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1. Bevezetés

A biologiai rendszerekben is keletkez6 szabadgyokok kozos jellemzoként egy, vagy
tobb pérositatlan elektront tartalmaznak. Ezek a parositatlan elektronok, elfoglalva
egy atom-/molekulapalyat, altaldban nagy reaktivitdst eredményeznek. A
szabadgyokok széleskorii jelenléte a Szervezetiinkben nagyrészt oxigénfliggd
életmodunknak koszonhetd. Nevezetesen, az aerobikus metabolizmus miatt reaktiv
oxigén és nitrogén szarmazékok folyamatos aramat termeljik. A szabadgyokok
jelentds része, mintegy a kémia véletleneként képzédik a mitokondrialis elektron
transzport lanc folyaman, ahol elektron szivargas kovetkeztében az oxigén
befejezetlen redukciojaval O," johet létre. Ez a gyok forrasként szolgal a reaktiv
oxigén szarmazékok tovabbi képviseldinek képzodéséhez, a ‘OH ¢és H,0,
keletkezéséhez. A °OH a biologiai rendszerekben megtalalhatdo leger6sebb
oxidaloszer. A képz6dési helyéhez kozel, szinte szelektivitas nélkiil timadja meg a
sejtet alkotdo molekulakat. Mindekozben a O," és H,O, kevésbé reaktivak, lehetévé
téve szamukra egyedi funkciok bet6ltését a sejtben. Jollehet a mai tudasunk alapjan
nélkiilozhetetlen szerepet jatszanak a normal fiziologids miikodésben, ezen
szarmazékok keletkezése mégis ,.kétéli fegyver”. Szamos betegség patofizioldgidja
kothetd ugyanis ezen, egyébként hasznos szarmazékok thlzott képz6déséhez olyan
korilmények kozott, amikor a redox homeosztazist a szervezet mar nem képes
fenntartani. Az igy létrejovd allapotot nevezziik oxidativ stressznek, mely soran az
antioxidans védekezd rendszer nem tudja ellatni feladatat megfelelden. Mivel ez a
jelenség szamos betegség kifejlodéséhez kothetd, nagy érdeklodés veszi koriil az
olyan reakciok megértését, melyek a reaktiv oxigén szarmazékok és a biomolekulak
kozott jatszodnak le a nanoszekundum-mikroszekundum idéintervallumban.

A °OH oxidalo képessége sok kutatot megihletett egy, az emberiséget érint6, lestjtd
probléma vizsgalatara, a kornyezetszennyezés minimalizalasara. A tarsadalmi jolét
eredményeként vegyi anyagok hatalmas mennyisége termel6dik és jut ki a
kornyezetbe. A bioszférat jellemz6 ciklusoknak kdszonhetéen ez kozvetve mérgezi az
életiinket. A fenntarthato fejlodés elérése érdekében az emberi tevékenység okozta
hatasokat minimalizalni sziikséges. A vizi kornyezetre koncentralva ez részben
elérhetd a gyogyszermaradvanyok eltavolitasival, mely szennyezdék elkeriilhetetlentil
a kornyezetbe jutnak az ember anyagcsere-folyamatainak eredményeként. Ezen
anyagok koziil az antibiotikum maradvanyok vilagviszonylatban is jelentds
egészségiigyi kockazatot jelentenek. Szamos tanulmany ismertet olyan modszereket,
melyek a *OH reakcioin alapulva tavolitjak el a nemkivanatos gyogyszerszennyezoket.

A sugarkémia egyedi eszkozoket nyujt tetszbleges anyagok szabadgyokos
reakcioinak tanulmanyozasahoz. Ez az anyag lehet kornyezeti szennyezo, vagy egy
biologiailag fontos vegyiilet. Az antibiotikumok egy sajatos csoportja, nevezetesen a
penicillin szarmazékok, jelentSs figyelmet kaptak a kornyezetvédelem és a biokémia
teriiletén is. A PhD munka a penicillin szarmazékok egy-elektron oxidacios ¢és
redukcios folyamatainak tanulmanyozasan alapul.



