EtsN-t. Fél

orat kevertettiik szobahdmérsékleten, azutan jeges-vizes hiités mellett 2,0 ekv. (5,4 mmol, 1180

mg) di-terc-butil-dikarbonatot adtunk az elegyhez 1,0 ml absz. EtOH-ban oldva, illetve 30 mg
DMAP-t 0,5 ml-ben (absz. EtOH). 5 perc kevertetés utan hagytuk szobahOmérsékletre
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melegedni, tovabbi egy orat kevertettiik, majd szilikagélre paroltuk és oszlopkromatografiaval
tisztitottuk (normal fazis). Eluens: DKM:aceton = 95:5 — 93:7 — 90:10. Hozam: 634 mg (64%)
sarga szirup. *H NMR (400 MHz, CDCl3) § 3.75 — 3.64 (m). *C NMR (101 MHz, CDCl3) §
70.85, 70.75, 70.70, 70.64, 69.35, 45.32. ESI-MS: m/z 387,1054 (M + Na*) (szamolt: 387,1019
[C24H4sN304S2 + Na']).

Teikoplanin As-1 dietilaminopropil-amid (140)
500 mg (~0,27 mmol) teikoplaninbol (7) kiindulva eldallitottuk a teikoplanin dietilaminopropil-
amidjat (116b) (Id. a 118a szintézisénél). A kapott nyersterméket oldottuk 5,0 ml 90%-0s vizes

TFA-ban, majd az oldatot 2 ora kevertetés utan hideg éterbe csepegtettiik. A kivalt csapadékot
kiszlrtiik és tovabb mostuk éterrel. A nyersterméket szilikagélre paroltuk és normal fazist
oszlopkromatografiaval tisztitottuk. Eluens: MeCN:H20 = 9:1— 8:2 — 7:3 (+ 0,1% V/V
AcOH). Hozam: 295 mg (66% 2 1épésre) fehér por. Az analitikai adatok megegyeztek az
irodalomban leirtakkal.®

146

188 mg (0,1 mmol) teikoplanint (7) oldottunk 2,0 ml DMF-ben és hozzaadtunk 1,4 ekv. (0,14
mmol, 20 ul) EtsN-t, majd ~5 ekv. (~0,5 mmol, 250 mg) 136-ot és 3 oran at kevertettiik az
elegyet, majd éterrel kicsaptuk a terméket, kisziirtiik és mostuk éterrel, majd megszaritottuk. A
141 koztiterméket (228 mg (86 umol 90%-os tisztasag esetén)) oldottuk 2,5 ml DMF-ben, és 15
ul (0,105 mmol) EtsN-t, majd 162 mg (86 umol) teikoplanint (7) adtunk hozza. 20 éra kevertetés
utan ismét étert adtunk az elegyhez, a kivalt terméket pedig kiszlirtiik €s mostuk tovabbi éterrel,
majd normal fazist oszlopkromatografiaval tisztitottuk. Eluens: MeCN:H20 = 85:15 — 80:20
— 75:25 — 70:30. Hozam: 298 mg (70% 2 1épésre). LC-MS adatok: Id. 3.8. fejezet.
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147
120 mg (0,077 mmol) TB-t (7f) oldottunk 1,5 ml DMF-ben, hozzaadtunk 2,0 ekv. (0,154 mmol,
21,5 pul) EtsN-t és ~5 ekv. (~0,38 mmol, 193 mg) 136-0t, majd 3 6ran at kevertettiik, majd éterrel
kicsaptuk a terméket, kisziirtiik és mostuk éterrel. A koztiterméket (142) oldottuk 2,0 ml DMF-
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ben és hozzaadtunk 11,2 pl (0,08 mmol) EtsN-t, majd 80 mg (0,051 mmol) TB-t (7f), és kb. 20
oran at kevertettiik. A feldolgozas és tisztitas megegyezett az el6z6 vegyiiletnél (146) leirtakkal.
Hozam: 88 mg (32% 2 1épésre) fehér por. tr = 9,89 perc. ESI-MS: m/z 1225,693 ([M + 3H]®*Y);
szamolt: 1225,691 (C170H187ClaN21059S2 + 3H)**. tr = 16,78 perc. ESI-MS: m/z 1211,659 [M +
3H]**; szamolt: 1211,671 (C16sH181Cl4aN19060S2 + 3H)%*.

148

126 mg (0,075 mmol) 140-et oldottunk 1,5 ml DMF-ben és hozzaadtunk 1,2 ekv. EtsN-t (0,09
mmol, 12,5 ul) és ~6,0 ekv. (~0,45 mmol, 227 mg) 136-ot. Az clegyet 3 éran at kevertettiik,
majd az el6zéekkel (146 szintézise) azonos modon feldolgoztuk. A kapott 143 nyersterméket
kiszaritottuk rotadeszten, majd oldottuk 2,0 ml DMF-ben, hozzaadtunk 1,2 ekv. EtsN-t (0,09
mmol, 12,5 ul) és 0,9 ekv. (67,5 umol, 113 mg) 140-et. 20 6ra kevertetés utan ismét feldolgoztuk.
A nyersterméket szilikagélre paroltuk és normdl fazisu oszlopkromatografiaval tisztitottuk.
Eluens: MeCN:H20 = 8:2 — 7:3 (+0,1% V/V AcOH) — 7:3 — 6:4 — 1:1 (+1% V/V AcOH).
Az igy nyert anyagot MeCN:H20 = 1:1 elegyben oldottuk és Sephadex LH-20 géllel toltott
oszlopon tisztitottuk azonos dsszetételli eluenssel. Hozam: 74 mg (26% 2 1épésre) tortfehér por.
tr = 10,45 perc. ESI-MS: m/z 1286,414 [M + 3H]**; szamolt: 1286,429 (C1s2H213Cl4aN230s8S2 +
3H)*".

