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OSSZEFOGLALAS

Az MSD Animal Health a kozelmultban az Eurdpai Unidra érvényes forgalomba hozatali engedélyt
kapott a Zuprevo® nevii gydgyszernek a szarvasmarha légzGszervi betegsége kezelésére és meg-
el6zésére torténé alkalmazasara. A tildipirozin hatdéanyag az elsé kereskedelmi forgalomba keriilt
tribazikus, 16 tagu gyltrlvel rendelkezé makrolid. A tildipirozin nagyfoku oldhatésagat, gyors sz6-
veti eloszlasat, a tidészovetben valé nagyaranyu felhalmozddasat és a szarvasmarha légz6szervi
betegségével osszefliggésbe hozhatd baktériumokkal szembeni kitliné antibakterialis aktivitasat

a molekula harom bazikus kézpontja altal mutatott rugalmas lipofil-hidrofil tulajdonsagnak tulaj-
donitjak. A tildipirozin azaltal éri el antimikrobialis hatasat, hogy hatékonyan athatol a baktériu-
mok sejtfalan és hozzakotédik a molekularis célponthoz, vagyis a baktérium riboszomajahoz. Ké-
miai labnyom kisérletekkel és molekularis modellezéssel 6sszehasonlitottuk a tildipirozin és mas
makrolid antibiotikumok (a tilozin, a tilmikozin és a tulatromicin) riboszémaékhoz valé két6dését.
Azt talaltuk, hogy a kot6édésben kozos kolcsonhatasi helyek jatszanak szerepet, ugyanakkor azon-
ban a vizsgalt makrolidok kozott egyértelmd kiilonbségek vannak, és mindegyik molekula egy saja-
tos, csak ra jellemzd kot6dési mechanizmussal rendelkezik. Egy in vitro transzkripcids/transzlacios
probaban a tildipirozin a riboszomalis peptidszintézis hatékony gatlasat mutatta, és 0,23 (+0,01) uM
IC,, értéke e molekula jobb strukturalis illeszkedését tiikrozte. E tekintetben a tildipirozin szignifi-
kdnsan jobbnak bizonyult, mint példaul a tilmikozin, melynek IC_, értéke 0,36 (+ 0,02) uM volt.

A makrolidok a természetes el6fordulasu vegyiiletek
egyik nagy csaladjat alkotjak, melynek tagjai egy sor
terdpids tulajdonsaggal rendelkeznek, melyek kozil
a legrészletesebben jellemzett és jelenleg a legfon-
tosabb az antimikrobialis aktivitasuk. Kémiailag a
makrolidokat egy 12-16 atombdl allé makrolakton
gylr( alkotja, melyeken maximum harom cukor-
kotéhely taldlhato. A kérhazakban és a gyakorlatban
legsikeresebben hasznalt makrolidok a természetes
el6forduldsu 6svegyliletek kémiai szarmazékai, me-
lyek jobb stabilitassal, hatékonysaggal, biztonsag-
gal és kényelmes alkalmazhatésaggal rendelkeznek.
E szarmazékok kozil a legujabb a tildipirozin, egy

uj kémiai egység (NCE) a szarvasmarha és a sertés
légz8szervi betegségeinek kezelésére. Kimutattak,
hogy a tildipirozin kiilonlegesen hatasos a Gram-
negativ korokozo baktériumok — igy a Mannheimia
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haemolytica, a Pasteurella multocida, a Histophilus
somni, a Bordetella bronchiseptica, az Actinobacillus
pleuropneumoniae és a Haemophilus parasuis —
okozta léguti fert6zések ellen.

Jelenleg a tildipirozin a kereskedelemben kaphatd
egyetlen 16 tagu tribazikus makrolid. A tildipirozin
kémiai szerkezete megdrizte a természetes el6fordu-
lasu vegylilet, a tilozin tilonolid makrolakton magvat,
de tobb mas szempontbdl — a legnyilvanvalébban

a két piperidin szubsztituens jelenléte alapjan — kiilon-
bozik a tilozintdl (1. dbra). Az egyik piperidin csopor-