2. Irodalmi attekintés — célkitiizések

21. A "OH dltal eldidézett oxiddcio mechanizmusdnak tanulmdnyozdasa egy
modellként szolgalo penicillin szarmazékon

A °"OH képes szinte barmilyen biomolekulat oxidalni diffuzio kontrollalt
sebességgel, gyakorlatilag véletlenszerlien. Ennek ellenére bizonyos szelektivitas
mégis megfigyelhet6. A fehérjék és a peptidek, mint az é16 szervezetek leggyakoribb
Osszetevoi, a reaktiv oxigén szarmazékok alapvetd célpontjai [1]. Az oxidansok
szamos partnere koziil a tirozin aromas gytiriije, a metionin tioéter része és a cisztein
tiolcsoportja a leginkabb kedvezményezett. Ezek sok karos és védelmez6 folyamatban
szerepet jatszanak az oxidativ stressz koriilményei kozott [2].

Az emlitett megfontolasok alapjan egyértelmii, hogy a *OH és fehérjék kozott
lezajlo reakciok mechanizmuséanak feltarasa és a keletkez6 gyokok sorsanak kovetése
fontos a gyogyszerkutatds jovojét tekintve. Folyamatban 1évé kutatisok modell
peptideken vizsgaljak az egy-elektron oxidacio kezdeti eseményeit [3]. A
tanulmanyok soran azonban az is nyilvanvalova valt, hogy fehérjékben a helyzet
sokkal bonyolultabb, azok komplex és kifinomult szerkezetébdl adodoan.

Peptidekben (pl. enkefalinok) és fehérjékben metionin és tirozin/fenilalanin
egységek egyidejilleg lehetnek jelen. Ez tovabb bonyolitja a helyzetet, hiszen
mindegyik rész érzékeny a *OH tamadasaval szemben. Az aromas és tioéter rész
egyidejii jelenléte egy molekulan beliil szintén fennall bizonyos mikroorganizmusok
altal termelt masodlagos anyagcseretermékekben, a penicillin szarmazékokban. Az
amoxicillin (mely egy széleskortien alkalmazott félszintetikus penicillin szarmazék)
sajatsagos szerkezete lehetdvé teszi a *OH kompeticios reakcidjanak tanulmanyozasat
az egyes molekularészekkel (1. abra). Tovabba, gyogyszerként a penicillin
szarmazékok is jelen lehetnek in vivo az oxidativ stressz soran.
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1. abra Amoxicillin molekula: tioéter és fenolos részegységekkel

Ezekb6l a célokbol adoddan az amoxicillin szabadgyokok altal eldidézett
oxidacidjanak  mechanizmusat tanulmanyoztuk a sugarkémia eszkozeinek
segitségével. Az oxidacio kezdeti 1épéseit impulzusradiolizis kisérletekkel tartuk fel.
Végtermék-vizsgalatokat végeztiink kiilonboz6é koriilmények kozott, hogy szélesitsiik
az ismereteinket a komplex reakcidk megértéséhez, illetve a kiilonboz6 reaktiv
koztitermékek hozzajarulasanak megismeréséhez.

[1] Du, J.; Gebicki, J. M. Int. J. Biochem. Cell B 2004, 36, 2334-2343.

[2] Davies, M. J. In Encyclopedia of Radicals in Chemistry, Biology and Materials; Chatgilialoglu,
C., Studer, A., Eds; Wiley: New York, 2012; 1425-1458.

[3] Houée-Levin, C.; Bobrowski, K. J. Proteomics 2013, 92, 51-62.



2.2. Penicillin szarmazékok egy-elektron redukcioja az oxidativ stressz jelenséggel
kapcsolatban

A baktericid antibiotikumok esetén baktériumokban ¢€s eukariota sejtekben
megfigyelt oxidativ stressz jelenségével szamos tanulmany foglalkozik [4,5]. Jol
ismert, hogy kiilonféle antibiotikumok (igy a penicillin szarmazékok is) céloznak
mitokondrialis komponenseket, ennek eredményeként reaktiv oxigén szarmazékokhoz
vezetd reakcioutak valdsulhatnak meg. A konkrét mechanizmus nem ismert, holott
meghatarozasa elengedhetetlen szamos vita tisztazasahoz ezen a teriileten [6].