149

160 mg (37,5 umol) 146-ot oldottunk 1,5 ml DMF-ben, és hozzaadtunk 5,0 ekv. (188 pmol, 30
ul) N,N-dietil-1,3-propandiamint, majd 2,0 ekv. (75 pmol, 39 mg) PyBOP-ot, és 3 oran at
kevertettiik szobahdmérsékleten. Eter hozzaadasara a kivalt terméket kiszfirtiik és tovabb mostuk
éterrel, majd a nyersterméket szilikagélre paroltuk és normal fazisu oszlopkromatografiaval
tisztitottuk. Eluens: MeCN:H20 = 85:15 — 80:20 — 75:25 — 70:30— 60:40 (+1% V/V AcOH).
Hozam: 90 mg (53% 2 1épésre). LC-MS adatok: Id. 3.8. alfejezet.
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80 mg (43 umol) teikoplanint (7) oldottunk 1,0 ml DMF-ben és hozzaadtunk 2,5 ekv. (108 umol,
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15 pl) EtsN-t, majd 70 pl (~0,2 mmol, ~5 ekv.) 139-et. 3 6ran at kevertettiik szobahdmérsékleten,
azutan éterrel kicsaptuk a koztiterméket, tovabb mostuk éterrel, majd kiszaritottuk (rotadeszt).
A kapott 87 mg (35 umol 90% tisztasag esetén) 144 koztiterméket oldottuk 2,0 ml DMF-ben és
hozzaadtunk ~1,0 ekv. (35 umol, 66 mg) teikoplanint (7), majd 24 6ran at kevertettiik. Az
elébbivel azonos modon (146) feldolgoztuk és oszlopkromatografiaval tisztitottuk (normal
fazis). Eluens: MeCN:H20 = 85:15 — 80:20. Hozam: 83 mg (47% 2 1épésre) fehér por. LC-MS
adatok: Id. 3.8. alfejezet.
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80 mg (40 pmol) teikoplanin dietilaminopropil-amidot (116b) (Id. a 118a szintézisénél)
oldottunk 1,0 ml DMF-ben és hozzaadtunk 1,8 ekv. (72 pmol, 10 ul) EtsN-t, majd 70 pl (~0,2
mmol, ~5 ekv.) 139-et. 3 6ran at kevertettilk szobahémérsékleten, majd az elézéekkel azonos
modon feldolgoztuk. A kapott 81 mg (31 pmol 90% tisztasag esetén) koztiterméket oldottuk 2,0
ml DMF-ben és hozzaadtunk ~1,0 ekv. (31 umol, 62 mg) teikoplanin dimetilaminopropil-
amidot, majd 24 éran at kevertettiik. Ujboli feldolgozas utéan oszlopkromatogréfiaval tisztitottuk
(normal fazis). Eluens: MeCN:H20 = 77:23 — 75:25 — 70:30 — 65:35 — 60:40 (+1% V/V
AcOH). Hozam: 59 mg (34% 2 1épésre) fehér por. LC-MS adatok: Id. 3.8. alfejezet.
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N-Boc-TB aminoetil-amid (152)
360 mg (~0,23 mmol) nyers TB-t (7f) oldottunk 3,0 ml DMF-ben, hozzaadtunk 2,0 ekv. (0,46
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mmol, 64 ul) EtsN-t, majd 1,1 ekv. (0,253 mmol, 55 mg) di-terc-butil-dikarbonatot 1,0 ml DMF-
ben oldva. 2 6ra kevertetés utan éterrel kicsaptuk és kiszlrtiik, majd mostuk a nyersterméket,
ezutan szilikagélre paroltuk és normdl fazisu oszlopkromatografiaval tisztitottuk. Eluens:
MeCN:Hz20 = 90:10 — 85:15 (+ 0,2% V/V AcOH). A kapott 285 mg (0,17 mmol) terméket
oldottuk 3,0 ml DMF:DMSO = 1:1 elegyben és hozzaadtunk 2,0 ekv. (0,34 mmol, 23 ul)
etiléndiamint, majd kevertettiik 4-5 6ran at. 40 ml etil-acetatot €s 20 ml étert adtunk az elegyhez,
a csapadékot kiszurtiik és mostuk éterrel. A nyersterméket szilikagélre paroltuk és normal fazisu
oszlopkromatografiaval tisztitottuk. Eluens: MeCN:H20 = 90:10 — 85:15 (+ 0,2% V/V AcOH)
— 80:20 — 75:25 — 70:30 (+0,3% V/V AcOH). Hozam: 130 mg (~35% 2 1épésre). MALDI-
MS: m/z 1727,559 (M + Na*) (szamolt: 1727,4518 [C79Hg2Cl2N10029 + Na™]).

154

65 mg (38 umol) 152-t oldottunk 800 ul DMF-ben és hozzaadtunk 2,0 ekv. (76 umol, 10,6 ul)
EtsN-t, majd 55 pl (~0,11 mmol, ~3 ekv.) 136-ot. 3 ora kevertetés utan feldolgoztuk (Id. 146
eléallitasa). A kapott 62 mg (25 umol, 90% tisztasag esetén) 153 koztiterméket oldottuk 1,0 ml
DMF-ben és hozzaadtunk 2,0 ekv. (50 umol, 7 ul) EtsN-t, illetve ~1,0 ekv. (25 umol, 39 mg)
TB-t (71). 20 6ra kevertetés utan feldolgoztuk és oszlopkromatografiaval tisztitottuk. I. normal
fazis: eluens: MeCN:H20 = 9:1 — 85:15. II. forditott fazis: H2O:MeCN = 70:30 — 65:35 —
60:40 — 58:42. A kapott terméket (46 mg) oldottuk 1,0 ml TFA-ban, egy 6ran at kevertettiik,
majd bepdaroltuk és oszlopkromatografiaval (normal fazis) tisztitottuk. Eluens: MeCN:H20 =
80:20 — 75:25 (+ 0,2% V/V AcOH). Hozam: 31 mg (22% 3 1épésre) fehér por. tr = 9,89 perc.
ESI-MS: m/z 1225,693 ([M + 3H]*"); szdmolt: 1225,691 (C170H187ClaN21059S2 + 3H)3*.
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A szintézis menete megegyezett az 154-nél leirtakkal. Reaktans/reagens mennyiségek: 1. 65 mg
(38 umol) 152, 2,0 ekv. (76 umol, 10,6 ul) EtsN, 55 ul (~0,11 mmol, ~3 ekv.) 136. Il. 65 mg (26
umol, 90% tisztasag esetén) 153 koztitermékhez 2,0 ekv. (50 pmol, 7 pl) EtsN és ~1,0 ekv. (26
umol, 44 mg) 140. Oszlopkromatografia: Eluens: MeCN:H20 = 85:15 — 80:20 (+ 0,2% V/V
AcOH). A kapott terméket (45 mg) oldottuk 1,0 ml TFA-ban, egy o6ran at kevertettiik, majd
beparoltuk és oszlopkromatografidval (normal fazis) tisztitottuk. MeCN:H20 =8:2 — 7:3 — 6:4
(+0,5% V/V AcOH). Hozam: 21 mg (15% 3 Iépésre) fehér por. tr = 7,76 perc. ESI-MS: m/z
1263,058 [M + 3H]**; szamolt: 1263,070 (C177H203ClsN230s8S2 + 3H)*".

N-Trt-Teikoplanin aminoetil-amid (156)

500 mg (0,27 mmol) teikoplanint (7) szuszpendaltunk 5,0 ml DMF-ben és hozzaadtunk 2,5 ekv.
(0,675 mmol, 94 ul) EtsN-t. 1,2 ekv. (0,32 mmol, 89 mg) trifenilmetil-kloridot oldottunk 1,0 ml
DMF-ben és az oldat felét hozzaadtuk a reakcidelegyhez. Kb. 10 perc utan az elegy homogénné
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valt, ekkor hozzaadtuk a maradék tritil-kloridot. 1,5 ora kevertetés utan a terméket etil-acetat:éter
= 1:1 eleggyel kicsaptuk, kisziirtiilk és mostuk éterrel. A kapott nyersterméket (550 mg, ~0,25
mmol) oldottuk 5,0 ml DMF-ben és hozzaadtunk 2,0 ekv. (0,5 mmol, 34 pl) etiléndiamint, majd
~1,0 ekv. (0,25 mmol, 130 mg) PyBOP-ot. 3 6ra kevertetés utan az elébbivel azonos mdédon
feldolgoztuk és oszlopkromatografiaval (normal fazis) tisztitottuk. MeCN:H20 = 80:20 — 75:25
— 70:30 Hozam: 269 mg (47% 2 1épésre) fehér por.