talalhato mikaminoz-mikardz diszacharidot megrovi-
ditették a mikardz cukor eltavolitasa érdekében.
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Az igy kapott szerkezet hdrom bazikus centrumot
tartalmaz, melyek pKa értékei 9,8, 8,8 és 8,1. A tildi-
pirozin szerkezete lipofil és hidrofil jellemzéket egy-
arant mutat, a kornyezet pH-janak és a membranokkal
és fehérjékkel folytatott kdlcsdnhatasnak megfelel6en
valtozo mértékben. Ez tobb el6nyos tulajdonsaggal —
tobbek kdzott nagyobb oldhatésaggal, a szovetekbe
valo jobb behatolassal és a fert6zés helyén (a tiid6-
szovetben) valé felhalmozddassal — ruhazza fel a mo-
lekulat. Emellett a tildipirozinnak a Gram-negativ bak-
tériumok kiils6 membranjan valé hatékony athatolasa
egyike azoknak a tulajdonsagoknak, melyek a gyogy-
szert kilonosen hatdsossa teszik az olyan korokozok
ellen, mint az M. haemolytica és a P multocida.

1. abra: A tribazikus, 16 tagu gydiriivel rendelkez6 makrolid, a tildipirozin kémiai
szerkezete

Mig a sejtekbe valo jobb behatolas fontos tulajdon-
sag, egy sikeres antimikrobidlis vegylletnek a bakté-
riumanyagcsere hatékony gatlasara is képesnek kell
lennie. A tobbi makrolid antibiotikumhoz hasonléan
a tildipirozin is a transzlacié folyamatat — vagyis az Uj
peptidek és fehérjék baktérium-riboszéma altali szin-
tézisét — gatolja (lasd a 2. abrat).

Tildipirosin
binding site

2. abra: A baktérium-riboszoma szerkezete. A ,P” a peptidiltranszferkozpontot
jeloli a riboszoma 50S egységén beliil, ahol az egyes aminosavak a tRNS-r6l
attevédnek a novekvd peptidlancra. A voros nyil azt az alagutat jeloli, amelyen
keresztiil a kialakuléban lévé peptidlanc elhagyja a riboszomat. A sarga kor

a tildipirozin kotédési helyét jelzi. Poehlsgaard, J. és Douthwaite, S. (2005):
Antibiotic targets on the bacterial ribosome [Antibiotikum-célpontok a bakteri-
alis riboszoman]. Nature Reviews Microbiology 3: 870-881. cimii cikke alapjan
adaptalva.
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Az Escherichia coli Gram-negativ baktérium riboszé-
maival végzett kisérletben, in vitro transzlacios rend-
szerben kimutattuk, hogy a tildipirozin mar 0,23 uM
(IC,, = 0,23 = 0,01 uM) koncentracidban a fehérjeszin-
tézis 50%-o0s gatlasat eredményezte, mig a tilmikozin
— egy masik 16 tagu makrolid antibiotikum — esetében
ehhez 0,36 uM koncentraciéra volt szlikség

(IC,, = 0,36 = 0,02 uM) (lasd az 1. tablazatot).

16 taga makrolidok IC, * (atlag = széras)

Tildipirozin 0,23 £ 0,01 uM
0,36 = 0,02 uM

Tilozin

* az a koncentracio, amelynél a fehérjeszintézis 50%-os mértékben gatolt

1. tablazat: A riboszomalis peptidszintézis gatlasa, egy E. coli riboszomaval
végzett csatolt transzkripcios/tr: lacios rend: ben v arozva