Ebb6l a szempontbol kiilonosképpen érdekes volt szdmunkra a penicillin
szarmazékok egy-elektron redukcidjanak mechanizmusa. A mitokondrialis elektron
transzport lanc kozelében elektron szivargas kovetkeztében ugyanis egy-elektron
redukcio torténhet, amely olyan reaktiv koztitermékekhez vezethet, melyek képesek
biomolekulak tamadasara, vagy elektron atadasra egy megfelelé partnernek, példaul
az Op-nek. Ez a folyamat tovabbi informacioval szolgalhat a penicillin szarmazékok
esetén is megfigyelt oxidativ stressz jelenség megértésé¢hez.

Ezzel a szandékkal, valasztott penicillin szarmazékok - amoxicillin, ampicillin,
kloxacillin, és a k6zos 6-aminopenicillansav részegység (2. abra) - egy-elektron
redukcios mechanizmusat tanulmanyoztuk impulzusradiolizis segitségével.
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2. abra Valasztott penicillin szarmazékok az egy-elektron redukcid
tanulmanyozasahoz

[4] Dwyer, D. J.; Collins, J. J.; Walker, G. C. Annu. Rev. Pharmacol. Toxicol. 2015, 55, 313-332.

[5] Kalghatgi, S.; Spina, C. S.; Costello, J. C.; Liesa, M.; Morones-Ramirez, J. R.; Slomovic, S.;
Molina, A.; Shirihai, O. S.; Collins, J. J. Sci. Transl. Med. 2013, 5, 1-11.

[6] Imlay, J. A. Curr. Opin. Microbiol. 2015, 24, 124-131.



2.3. Antibiotikumok eltavolitasa szennyvizekbdl — a fenntarthato jové felé

Az antibiotikumok, ezen beliil is a penicillin szarmazékok artalmas vizszennyezék
[7]. Jelenlétiik a szennyvizben eldsegiti az antibiotikum rezisztencia terjedését szamos
baktériumtorzs kozott, aminek komoly hatdsa van az emberi egészség jovojére. Az
antibakterialis aktivitas eltavolitdsahoz nagyhatékonysagli oxidacios eljarasok
alkalmazasa igéretes lehet [8]. Ezek a modszerek hidroxilgyokot alkalmaznak
oxidalészerként.

2.3.1. A B-laktam gy(rii lebontasa az antibakterialis aktivitas eltavolitasa céljabol

A PB-laktam gytirli elengedhetetlen a penicillin szarmazékok szamara az
antibakterialis aktivitas kifejtéséhez (ez a rész az Ugynevezett farmakofor).
Kompeticio jatszodik le a tavoli aromas és tioéter egységek kozott a *OH tamadasaért.
Ez a kompetici6 egyértelmilen meghatarozza az antibakterialis aktivitas
megsziintetésének hatékonysagat. A tioéter rész ugyanis kozel helyezkedik el a
farmakoférhoz és az egy-elektron oxidaciobol szarmazd koztitermékek végiilis
el6idézhetik a gylirli lebontdsat. Kordbban kinetikai méréseket alapul véve
megallapitottak, hogy a *OH tamadésa féként a penicillinek aromas oldallancan
torténik és ezért ugy gondoltak, hogy a *OH eredménytelen lesz az antibakterialis
aktivitas eltavolitdsaban [9,10]. Ezzel szemben, az amoxicillin *OH altal eldidézett
oxidacidjanak vizsgalata soran (lasd 2.1-es fejezet) eltérd kép rajzolodott ki
szamunkra.

Ez az ellentmondas sarkallt benniinket a lényeges farmakofor -eltavolitas
hatékonysaganak vizsgalatara kiilonbozé koriilmények kozott és az ehhez vezetd
reakcio utak felderitésére, melyek a B-laktam gytirli felnyilasahoz vezethetnek. Ebbol
a szemszOgbol a "OH és a ey elbidézte inaktivalas mechanizmusat tanulmanyoztuk
kinetikai megkozelitésben is az amoxicillin molekulan és annak részkomponensein
keresztiil (3. abra).
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3. abra Amoxicillin és annak részkomponensei, mint a vizsgalat targyai

[7] Andersson, D. I.; Hughes, D. Nat. Rev. Microbiol. 2014, 12, 465-478.

[8] Michael, I.; Rizzo, L.; McArdell, C. S.; Manaia, C. M.; Merlin, C.; Schwartz, T.; Dagot, C.;
Fatta-Kassinos, D. Water Res. 2013, 47, 957-995.