158

240 mg (0,11 mmol) 156-ot oldottunk 2,0 ml DMF-ben, hozzaadtunk 2,0 ekv. (0,22 mmol, 31
ul) EtsN-t és 100 pl (~0,27 mmol) 136-0t, majd 3 oran at kevertettiik. A koztiterméket éterrel
kicsaptuk, kisziirtilk, mostuk és megszaritottuk. A kapott 157 nyerstermék felét (135 mg, 48
umol 90% tisztasag esetén) oldottuk 2,0 ml DMF-ben, hozzaadtunk 2,5 ekv. (120 pmol, 17 pl)
EtsN-t és 1,0 ekv. (48 umol, 90 mg) teikoplanint (7), majd 24 oran 4t kevertettiik. Eter
hozz4adasara a termék kivalt, kiszlirtiik, mostuk és oszlopkromatografiaval (normal fazis)
tisztitottuk. Eluens: MeCN:H20 = 85:15 — 80:20. A kapott terméket oldottuk 1,0 ml 90%
AcOH:THF = 1:1 elegyben, és hozzaadtunk 1,0 ekv. 0,1N HCl-oldatot. Fél ora elteltével az
elegyet szilikagélre paroltuk €s oszlopkromatografiaval tisztitottuk. Eluens: MeCN:H20 = 8:2
— 7:3 (+ 0,2% V/V AcOH). Hozam: 24 mg (10% 3 1épésre). LC-MS adatok: Id. 3.8. alfejezet.
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159

Az 158 szintézise soran kapott nyers 157 koztiterméket (135 mg, 48 umol 90% tisztasag esetén)
oldottuk 2,0 ml DMF-ben, hozzaadtunk 2,5 ekv. (120 umol, 17 ul) EtsN-t és 1,0 ekv. (48 pmol,
90 mg) teikoplanin dietilaminopropil-amidot (116b) (Id. a 118a szintézisénél), majd 24 o6ran at
kevertettik. FEter hozzdadasara a termék kivalt, kisziirtik, mostuk éterrel és
oszlopkromatografidval (normal fazis) tisztitottuk. Eluens: MeCN:H20 = 90:10 — 80:20 —
72:28 — 70:30 — 68:32 — 65:35. A kapott terméket oldottuk 1,0 ml hexafluor-izopropanolban,
2 ora kevertetés utan az elegyet szilikagélre paroltuk és oszlopkromatografiaval tisztitottuk.
Eluens: MeCN:H20=8:2 — 7:3 — 6:4 (+1% V/V AcOH). Hozam: 54 mg (23% 3 Iépésre). LC-
MS adatok: Id. 3.8. alfejezet.
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4. Megbeszélés

A glikopeptid antibiotikumok kotézsebének kozelében 1évé N-terminalis lipofil vagy
egyéb csoportokkal valo dsszekapcsolasa egy jol ismert atalakitasi modja a vegytiletcsoportnak.
E transzformacid6 megvaldsitasdra szamtalan szintetikus modszer hasznalhat6. Ezek koziil
tanszékiink kutatoinak koszonhetd tobb olyan eljaras is, melyek segitségével kivalo biologiai
aktivitasi vegyiiletek sziilettek. Ismert tovabba az is, hogy az anyavegyiilethez kapcsolt
molekularészek, oldallancok szerkezete igen meghatarozo, gyakran latszolag elenyészé
kiilonbségek nagy aktivitasbeli valtozast okoznak. Ezen kiviil nem csak az 10j szubsztituensek,
hanem a kapott vegyiilet egészének fizikokémiai jellegzetességei is fontos szereppel birnak. A
doktori munkam soran eldallitott, lipofil oldallancokat tartalmaz6 0jabb triazolszarmazékok
vagy a szulfonamidok bioldgiai aktivitasa is errdl arulkodik, hiszen a vegyiiletek antibakterialis
és antiviralis hatasa is hangolhat6 volt szerkezetiik szisztematikus valtoztatasaval.

Az antibiotikumok fizikokémiai tulajdonsagai kiemelt fontossagiiak az in Vvivo
alkalmazhatosag szempontjabol, ezért a jobb vizoldhatosag elérése céljabol tobb szénhidrat
egységet is tartalmazd, illetve a C-termindlison bazikus szubsztituenst visel6 amidcsoporttal
rendelkezd teikoplanin szarmazékokat is eléallitottam. Az utdbbi eljaras egy az oritavancinnal
csaknem megegyez6 in vitro antibakterialis hatast vegyiiletet eredményezett, melyet tovabbi
modositasokkal bizonyara még idealisabb fiziko-kémiai tulajdonsagokkal rendelkezo
molekulava lehetne alakitani. Az N-terminalis i0nos jellegének megorzése céljabol sziilettek a
teikoplanin guanidin szarmazékai, melyek az eddigi legjobb antibakterialis hatasu glikopeptid
antibiotikumok tanszékiinkon. Ezek alapjan ugy gondolom, a kapott eredmények nem csak
szamunkra, hanem akar mas kutatdcsoportok szamadra is jo kiinduldpontul szolgalhatnak a
témaban.

A glikopeptid antibiotikumok 6sszetett hatasmechanizmusa miatt nem csak a kotézseb
kornyéki atalakitasokra érdemes fokuszalni, hanem egyéb koncepcidk is fontosak lehetnek.
Ilyenek példaul a dimerizacioval vagy a molekula ionizacids készségével, illetve amfifil
karakterével kapcsolatos szerkezetmodositasok. Ezt figyelembe véve allitottam eld a teikoplanin
kovalens dimereit, illetve a vankomicin aglikonnak egy bazikus, amfifil szarmazékat. Bar a
kapott vegyiiletek nem rendelkeztek a varakozasoknak megfeleld bioldgiai aktivitassal, az
eloallitasukhoz vezeté Otletek megalapozottsaga miatt ezeket az eredményeket is értékesnek
tartom.

A szelektiv antiviralis vankomicin aglikon hexapeptid szarmazékok megsziiletéséhez jo
alapul szolgalt a nagyszamu antiviralis teikoplanin pszeudoaglikon (TC) szarmazék, melyek
eloallitasaban rajtam kiviil a tanszék szamos dolgozdja részt vett. A glikopeptid antibiotikumok
antibakterialisan inaktiv lebontasi termékeinek virusellenes vizsgalata nem ujkeletii, azonban az
itt bemutatott szintézis - ti. a TC esetén legjobb hatast biztositd oldallancok atvitele a lebontasi
termékre - joval megalapozottabb, mint az irodalomban fellelhetd.
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5. Osszefoglalas

Doktori munkam soran két glikopeptid antibiotikum, a teikoplanin és a vankomicin
félszintetikus modositasait végeztem el.