Annak a megallapitasa, hogy a tildipirozin hatéko-
nyan gatolja a fehérjeszintézist, a kovetkezd kérdése-
ket vetette fel: milyen molekularis kdlcsonhatasok-
ba Iép a tildipirozin a riboszéman talalhaté gatlasi
helyén, illetve ezek a kdlcsdnhatasok vajon kiilonbo6z-
nek-e a tobbi makrolid antibiotikumok esetében
megfigyelhet6kt61? E kérdéseket két [épésben koze-
litettik meg: el8szor is kémiai [Abnyom technikaval
feltérképeztik a riboszéma szerkezetén belll azokat
a helyeket, ahol a makrolid gyégyszer kifejti a hata-
sat, majd ezekkel az adatokkal komputeres molekula-
ris dinamikai szimulacidkat végeztiink annak latha-
tova tétele érdekében, hogy a gydgyszerek hogyan
foglaljak el a riboszoman 1évé kotShelyliket, és azon
milyen orientacioban helyezddnek el. A tilozin eseté-
ben rendelkezésre all a riboszomalis k6t6helyhez
kotédott gyodgyszer nagyfelbontasu kristalyszerkezete
(PDB: 1K9M). Ezt az informaciot arra hasznaltuk fel,
hogy igazoljuk és validaljuk a molekularis dinamikai
szimulacidés modszeriinket. A tilozin riboszoémahoz
kotédésére vonatkozoan fliggetlen médon kifejlesz-
tett szimulacidnkat 6sszehasonlitottuk a 3. abran
bemutatott kristalyszerkezettel, és ez az 6sszevetés
figyelemre mélté mértékben egyezé adatsorokat
mutatott.
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lités elvi helyességének bizonyitasa. A tilozin (lazacszini, PDB: 1TK9M) kristaly-
szerkezetére , Ultetve” lathat6 a komputerrel kicsinyitett tilozin kétéhely (vorés

3. abra: A makrolid kétéhely a rib A kisérleti ko

szinnel). A ldbnyomvizsgalattal és kristalyszerkezeti vizsgalatokkal r hataro-

zott fontos nukleotidok meg vannak szamozva és vilag urke szinnel I
feltiintetve; a makrolid kétGhelyhez kozel helyez6dé riboszomalis fehérjék
(r-fehérjék) is fel vannak tiintetve. A fels6 nyil az alagut peptidil-transzferaz
centrumnal (PTC) helyez6d6 bejaratara mutat, mig az alsé nyil azt az atvonalat
jeloli, amelyet az ujonnan szintetizalt peptidlanc az alagut kijarata felé haladva
megtesz. A skalat a 10 angstrém méretii vonal jelzi.

A labnyom-meghatarozasi vizsgalatok azt mutattak,
hogy a tildipirozin, tilmikozin és tilozin makrolid an-
tibiotikumok a Pasteurella és az E. coli riboszomak-
nak ugyanabban a régidjaban kétédnek; az ilyen
tipusu vizsgdlatok standard modelljeként az utob-
bit hasznaljak. Minden makrolid kdlcsdnhatasba
Iép a riboszomalis RNS-sel, a nagy riboszomalis
alegység alagutjaban helyez6d6 A2058 és A2059
nukleotidoknal. Ez a megfigyelés a mas makrolid
vegylletek hatdsmechanizmusara vonatkozé korabbi
vizsgalatok [példaul Poulsen és munkatarsai (2000):
J. Mol. Biol. 304: 471-481.] eredményei alapjan
varhato volt; a szomszédos nukleotidoknal azon-
ban olyan kilonbségek voltak, melyek alapjan a
tildipirozin és a tObbi vizsgalt makrolid kot6dését
meg lehetett kiilonboztetni.
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A tildipirozin-molekula két piperidingy(irdje egyedul-
allé kolecsonhatasokra nyujt lehetéséget (4. abra).
Fontos, hogy a 20-piperidin egy olyan helyen talalha-
t6 a riboszomaalagut lumene felé orientalt formaban,
amelyet nem foglal egyetlen mas makrolid antibioti-
kumban megtaladlhato szubsztituens sem. Ebbdl a po-
ziciobdl a 20-piperidin potencialisan blokkolni képes
az ujonnan szintetizalt peptidlanc novekedését, mi-
koézben az lefelé halad az alaguton. Ez a modell egy-
bevag az IC_, adatokkal, melyek szerint a tildipirozin

a tilmikozinnal hatékonyabban képes gatolni a bakte-
ridlis riboszéma fehérjeszintézisét, ami azt jelzi, hogy
ez az Uj, tribazikus 16 tagu gydr(ivel rendelkez6
makrolid szerkezetileg jobban illeszkedik az altala cél-
ba vett molekulahoz.
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4. abra: A tilozin (voros szinnel) és tildipirozin (sarga szinnel) komputerrel
kiszamitott kot6dése mas szogbél nézve. Az abran fel vannak tiintetve
a két makrolidot egymastol megkiilonbozteté fontos alkotéelemek.
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