[9] Song, W.; Chen, W.; Cooper, W. J.; Greaves, J.; Miller, G. E. J. Phys. Chem. A 2008, 112,
7411-7417.

[10] Dail, M. K.; Mezyk, S. P. J. Phys. Chem. A 2010, 114, 8391-8395.



2.3.2. Az oxidacio soran képzdo termékek hatasa baktérium torzsekre

A szennyvizben talalhaté antibiotikum nyomok eltavolitasara a nagyhatékonysagu
oxidacios eljarasok igéretes technikdknak bizonyultak azok nagy hatasfokabol
adoddéan. Ugyanakkor a kozelmultban megjelent néhany tanulmanyban a kezelést
kovetden megmaradé antibakterialis aktivitasrol szamolnak be, melyet a *OH altal
képzett termékeknek tulajdonitottak [11-14].

Célunk B-laktam antibiotikumokbol (amoxicillin, ampicillin, kloxacillin) a kezelés
soran képz6d6 termékek baktériumokra gyakorolt hatasainak vizsgalata szerkezet-
alapi és mikrobiologiai megkozelitésekkel Gram-pozitiv és Gram-negativ torzseket
alkalmazva (4. abra).

Nagyhatékonysdgu oxiddciés kezelés

Baktériumokra hat6 szelektiv nyomas

Kémiai megkozelités + lMikrobiolégiai megkozelités

A farmakofér kovetése Biologiai tesztek

4. abra A tanulmany kisérleti megkozelitése

2.3.3. Penicillin szarmazékok egy-elektron  oxidacios mechanizmusa a
nagyhatékonysagu oxidacios eljarasok tekintetében

A nagyhatékonysagi oxidacios eljaras soran képz6d6 reaktiv koztitermékek
meghatarozasa és jellemzése ("OH elSidézte oxidacid) nélkiilozhetetlen az
antibakterialis aktivitas eltavolitasanak hatékonysagat befolyasold folyamat
paramétereinek megértéséhez. Ezért a nagyhatékonysagu oxidacié mechanizmusat
tanulmanyoztuk impulzusradiolizis technikat felhasznalva °*OH és Cl,"/Br,"
alkalmazasaval. A gyokanionok a "OH és a CI'/Br kozotti reakcioban képzdédnek,
mely anionok a szennyvizmintakban leggyakrabban el6fordulé halogenid-ionok. A
Cl,*/Br;" reakcidinak sos vizek esetén van hatasa a lebontas mechanizmusara [15].

[11] Dodd, M. C.; Kohler, H. P. E.; von Gunten, U. Environ. Sci. Technol. 2009, 43, 2498-2504.

[12] Dodd, M. C.; Rentsch, D.; Singer, H. P.; Kohler, H. P. E.; von Gunten, U. Environ. Sci.
Technol. 2010, 44, 5940-5948.

[13] Dimitrakopoulou, D.; Rethemiotaki, I.; Frontistis, Z.; Xekoukoulotakis, N. P.; Venieri, D.;
Matzavinos, D. J. Environ. Manage. 2012, 98, 168-174.

[14] Jung, Y. J.; Kim, W. G.; Yoon, Y.; Kang, J. W.; Hong, Y. M.; Kim, H. W. Sci. Total Environ.
2012, 420, 160-167.

[15] Yang, Y.; Pignatello, J. J.; Ma, J.; Mitch, W. A. Environ. Sci. Technol. 2014, 48, 2344-2351.



3. Modszerek
3.1. Besugarzds

A y-radiolizis kisérletek elvégzése soran a mintikat 2,3 x 10%® Bqg (~ 62000 Ci)
aktivitast ®°Co y-forrassal (Izotop Intézet Kft., Budapest) sugroztuk be.

Az impulzusradiolizis kisérletekhez Tesla Linac LPR-4 tipust elektrongyorsitot
alkalmaztunk (TESLA V. T. MIKROEL, Praga, Cseh Koztarsasag) kinetikus
spektrofotometrias detektalassal.

3.2. Analitikai modszerek

Az UV-Vis abszorpciés spektrumokat Jasco 550 spektrofotométerrel rogzitettiik.

Az FTIR spektrumokat Unicam Mattheson Research Series 1 késziilékkel vettiik
fel.

A BC NMR spektrumokat (500 MHz) Bruker DRX-500 Avance spektrométer
alkalmazasaval rogzitették.