A teikoplanin pszeudoaglikon (14, TC) elballitasara egy egyszerii, koltséghatékony
eljarast dolgoztam ki. Egy korabbi tanszéki kutatas folytatasaként CuAAC reakcioval a TC
N-terminalis 1,2,3-triazolszarmazékait (71c-k) allitottam el6. Ezek kozil a legjobb
antibakterialis hatasunak a 71h a-naftiloximetil szarmazék bizonyult. A 71a n-decil szarmazék
oldallancéba tetraetilénglikol linkert épitve a kapott 93a vegyiilet jo aktivitdst mutatott
influenzavirusok ellen, emellett citotoxicitasa is csokkent. Az alkilcsoport lerdviditésével a
citotoxicitast sikertilt tovabb csokkenteni, azonban az antiviralis hatas is megsziint. A TC
N-terminalis szulfonamid szarmazékait (96a-h) is eldallitottam, melyek ugyan a 7 vagy 14
anyavegylleteknél jelentdsen hatékonyabbak voltak rezisztens baktériumtorzsek ellen, a
triazolok aktivitasat nem multak feliil. A 96a-h szulfonamidok szintén j6 influenzavirus ellenes
hatassal rendelkeztek. A 71h TC triazolszarmazék C-terminalisat bazikus aminocsoportot
tartalmazo amidcsoportta alakitva (105b) az antibakterialis hatast sikertilt tovabb névelnem. A
71h olyan analogjait is eldallitottam, melyek nem csak a C-terminalis szerkezetében, hanem a
peptidvazon jelenlévé szénhidrat egységek szdmaban is kiilonboznek. A két vagy harom
szénhidrat egységet is tartalmazo TB (101, 104) ¢és teikoplanin (100, 103) valtozatok hatasa
koriilbeliil az eredeti 71h triazolszarmazékéval azonosnak adodott, azonban az irodalom alapjan
kedvezObb farmakokinetika varhato toliik.

A teikoplanin és a TC bazikus amidszarmazékainak N-terminalisat N,N’-diszubsztitualt
karbodiimideket alkalmazva lipofil szerkezeti elemekkel funkcionalizalt guanidino-csoportta
alakitottam (118, 119). Az igy nyert vegyiiletek koziil a teikoplanin 119b n-oktil szarmazéka
kivalé hatast volt glikopeptid rezisztens Staphylococcus és Enterococcus torzsek ellen is.

Szelektiv antiviralis vegyiiletek eldallitdsa céljabol a leghatékonyabb és legkevésbé
toxikus teikoplanin szarmazékok oldallancait a vankomicin aglikon hexapeptid (59) N-, illetve
C-terminalisahoz ~ kapcsoltam  CuAAC  reakcioval,  szulfonamidképzéssel  vagy
amidkapcsolassal. A 122a-b N-terminalis triazolszarmazékok megorizték antiviralis hatasukat
¢s elfogadhato szelektivitasi indexiiket, mig antibakterialis hatasuk elhanyagolhatdva valt.

Gram-negativ baktériumok elleni hatas elérése céljabol az 59 vankomicin aglikon
hexapeptidet Gjraacilezve, majd aminoetil-csoportokkal ellatva a 132 bazikus, amfifil vegyiiletet
nyertem. A termék ugyan vankomicin rezisztens Enterococcus faecalis ellen hatékonyabb volt
a vankomicinnél (1), Gram-negativ baktériumokra tovabbra sem hatott.

A teikoplaninbdl és a teikoplanin As-1 (TB) pszeudoaglikonbodl kovalens dimereket
allitottam el kétféle bisz-izotiocianat linker segitségével, kétféle orientacioban. A dimerek

antibakterialis hatdsa nem multa feliil az anyavegyiiletekét.
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6. Summary

During my PhD research | prepared semisynthetic analogues of two glycopeptide
antibiotics, vancomycin and teicoplanin.

A simple, low-cost method was elaborated for the synthesis of teicoplanin
pseudoaglycone (14, TC). As a continuation of a previous research in our department, some
N-terminal 1,2,3-triazole derivatives (71c-k) of TC were prepared using the CUAAC reaction.
Among these, the most active derivative proved to be the 71h a-naphthyloxymethyl analogue.
By introducing a tetraethyleneglycol linker into the side chain of the 71a n-decyl derivative, the
compound obtained (93a) gained significantly good activity against influenza viruses in MDCK
cells, furthermore, its cytotoxicity decreased. By shortening the alkyl group, the cytotoxicity was
further lowered, however, the antiviral activity was also lost. Some N-terminal sulfonamides of
TC (96a-h) were also prepared. Despite being notably more active against resistant strains than
the parent compounds 7 or 14, the sulfonamides did not outperform the triazoles. 96a-h also
possessed good anti-influenza virus activity. By transforming the C-terminus of the most active
analogue 71h into an amide group containing a basic amine function (105b), the antibacterial
activity was successfully enhanced. Analogues that differ from 71h not only in the structure of
the C-terminus, but also in the number of carbohydrates on the peptide core were also
synthesized. The activity of variants with two (TB, 101, 104) or three (TEI, 100, 103)
carbohydrate moieties turned out to be about the same as that of the original triazole derivative
71h, however, according to the literature, they might have better pharmacokinetic profiles.

By utilizing N,N’-disubstituted carbodiimides, the N-terminus of basic amide derivatives
of TC and teicoplanin was transformed into a guanidino-group functionalized with lipophilic
structural elements (118, 119). Among these compounds the teicoplanin n-octyl derivative 119b
had excellent activity both against Staphylococcus and Enterococcus strains.

With the aim of producing selective antiviral compounds, the side chains of the most
active and least toxic teicoplanin derivatives were attached to the N- or C-terminus of vancomycin
aglycone hexapeptide (59) by CuAAC reaction, sulfonamide formation or amide coupling. The
antiviral activity and the acceptable selectivity index of the N-terminal triazole derivatives 122a-
b were maintained, while their antibacterial activity decreased to a negligible level.

With the aim of achieving activity against Gram-negative bacteria, the basic, amphiphilic
compound 132 was synthesized by the reacylation of vancomycin aglycone hexapeptide (59)
followed by the attachment of aminoethyl groups to the aglycone. Although the product was
more active against vancomycin resistant Enterococcus faecalis than vancomycin (1), it did not
gain activity against Gram-negative bacteria.

Starting from teicoplanin and teicoplanin As-1 (TB) pseudoaglycone, some covalent
dimers were synthesized using two types of bis-isothiocyanate linkers, in two orientations. The
antibacterial activity of the dimers did not exceed that of the parent compounds.
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7.

Irodalomjegyzék

7.1. Az értekezéshez felhasznalt irodalom
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10. Fiiggelék
10.1.K6zleményben nem szereplo glikopeptid szairmazékok NMR adatai