A termékek azonositasahoz nagyhatékonysagu folyadékkromatografiaval csatolt
tomegspektrometrias technikat alkalmaztunk (LC/MS). A termékek elvéalasztasa
Agilent 1200 liquid chromatograph (LC) segitségével 2,1 mm x 100 mm Phenomenex
Kinetex XB-C18 oszlopon tortént. Ez a rendszer egy Agilent 6410 triple quadrupole
MS/MS késziilékhez csatlakozott, mely elektrospray ionizacids illesztéegységgel
rendelkezett. A tomegspektrometrias adatokat Agilent MassHunter Qualitative
Analysis szoftverrel értékeltiik ki (1.3.157.0-4s verzio).

A felszabaduldo CO, mennyiségét kozvetett modon hataroztuk meg a minta teljes
szerves széntartalmanak (Total Organic Carbon (TOC) content) mérésén keresztiil
Shimadzu TOC-L késziilék felhasznalasaval.

3.3. Bioldgiai elemzés

A toxicitas teszteket Vibrio fischeri baktérium torzs alkalmazasaval (Agricultural
Research Service Culture Collection, NRRL-B-11177, Hach Lange GmbH,
Diisseldorf, Németorszag) a DIN EN ISO 11348-2 szabvany alapjan hajtottuk végre,
annak néhany modositasaval. A lumineszcens (akut és kronikus toxicitas) intenzitas és
optikai denzitas (OD, 435 nm-en) méréséhez LUMIStox 300 késziiléket alkalmaztunk
(Hach Lange GmbH, Diisseldorf, Németorszag).

Az antibiotikum érzékenységi teszteket Bacillus subtilis (American Type Culture
Collection (ATCC), ATCC 6633), Staphylococcus aureus (ATCC 6538) és
Escherichia coli (ATCC 25922) torzseken végeztiik. Az agar diffuzios tesztek soran
tripton gliikoz agar (TGA) lemezeket hasznaltunk. A taptalaj higitasi tesztekhez
RABIT impedimetrids késziiléket alkalmaztunk (Don Whitley Scientific, Egyesiilt
Kiralysag).



4. Eredmények és értékelésiik
4.1. Amoxicillin szabadgydkok dltal eldidézett atalakulasai

A "OH ¢és az amoxicillin tioéter részegysége kozti reakcio elsd lépéseként OH-
addukt képzoédik a kénatomon ((a) (5. abra)). A "OH a fenolos oldallancon reagalva
dihidroxiciklohexadienil ~gyokot képez (D). A  keletkezett gyok Fe(CN)g®™
alkalmazasaval, gyors reakcioban oxidalhaté (C) miel6tt még a dehidratacios lépés a
fenoxil gyokhoz (d) vezetve végbemenne, eltavolitva a koztiterméket (b) a
rendszerb6l. A kénatomon létrejové *OH addukt atalakulhat "OH kilépésével, kén
kozpontu gyokkationt eredményezve (e). A kénatommal szomszédos a-szénatom
deprotonalodasan keresztiil a tovabbiakban o-(alkiltio)alkil gyok (f) képzddik, mely
leginkabb rezonancia hatarszerkezettel irhatd le (f és g). A kén kozpontu gyokkation
(e) képes bels6 elektron atadasra a karboxilat egység kozremitkodésével. A tavoli kén
atomot célzo elektron atadast (h-hoz vezetve) CO, felszabadulas koveti, ezzel
példazva a pszeudo-Kolbe reakcié egyik valtozatat. A folyamat végiil a-aminoalkil
tipust gyok képzddéséhez vezet (i). Az a-aminoalkil tipusa gyok B-fragmentacion
mehet keresztiil thyil gyokot (j) szolgaltatva egyensulyi reakcioban. A tioéter
szarmazékokbol ered6 gyokkation (€) hajlamos mas heteroatommal, vagy kénatommal
komplexalas révén stabilizalodni. A 1étrejové harom-elektronos kotés (20/1c*) a
gyokkation parositatlan p elektronja és a donor atom (N, O, S) maganos p elektron
parjanak kolcsonhatasa révén keletkezik. S.”.O harom-elektronos gyok komplexek
képzoédhetnek intramolekularis kolesonhatas révén is a sztérikusan elérhetdé karboxil
funkcid részvételével, k koztiterméket szolgaltatva. A koztitermékek szamitott
sugarkémiai hozamai alapjan az amoxicillin molekulaban a kénatom sokkal
érzékenyebb a "OH tamadasra, mint az aromés 1ész.
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5. abra Az amoxicillin *OH altal el6idézett atalakulasai



A reakcié mechanizmusbol kovetkezik egy rovid életii és egy stabilizalt hossza
életli "OH kén addukt jelenléte. Ez a stabilizacio hidrogén kotés 1étrejottén keresztiil
valosulhat meg a sztérikusan hozzaférhet6 karboxilcsoport kozremiikodésével.

Végtermék-vizsgalatok alapjan a kén oxidacioja féként a megfelelé szulfoxid
képzodéséhez vezet. A szulfoxid keletkezésében az oldott oxigén jelentSs szerepet
jatszik, ugyanakkor anaerob koriilmények esetén a H,O, és az a-(alkiltio)alkil gyok
koztitermékek iranyitjak a reakciéo mechanizmust.

4.2. Penicillin szarmazékok egy-elektron redukcios reakcioi

A hidratalt elektron a penicillin vaz karbonilcsoportjaira timad, ezt az amoxicillin
példajan mutatjuk be (6. abra). A B-laktim karbonilcsoportjahoz kapcsolodva a
megfeleld ketil gydkanion képzddik (a), amely azonnal tovabbalakul a-hidroxialkil
gyokot eredményezve (b). A szomszédos szénatomot érinté elektron vandorlason
keresztiil, melyet feltehetéen CO felszabadulasa kovet, szén kézpontt gyok keletkezik
(c). Ammonia felszabadulasa vezethet a megfelelé benzil gyokhoz (d). Ez a folyamat
azon ketil gyokanionon keresztiil jatszodik le (peptidekhez hasonloan), mely a
hidratalt elektron és az amidfunkcié karbonilcsoportja kozti reakcidban keletkezik (e).
Ezek a koztitermékek szintén gyors protonalodason mennek keresztiil a-hidroxialkil
gyokhoz vezetve (f). A karboxilat egységen bekovetkezd e,q tdmadas eredményeként
gyok dianion keletkezik (g). Ez a gyok 1épésr6l 1épésre protonalodik h koztiterméken
keresztiil i szarmazékot eredményezve.

A hidratalt elektron jelentds reaktivitast mutat a penicillin szarmazékokkal szemben,
a reakciosebességi allandé ~ 5 x 10° dm*/mol s.
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6. abra Amoxicillin egy-elektron redukcios reakciodi



4.3. Antibiotikumok eltdavolitasa szennyvizmintikbol

43.1. Az amoxicillin B-laktdm gytirlijének lebontdsa az antibakterialis hatas
eltavolitasa céljabol

Korabbi kinetikai tanulmanyokkal ellentétben azt talaltuk, hogy a "OH és a €
megfeleld jeloltek egy penicillin szarmazék hatastalanitasara. IR méréseket alapul
véve a "OH ¢és a ey ugyanis 55 % és 84 % hatékonysaggal bontja le a p-laktam
rendszert. Levegd jelenlétében végzett kisérleteknél az oldatban a farmakofor
eltavolitasanak hatékonysaga kissé leromlott, mivel a gylrli felnyilashoz vezetd
reakcio utat gatolta az Op-nek és a O," -nak a kén oxidacios termékeivel szemben
mutatott reaktivitdsa. A négytagi gylirti lebontasa hidratalt elektronnal felteheten a
B-laktam karbonil €s a karboxilat szénatomokon lezajlo reakcio kovetkezménye.

Méréseink alapjan a *OH reakcidja a 6-aminopenicillansavval és 4-hidroxi-D-
fenilglicin oldallanccal diffuzid kontrollalt sebességgel zajlik. A gyakorlati
sugarkémiat tekintve egy szerves szulfid és a "OH kozotti reakcid sebességi
allanddjanak meghatarozasakor KSCN kompetitor hasznalata elkeriilend6 a (SCN),™
kénnel szemben mutatott reaktivitdsa miatt, valamint a kén harom-elektronos kotés
létesitésére mutatott hajlamabol kovetkezen, a képz6dd koztitermékek ugyanis
ugyanabban a hullimhossz tartomanyban nyelnek el, mint a (SCN),"".