ACi-CH(CHy), Acil?  Acils  Acil3
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R'=H vagy R%= H vagy Aci-CH Acilb  Adld  Adiz O ”
;\ Aci-CH(CHa), Az-2
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L NMe
6 _OH
HO
HO-\S
(0)
G-NHCO
G-CH;
118a
R1,R2=H
R3 = -NH(CH?2)3sN(CH2CHzs)2 [jelolése P1-P3; E1-E2]; R4 = n-hexil [H1-H6]
jelolés H 8C jelolés H 3c jelolés H 8C
1b 6,73 118,9 7d 6,36 102,5 H1 2,98 41,7
le 6,92 118,4 7f 6,16 106,3 H2 1,38 29,3
1f 6,95 1248 8b, f 6,85 122,7 H3 1,17 26,0
2b 7,14 130,7 8c, e 7,18 129,3 H4 1,16 31,3
2e 7,03 124.6 8d 6,85 121,3 H5 1,19 22,1
2f 7,46 130,6 H6 0,80 14,2
3b 6,32 110,0 El 2,50 46,3 P1 3,19;3,04 37,6
3d 6,34 105,2 E2 0,95 11,2 P3 2,44 50,1
3f 6,39 103,2 x1 5,60 58,3
4b 5,51 107,6 Gl 4,30 99,9 X2 4,88 54,6
4f 5,06 104,4 G2 3,41 55,8 x3 5,28 58,3
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5e 6,66 117,0 G3 3,36 73,0 x4 5,57 54,8
5f 6,66 125,7 G4 3,02 70,4 X5 4,29 53,7
6b 7,81 128,6 G5 3,03 76,9 X6 4,14 61,3
6e 7,21 123,7 G6 3,64;3,42 61,0 X7 5,60 58,3
6f 7,21 128,4 G-CH3 1,84 23,3 z6 5,46 76,6
118b
R1,R2=H
R3 = -NH(CH2)3sN(CH2CHzs)2 [jelolése P1-P3; E1-E2]; R4 = n-oktil [jelolése O1-O8]
jelolés H 8C jelolés H 13c jelolés H 3c
la - 126,7 6a - 138,4 Gl 4,32 98,7
1b 6,79 118,5 6b 7,86 128,4 G2 3,32 55,9
1c - 141,9 6c - 126,7 G3 3,46 72,6
1d - 147,8 6d - 149,4 G4 3,00 70,6
le 6,95 118,0 6e 7,24 123,1 G5 3,03 76,6
1f 7,04 1244 6f 7,25 127,7 G6 3,70 61,2
2a - 135,3 7a - 137,4 G6 3,41 61,2
2b 7,15 130,5 7b - 117,8 G-CH3 1,88 22,9
2C - 127,4 7c - 157,2 G-NHCO - 169,7
2d - 150,9 7d 6,36 102,1 01 3,01 41,3
2e 7,10 124,3 Te - 157,4 02 141 28,9
2f 7,55 130,1 7f 6,21 106,0 03 1,20 26,0
3a - 140,8 yl - 171,2 04-05 1,25-1,21 | 28,4;28,5
3b 6,33 109,7 y2 - 169,6 06 1,21 31,1
3c - 159,0 y3 - 168,0 o7 1,23 21,8
3d 6,34 104,6 y4 - 170,2 08 0,84 13,5
3e nd. nd. y5 - n.d.
3f 6,39 102,7 y6 - 166,8 P1 3,18 37,3
da y7 - 170,1 P2 1,64 26,3
4b 5,52 107,2 P3 244 498
4c(de) - 1477 x1 5,70 58,2
4d - 134,5 X2 4,90 54,2 El 2,51 45,9
4f 5,09 104,3 x3 531 57,8 E2 0,96 11,1
5a - 125,6 x4 5,63 54,5
5b 7,11 135,5 x5 4,30 53,6 8b,f 6,89 122,1
5¢C - 1215 X6 4,15 60,8 8c,e 7,20 128,7
5d - 155,6 X7 4,40 57,2 8d 6,86 120,6
5e 6,67 116,5 22/7°2 3,21/2,67 36,5 8a - 147,9
5f 6,67 125,3 z6 5,44 75,3 Gu-C - 151,7
118c
R1,R2=H
R3 = -NH(CH2)sN(CH2CHa)z2 [jelolése P1-P3; E1-E2]; R4 = n-decil [jelolése D1-D10]
jelolés H 8C jelolés H 8C jelolés H 3c
la - 126,9 6a - 138,5 Gl 4,30 99,0
1b 6,79 118,6 6b 7,84 128,4 G2 3,36 55,7
1c - 141,9 6¢C - G3 3,41 72,6
1d - 148,1 6d - 149,6 G4 3,00 70,5
le 6,92 117,9 6e 7,23 123,2 G5 3,01 76,8
1f 6,97 1240 6f 7,23 127,6 G6 3,66 61,0
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2a - 1354 Ta - G6 3,42 61,0
2b 7,14 130,5 7b - 117,8 G-CH3 1,85 22,8
2C - 127,4 7c - 156,4 G-NHCO - 170,3
2d - 151,0 7d 6,37 102,1 D1 3,00 41,2
2e 7,05 1243 Te - 157,4 D2 1,41 29,0
2f 7,51 130,3 7f 6,18 106,0 D3 1,19 26,0
3a - 141,0 D4-D7 1,22 28,7
3b 6,32 109,7 yl - 171,2 D8 1,20 31,0
3c - 158,8 y2 - 169,3 D9 1,24 21,8
3d 6,34 104,7 y3 - 168,6 D10 0,84 13,7
3e i 157,9 yé - 170,1
3f 6,41 102,9 y5 - 169,7 P1 3,20;3,10 37,4
4a - 128,1 y6 - 167,1 P2 1,63 26,3
4bh 5,51 107,3 y7 - 170,6 P3 2,43 50,0
4c - 148,0
4e - 147,8 x1 5,66 57,8 El 2,48 46,0
4d - 134,55 X2 4,89 54,4 E2 0,95 11,2
4f 5,09 104,3 X3 5,29 57,9
ba - 125,8 x4 5,60 54,4 8b,f 6,84 122,2
5b 7,05 135,6 x5 4,30 53,6 8c,e 7,17 128,7
5¢c - 121,6 X6 4,14 60,9 8d 6,82 120,4
5d - 155,5 X7 4,41 57,2 8a - 146,7
5e 6,66 116,6 72/7°2 3,21/2,69 36,7
5f 6,67 125,3 Z6 5,49 75,6 Gu-C - 152,2
118d
R1,R2=H
R3 = -NH(CH2)3sN(CH2CHzs)2 [jelolése P1-P3; E1-E2]; R4 = n-dodecil [DD1-DD12]
Jelolés H BC Jelolés H 18C Jelolés H 13C
1b 6,77 118,3 7d 6,36 101,9 P1 3,16 37,4
le 6,94 118,1 7f 6,19 106,1 P2 1,61 26,4
1f 7,04 124,3 P3 2,40 50,0
2b 7,17 130,6 8b,f 6,83 122,2 DD1 2,96 41,2
2e 7,15 124,3 8c,e 7,17 128,5 DD2 1,40 29,2
2f 7,47 129,8 8d 6,79 119,8 DD3 1,21 25,9
3b 6,34 109,8 DD4-9 1,23 28,7
3d 6,34 104,7 x1 5,54 58,1 DD10 1,23 31,0
3f 6,39 102,3 X2 4,93 54,0 DD11 1,26 21,9
4b 5,51 106,9 x3 5,29 57,7 DD12 0,86 13,6
4f 5,09 104,2 X4 5,66 54,4 Gl 4,30 98,3
5b 7,08 135,6 x5 4,29 53,6 G2 3,29 56,1
5e 6,66 116,5 X6 4,14 60,9 G3 3,46 72,5
5f 6,67 125,3 X7 4,40 57,0 G4 2,96 70,7
6b 7,86 128,4 z6 5,46 74,9 G5 3,02 76,9
6e 7,25 123,1 El 2,46 45,9 G6 3,39 61,3
6f 7,25 127,5 E2 0,95 11,4 G-CH3 3,70 61,4
119b

R1 = a-D-manndz, R2 = N-acil-p-D-gliikkozamin

R3 = -NH(CH2)sN(CHa)2 [jelolése P1-P3; N-CHs]; R4 = n-okil
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jelolés | H e | jelslés 1H 1c jelolés 1H 1C
la - 125,2 Te - 157,0 M1 5,25 96,7
1b(le) | 6,84 | 118,0 7f 6,38 107,6 M2 3,25 70,0
1c - 1425 yl - 171,0 M3 3,21 70,1
1d - 149,2 y2 - 168,7 M4 3,54 66,1
1f 6,91 122,2 y3 - 169,0 M5 3,49 73,5
2a - 135,0 y4 - 170,1 M6 3,51 60,5
2b 7,14 130,2 y5 - 169,1
2c - 127,0 y6 - 167,3 01 3,03 41,3
2d - 150,3 y7 - 170,1 02 1,44 28,7
2e 7,06 1241 03; Acil-CH; 1,21 25,8
2f 7,39 130,0 x1 571 58,1 04,5 1,21 28,0
3a - 139,9 X2 4,76 54,6 06 1,21 30,9
3b 6,22 109,6 o7 1,24 21,6
3c - 158,5 x3 5,27 57,9 08; Acil 11 0,85 13,5
3d 6,52 105,2 x4 5,75 54,3
3e - 157,1 x5 4,39 53,5 AG-NHCO - 1719
3f 6,41 103,5 X6 4,17 61,0 Acil 2 2,03 35,7
4b 5,56 107,4 X7 4,50 56,9 Acil 3 1,43 24,7
4c - 1519 | z2/z2 | 3,16:2,67 | 36,6 Acil 4,5 1,15 28,6
4e - 151,2 z6 5,49 75,4 Acil 6 1,25 28,5
4d - 132,7 Acil-CH 1,48 27,0
Af 5,15 104,4 Gl 4,34 98,7 Ar-5-CHCH, 1,10 38,2
5a - 124.,6 G2 3,34 56,0 Acil-CH(CHz)2 0,84 22,3
5h 7,05 135,0 G3 3,49 72,6
5d - 1551 G4 3,03 70,4 P1 3,20;3,14 37,1
5e 6,73 116,0 G5 3,03 76,6 P2 1,67 26,5
5f 6,72 125,5 G6 3,57 60,9 P3 2,31 56,6
6a - 138,1 G6 3,45 61,0
6b 7,84 128,2 G-CH3s 1,88 22,9 2 X N-CH3 2,17 445
6¢ - 126,4 G- - 169,4
6d - 148,8 8b,f 6,91 122,2
6e 7,31 123,2 AG1 5,31 102,0 8c.e 7,23 128,7
6f 7,25 127,3 AG2 3,76 55,7 8d 6,88 120,9
7a - 137,1 AG3 3,61 73,4 8a - 147,3
b - 119,7 AG4 3,30 70,6
7c - 154,2 AG5 3,21 76,7 Gu-C - 151,7
7d 6,71 100,6 AG6 3,68 61,0
119e
R1 = a-D-manndz, R2 = N-acil-B-D-gliikozamin
R3 = -NH(CHz2)sN(CH?3)2 [jel6lése P1-P3; N-CHzs]; R4 = 4-fenilbenzil
jelolés H 13C jelolés H 13C jelolés H 83C
la - 125,3 yl - 171,3 PhBn-CH, 4,40 442
1b 6,81 117,5 y2 - 169,0
le 6,79 118,5 y3 - 168,5 9b,f 7,40 127,7
1c - 143,0 y4 - 169,8 9c,e 7,58 126,3
1f 6,79 122,6 y5 - 169,4 9d - 138,5
2a - 135,2 y6 - 166,8 9a - 139,6
2b 7,11 130,5 y7 - 170,3
2c - 127,2 10b,f 7,61 126,5
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2d - 150,4 x1 5,63 58,3 10c,e 7,44 128,8
2e 7,08 124,2 X2 4,81 54,7 10d 7,34 127,1
2f 7,35 130,1 x3 5,27 58,1 10a - 140,0
3a - 140,2 x4 5,74 54,6
3b 6,23 109,9 x5 4,37 53,7 Acil 1 - 172,3
3c - 158,9 X6 4,18 61,3 Acil 2 2,02 35,8
3d 6,53 105,5 X7 4,49 57,2 Acil 3 1,43 24,9
3e - 1573 | 22/z2 | 315,265 | 368 Acil 4,5 1,14 28,9
3f 6,40 103,7 26 5,49 75,7 Acil 6 1,24 29,0
4a - 134,2 Acil-CH 1,46 27,2
4b 5,55 107,3 Gl 4,35 99,2 Acil-CH(CH3)2 0,83 22,5
4c - 152,1 G2 3,34 56,1 A-5 CHCH, 1,09 38,3
4e - 151,5 G3 3,48 72,8 Az-5 CH,CH3 0,82 11,1
4d - 132,9 G4 3,03 70,6 Ay-5 CHCHj; 0,80 19,0
4f 5,15 104,4 G5 3,03 77,0 Az-3 Acil 9 1,23 31,2
5b 7,05 135,2 G6 3,57;3,45 61,3 Az-3 Acil 10 1,25 21,9
5d - 1554 | G-CHs 1,88 22,9 Ax-3 Acil 11 0,85 13,8
5e 6,72 116,3 |G-NHCO - 169,7
5f 6,72 125,6 P1 3,21;3,14 37,3
6a - 138,5 AG1 5,29 102,3 P2 1,69 26,7
6b 7,83 128,5 AG2 3,75 56,0 P3 2,30 56,8
6c - 126,5 AG3 3,60 73,7
6d - 149,0 AG4 3,29 70,7 2 X N-CHjs 2,18 44,8
6e 7,29 123,5 AGH 3,20 76,9
6f 7,25 127,5 AG6 3,67 61,2 8b,f 6,90 122,5
7a - 137,4 8c,e 7,21 128,9
7b - 119,9 M1 5,26 96,8 8d 6,84 120,4
7c - 1544 M2 3,23 70,3 8a - 149,7
7d 6,71 100,8 M3 3,18 70,3
Te - 157,3 M4 3,55 66,4 Gu-C - 150,7
7f 6,37 107,8 M5 3,48 73,8
M6 3,50 60,8