4.3.2. A penicillin szarmazékok oxidacios termékeinek hatasa baktérium torzsekre

A kémiai elemzés alapjan a B-laktam gy(ir(i (farmakofor) lebontasa figyelheté meg,
mely folyamat az aromas rendszeren lezajlo reakcioval verseng. A reaktiv
koztitermékek tamadasa a penicillin vaz tobb pontjan is OH-szubsztitualt
szarmazékokat eredményezhet. A megnovekedett hidrofilitais nagyobb diffazio
sebességet biztosit a Gram-negativ baktériumok porin csatorndin és a Gram-pozitiv
baktériumok hidrofil sejtfalan keresztiil. Ennek megfeleléen megnovekedett akut
toxicitas tapasztalhaté a penicillin szarmazékokat tartalmazé mintakban a
nagyhatékonysagu oxidacios kezelés kezdetén. Hasonlo tendencia figyelheté meg a
hatasmechanizmusbol eredé antibakterialis aktivitast célzo vizsgalatok soran,
melyeket antibiotikum érzékenységi tesztekkel végeztiink (agar diffizio, bakterialis
novekedés). Hosszabb idejii  kezelés olyan termékeket eredményez (pl.
polihidroxifenol szarmazékokat), melyek szintén karosak a baktériumokra. Ebbdl
kovetkezOen a nagyhatékonysagi oxidacios eljaras koriiltekinté optimalizalasa
sziikséges.

4.33. Penicillin  szarmazékok egy-elektron oxidaciés mechanizmusa a
nagyhatékonysagu oxidacios eljarasok tekintetében

A °OH altal el6idézett oxidacié mechanizmusa mas penicillin szarmazékok esetén is
hasonl6 ahhoz, melyet az amoxicillin esetén targyaltunk (5. abra). A *OH tamadasa
foéként a kénatomot érinti. Mikdzben a 6-aminopenicillansav esetén >S.".S< harom-
elektronos intermolekularis ~ kolcsonhatas  révén  kialakult  komplexek s
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megfigyelhetéek voltak, a penicillin szarmazékok egyike sem kovette ezt a reakcioutat
az aromas rendszer okozta sztérikus fesziiltség kovetkeztében.

A penicillin szarmazékok jelent6s reaktivitist mutatnak a Cl,* -nal szemben, a
reakciésebességi allando a 10° dm¥mol s nagysagrendben helyezkedik el és ehhez
hasonlo nagy érték becsiilhet6 a Br," esetére is. A Cl,"/Bry” szintén foként a tioéter
részt tamadja.

A Cl," és a penicillin szarmazékok 6-aminopenicillansav részegysége kozott lezajlo
reakcié szamos egyensulyi folyamathoz vezet ((1)-(5)), melyek a 7. abran lathatok. A
Cl,* tamadasa a kénatomon harom-elektronos komplexhez vezet (2). Ez a gyok (a)
egyensilyban van a kén gyokkationnal (b) (2) és az >S.".S< koztitermékkel (c) (3). Ez
utobbi  koztitermék szintén egyensulyban (4) van a kén gyokkationnal (b).
Altalanossagban véve az ionos disszociacid (2) kedvezményezett az atomos
disszociacioval (5) szemben Cl,° esetén, mivel a klor a kénnél nagyobb
elektronegativitassal rendelkezik. A kén gyokkation meglehetésen instabil, szamos
reakcid révén tovabbalakulhat, mint ahogy azt mar megel6zéen emlitettiik (5. abra),
ezért ezek a termékek a varakozasoknak megfeleléen szintén megtalalhatéak lesznek.
A Cl," fenolokkal egy-elektron oxidacion keresztiil reagal gyokkationt eredményezve
(d), mely azonnal atrendezédik a megfelelé fenoxil gyokot szolgaltatva (e). A Cly*
egyensllyban van a Cl*-kel. A CI° addici6ja az aromas gyliriin Cl-ciklohexadienil
gyokhoz vezet (). Mivel a CI* koncentracidja egyenstlyban nagyon kicsi, ez a reakcio
nem jelentds. Méréseink alapjan a keletkez6 Cl,” ~ 18 %-a reagil az amoxicillin
fenolos oldallancaval. Mig a fenolok jelentés reaktivitdst mutatnak a Cl,* -nal
szemben (a reakciosebességi allandd ~ 10° dm*mol s a fenol esetén),
benzolszarmazékok  esetén a  reakciosebességi  4lland6  nagyon  Kicsi,
<1 x 10° dm¥mol s. Ezért tehat az oldallanc hozzajarulasa az oxidacios folyamathoz
elhanyagolhatd mas penicillin szarmazékok esetén.
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5. Tézisek