119f

R1 = a-D-manndz, R2 = N-acil-p-D-gliikozamin

R3 = -NH(CH?2)3sN(CHs3)z [jelolése P1-P3; N-CHzs]; R4 = N-benzil-piperidil

jelolés H 13C jelolés H 1BC jelolés H 1BC

la - 1248 yl - 1711 9b, f 7,25 128,6
1b 6,74 1175 y2 - 168,9 9c,e 7,29 128,1
le 6,80 118,7 y3 - 168,3 9d 7,23 126,7
1c - 142,8 v4 - 169,9 9a - 138,5
1d - 150,1 y5 - 169,2
1f 6,90 123,3 y6 - 166,7 N-Bn-CH; 3,40 61,9
2a - 135,2 y7 - 170,2
2b 7,15 130,6 Pi2,6 1,79;1,37 30,9
2c - 127,3 x1 5,57 58,6 Pi3,5 2,67;1,90 51,7
2d - 150,3 X2 4,83 54,5 Pi4 3,39 48,0
2e 7,13 124,3 x3 5,28 58,2
2f 7,43 130,0 x4 5,75 54,6 Acil 1 - 172,2
3a - 140,2 x5 4,36 53,8 Acil 2 2,02 35,9
3b 6,26 110,0 X6 4,17 61,3 Acil 3 1,44 249
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3c - 158,6 X7 4,48 57,1 Acil 4,5 1,14 28,8
3d | 647 | 1054 | 22/z2 | 321:260 | 369 Acil6 1,25 288
3e - 156,9 z6 5,45 75,2 Acil-CH 1,47 27,3
3f 6,37 103,8 Acil-CH; 1,18 26,4
4a - 134,1 Gl 4,35 98,6 Acil-CH(CHa). 0,85 22,4
4b 5,55 107,2 G2 3,30 56,4 Az-5 CHCH; 1,10 38,4
4c - 152,1 G3 3,52 72,7 Az-5 CH,CH3 0,83 111
4e - 151,6 G4 3,03 70,8 A2-5 CHCH3 0,81 19,0
4d - 132,9 G5 3,03 76,9 Ar-3 Acil 9 1,25 31,2
4f 517 104,5 G6 3,56; 3,44 61,2 Az-3 Acil 10 1,26 219
5b 7,09 135,2 G-CHj3 1,90 23,2 Ax-3 Acil 11 0,86 13,9
5d - 155,2 |G-NHCO - 169,7
5e 6,72 116,4 P1 3,19 37,4
5f 6,72 125,7 AG1 5,30 102,3 P2 1,66 26,9
6a - 138,1 AG2 3,75 56,1 P3 2,29 56,8
6b 7,84 128,5 AG3 3,61 73,7
6¢ - 126,5 AG4 3,29 70,7 2 X N-CHj3 2,16 45,0
6d - 149,0 AG5 3,22 77,0
6e 7,31 123,5 AG6 3,69 61,3 8b,f 6,86 122,2
6f 7,25 1274 8c,e 7,20 128,9
Ta - 137,3 M1 5,23 97,0 8d 6,84 120,6
7b - 119,9 M2 3,20 70,5 8a - 149,2
7c - 154,5 M3 3,15 70,3
7d 6,72 101,0 M4 3,53 66,4
Te - 157,2 M5 3,47 73,8
7f 6,38 107,8 M6 3,51 60,9
120
jelolés H 13C jelolés H 13c jelolés H 8C
c7 - 1747 2f 7,63 128,3 X6 4,20 61,5
c3’ - 170,0 6b 7,86 127,5 X2 4,60 68,7
c6 - 167,2 6f 7,46 127,0 X7 4,32 59,0
c2 - 165,0 5a - 126,2 x4 5,67 54,1
Te - 157,5 6C - 125,8 X5 4,50 53,4
7c - 156,0 5f 6,73 124,7 x3 4,75 51,0
5d - 155,3 2e 7,20 123,6 3a,a’ 2,34/2,14 38,4
4c - 147,6 5¢c - 122,9
4e - 1475 7b - 117,6
6d - 149,1 5e 6,70 116,0
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7a - 139,4 7f 6,58 107,6
2a - 138,0 4b 5,43 106,8
5b 7,26 136,2 4f 5,30 104,7
4d - 134,3 7d 6,31 101,6
4a - 129,2 z6 5,18 71,0
2b 7,16 128,8 z2 5,29 73,0
X =
N=—N

TEG h

/
N TA4 TEGc TEGd TEGg
% \)\/0\/\0/\/0\/\0

TA5  TA-CH, TEGb TEGe TEGf TEGI  TBS
122a
jelolés 'H 1BC jelolés H 1BC jelolés H BC

c’ - 174,6 6f 7,46 1274 TA-CH; 459 63,4
c4 - 168,7 6C - 126,2 TA4 - 143,1
c2 - 163,6 2f 7,77 129,2 TA5 8,40 125,7
c6 - 167,0 2e 7,29 124,3 TB-CH; 4,47 63,3
7e - 157,4 6e 7,23 123,1 TB4 - 144,3
7c - 155,9 5¢c - 122,6 TB5S 8,04 1241
5d - 155,1 7b - 117,6

4e - 147,3 5e 6,67 116,0 TEG b 3,59 68,9
4c - 148,0 7f 6,62 108,1 TEG 3,50 69,7
2d - 150,2 4b 5,72 107,3 TEGh 3,81 68,6
6d - 148,7 4f 5,19 104,5 TEG i 4,50 49,2
6a - 142,6 7d 6,29 101,7

2a - 139,2 z6 5,19 71,2 D1 3,41 69,5
7a - 139,5 z2 5,28 72,5 D2 1,48 28,8
5b 7,21 136,3 D3 1,25 25,3
4d - 133,8 X6 4,17 61,8 29,1
4a - 129,3 X2 6,10 67,0 29,0
2c - 126,6 x7 4,32 59,3 Da-7 | 129121 7389
2b 7,51 127,5 x4 5,79 54,7 28,7
5a - 125,8 x5 4,50 53,5 D8 1,24 31,0
6b 7,89 127,7 X3 411 52,0 D9 1,26 22,0
5f 6,74 1247 3a,a’ 2,93;2,17 34,5 D10 0,86 13,8
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N=N TEG ¢ TEGd TEG g T/EQ/N "
X= g%/N\){/O\/\O TEr O TEG "
Ts  TEGa TEGD TEGe
122b
jelolés 1H 15C jelolés 1H 13c jelolés 1H 13c

c’ - 174,9 5f 6,74 1245 X5 4,49 53,5
cd - 168,9 6f 7,45 127,1 X3 4,09 51,7
c6 - 166,9 6c - 126,3

7e - 157,4 2f 7,77 128,8 3a,a’ 2,91;2,16 34,4
7c - 155,8 2e 7,28 124,0

5d - 155,2 6e 7,23 122.8 TS 8,38 1254
4e - 147,5 5C - 122,6 T4 - 142,8
4c - 148,1 7b - 117,7 TEG b 3,59 68,8
2d - 150,2 5e 6,67 115,6 TEG 3,49 69,5
6d - 1488 7 6,62 1078 | TEGh 3,52 66,4
6a - 142,7 4b 571 107,2 TEG | 3,57 375
2a - 139,3 4f 5,17 1044 | T-CH, 4,59 63,5
7a - 139,4 7d 6,29 101,4

5b 7,20 135,9 26 5,18 71,2 M2,5 - 166,1
4d - 133,9 22 5,27 72,3 M3,4 - 1355
4a - 129,4

2¢ - 1266 X6 417 61,7 B1 3,25 305
2b 7,50 1271 X2 6,09 67,1 B2 1,55 31,9
5a - 125.9 X7 433 59,1 B3 1,37 20,7
6b 7,90 127,5 x4 5,79 54,5 B4 0,87 13,2

123
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jelolés H 1B3c jelolés H BC
c7 - 175,2 7f 6,61 107,8
c6 - 167,0 4b 5,43 106,4
Te - 157,0 4f 5,22 104,0
7c - 156,0 7d 6,33 101,4
4e - 147,8 z6 5,16 70,8
2d - 150,5 z2 5,19 70,9
6d - 148,9 X6 4,20 63,0
2a - 139,1 X2 4,18 61,9
Ta - 139,2 X7 4,30 59,2
4d - 134,5 x4 5,63 54,3
2b 7,16 128,5 x5 4,43 53,5
5a - 125,6 x3 4,61 50,5
6b 7,85 127,6
5f 6,71 124,1 H1 3,06 52,5
6f 7,45 127,0 H2 nd. nd.
2f 7,60 127,9 H3 1,36 26,9

2e (6e) 7,23 1240 H4 1,24 29,1
5¢c - 122,8 H5 1,26 21,6
7b - 117,7 H6 0,86 13,5
5e 6,71 115,9

X =
FSN—EZ\‘ N=N
» N A o TEGc TEGd TEGg OE{/
TA5  TA-CH, TEGb TEGe TEGf TEGI
125a

jelolés H 13C jelolés H Bc jelolés H Bc

c3’ (c3) - 170,2 6f 7,47 126,7 TA-CH; 4,53 63,0
c7 - 170,5 6¢ - 125,7 TA4 - 143,7
c5 - 169,1 2f 7,59 127,6 TAS 8,03 124,1
c6 - 168,3 2e 7,20 123,1 TB-CH; 4,47 63,0
c2 - 170,1 5¢ - 121,8 TB4 - 1441
Te - 156,9 7b - 1179 TB5 8,04 1239
7c - 156,3 5e 6,73 116,2 TEG-CH; 3,49 69,4
5d - 155,0 7f 6,20 105,9 TEG-CH; 3,52 69,4
(4e) - 147,3 4b 5,48 106,3 TEGb 3,56 68,6
(4c) - 147,1 4f 5,27 104,0 TEGh 3,82 68,4
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2d - 150,2 7d 6,39 101,9 TEG i 4,52 48,9
6d - 149,0 D1 3,42 69,2
6a - 141,6 6 5,28 711 D2 1,50 28,9
2a - 138,8 2 5,10 715 D3 1,27 25,4
7a - 137,1 X6 4,25 61,7 D4 28.7
5b 7,25 135,3 X2 3,62 60,9 D5 1.26- 28,9
4d - 133,7 X7 4,39 57,5 D6 1.23 29,0
4a - 128,7 x4 5,70 53,9 D7 29,1
2c - 126,5 x5 4,45 53,5 D8 1,24 31,1
2b 7,17 128,6 x3 4,70 50,6 D9 1,27 21,8
5a - 126,2 D10 0,86 13,8
6b 7,84 1272 3a2” | 230217 | 386 El 3,61 39,0
5f 6,79 125,1 E2 4,53 48,2
B4
X= E2 TEGh N
N N o\ TEGe TEGd o TR A~
: E1 }E_))\TEgao ~0 0" 5. TEGT O rEGi

125b
jelolés H 183C jelolés H BC

c3 - 170,5 4f 5,26 104,0

c7 - 170,7 7d 6,38 101,7

c5 - 169,2 26 5,27 711

c6 - 168,4 7) 5,09 71,4

c2 - 170,3 X6 4,24 61,8
c8(Asn) - 170,5 X2 3,61 60,9

7e - 157,0 X7 4,38 57,6

7c - 156,4 x4 5,68 53,9

5d - 155,0 x5 4,44 53,5

(4e) - 1474 X3 4,69 50,6

(4c) - 1473 32,2’ 2,28,2,16 38,4

2d - 150,4

6d - 149,2 T4 - 143,8

2a - 138,9 T5 8,02 124,3

7a - 137,3

5b 7,25 135,3 M2,5 - 166,0

4d - 133,9 M3,4 - 135,5

2b 7,17 128,6

5a - 126.5 B1 3,26 30,3
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6b 7,84 1275 B2 1,56 31,7
5f 6,78 125,2 B3 1,38 20,7
6f 7,47 127,0 B4 0,87 13,1
6c - 125,9 El 3,60 38,8
2f 7,58 127,7 E2 451 47,9
2e 7,19 123,1 TEG-CH; 3,565 68,8
6e 7,29 123,1 TEG-CH; 3,51 69,3
5¢c - 121,9 TEG-CH, 3,47 69,4
7b - 118,0 TEG a 4,52 63,1
5e 6,72 116,1 TEGh 3,62 66,5
7t 6,19 106,0 TEGIi 3,57 37,4
4b 5,46 106,4
127
jelolés 13C jelolés H 13c jelolés H 8C
c3 170,3 5a - 126.4 z2 5,10 71,6
c7 170,4 6b 7,84 127,4 X6 4,23 61,9
c5 169.2 5f 6,78 125,8 X2 3,61 61,6
c2 170,3 6f 7,43 127,0 X7 4,37 57,5
Te 157.0 6C - 125,7 x4 5,70 54,0
7c 156.3 2f 7,57 127,6 x5 4,43 53,6
5d 155.0 (2e) 7,19 123,1 X3 4,69 50,6
(4e) 147,4 (6€) 711 1222 3aa | 229218 | 385
(4c) 1472 5¢ - 1218 E1 3,25 39,0
6d 149.1 7b - 118,0 E2 3,05 41,3
2a 138.9 5e 6,74 116,1 H1 3,01 50,9
Ta 1374 7f 6,22 106,0 H2 1,64 22,9
5b 1354 4b 5,47 106,5 H3 1,38 27,0
4d 133,9 4f 5,27 104,1 H4 1,27 30,6
4a 128,8 7d 6,39 101,9 H5 1,28 21,5
2b 128,6 z6 5,27 71,1 H6 0,87 13,4

142



D4

D6

D8 D10

143

D1 CHs
D3 D5 D7 D9
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E2 7
HNT NN
E1
132
Vankomicin aglikon
jelolés 'H 1BC jelolés H 1BC jelolés H 13C
cl - 175.16 4d - 134.29 4f 5.54 104.65
c3 - 173.4 4a - 1334 7d 6.92 101.43
c7 - 1729 2c - 129.25 26 5.63 714
c4 - 170.3 2b 7.48 129.21 z2 5.55 70.07
c5 - 168.8 5a - 128.06 X6 4.29 63.22
c6 - 162.9 6b 7.68 127.96 X2 4.86 59.10
c2 - 162.6 5f 7.32 127.73 X7 4.69 58.56
Te - 158.8 6f 7.60 127.18 x4 5.85 55.02
7c - 156.8 6c - 126.69 x5 4,54 54.53
5d - 155.5 2f 7.72 125.14 x1 4.19 53.88
(4e) - 152.70 2e 7.48 124.59 x3 4.85 51.69
(4c) - 151.55 6e 7.34 124.02 la, a’ 1.81, 38.37
2d - 150.22 5¢ - 123.23 3a 2.61 37.82
6d - 149.55 7b - 121.52 1b 1.74 24.32
6a - 140.19 5e 7.24 115.31 (1c) 0.99 22.06
2a - 137.8 7f 6.62 107.97 (1d) 0.91 20.14
Ta - 135.94 4b 5.60 105.82
5b - 134.86
n-dekanoil oldallanc 2-aminoetil oldallancok
jelolés H 3c jelolés H 13c
D1 - 178.8 El 3.81,3.65 37.2
D2 217 35.44 E2 3.26 38.78
D3 1.43 25.2 F1 4.68 69.96
D4 28.06 F2 3.56 39.51
D5 1.19- 28.29 Gl 4.32 65.12
D6 1.29 28.38 G2 3.35 38.62
D7 28.68 H1 423,429 | 655
D8 1.23 31.05 H2 3.22 38.53
D9 1.26 21.91 11 4.38 64.23
D10 0.86 13.28 12 3.52 38.80
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