I. lgazoltuk, hogy a hidratalt elektron a penicillin vaz B-laktam gytiriijén, az
amidfunkcié karbonilcsoportjan, valamint a karboxilcsoport szénatomjan tamad. Az
egy-elektron redukcio koztitermékei ketil gyokok. (1. kozlemény)

I1. Impulzusradiolizis modszer alkalmazasaval megallapitottuk, hogy az amoxicillin
molekuldban a tioéter egység érzékenyebb a *OH tamadasara, mint az antibiotikum
aromas gytriije. Az amoxicillin "OH altal el6idézett oxidacidja tehat koveti a szerves
szulfidokra jellemz6 reakcidutat. (2. kozlemény)

Il. A °OH altal el6idézett reakcid mechanizmusanak feltarasan keresztiil
impulzusradiolizis technikat alkalmazva bebizonyitottuk, hogy egy révid életi és egy
stabilizalt hosszi életii *OH-kén addukt képzOdik az amoxicillin esetében. (2.
kozlemény)

IV. A hidratalt elektron és a "OH nagy hatékonysaggal képes lebontani az amoxicillin
B-laktam gytirtjét. Ezt IR spektroszkopiai vizsgalatokkal és kinetikai mérésekkel
tamasztottuk ald. (3. kézlemény)

V. Végtermék-vizsgalatokkal egybekotott mikrobiologiai mérések —segitségével
bizonyitottuk, hogy a penicillinek kezelése nagyhatékonysagu oxidacids eljarassal
eldallitott kis és nagy gyokkoncentracié alkalmazasaval veszélyezteti a baktériumokra
haté szelektiv nyomas megsziintetését. (4. kozlemény)

V1. Impulzusradiolizis vizsgalatokkal alatamasztottuk, hogy a penicillinek egy-
elektron oxidacidja foként a kénatomon jatszodik le mind Cl,"/Br,"", mind *OH
alkalmazasa esetén. Megallapitottuk tovabba, hogy a penicillinek jelentSs
reaktivitassal rendelkeznek a Cl," /Br," -nal. Nagyobb kén gyokkation koncentracid
tapasztalhato Cl,*/Br,” alkalmazisa esetén, mint a csak °‘OH-kel végzett
kisérletekkel, mivel a *OH eldidézte oxidacid soran stabilizalt koztitermék keletkezik.
(2. és 5. kozlemény)

6. Alkalmazasi lehetoségek

A penicillinek kiilonleges szerkezete kivaltképpen érdekessé tette a molekulak
szabadgyokos reakcioit. Ezen antibiotikumok egy-elektron oxidacidja és redukcidja
sok sajatsagos reakciot adott kiegészitve egy tjabb fejezettel a szabadgyokos reakciok
kémiajat. A targyalt folyamatok segitségre lehetnek ennél sokkal &sszetettebb
rendszerek megértéséhez (példaul tioéter részt tartalmazo (metionin tartalmi) fehérjék
és peptidek).

A nagyhatékonysagu oxidacios eljarasok, mint csucstechnologiak keriilhetnek
bevezetésre a jovében olyan szennyvizek kezelésére, melyek kiilonféle
gyogyszerekkel, példaul antibiotikumokkal szennyezettek. A f6 cél minden esetben a
szennyviz meglévo antibakterialis aktivitdsanak a megsziintetése, mivel ez artalmas az
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emberi egészségre a kornyezetben talalhatd mikroorganizmusokra kifejtett hatasokon
keresztiil. A nagyhatékonysagli oxidacids eljarasok szabadgyokos reakciokon
alapulnak és ezért a kezelés soran lezajlo folyamatok megértéséhez sziikséges az
oxidacio kezdeti eseményeinek tisztdzasa. A végtermékek mikroorganizmusokra
gyakorolt hatdsa a kezelés kiilonbozé fazisaiban szintén fontos mérndki kérdés.
Mindezen szempontokat targyalja az értekezés.
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