Лекция: Беталактамиды: природные и полусинтетические пенициллины и цефалоспорины
Антибиотики как лекарственные средства являются одними из представителей химиотерапевтических лекарственных средств.
Химиотерапия – лечение инфекционных заболеваний и злокачественных новообразований с помощью лекарственных средств, обладающих специфическим этиотропным действием.

Химиотерапевтические средства действуют не на макроорганизм, а на микроорганизм – возбудитель соответствующего заболевания (либо на клетки злокачественных опухолей). В зависимости от источника и способа получения химиотерапевтические лекарственные средства можно разделить на 2 группы:

антибиотики – вещества природного происхождения либо вещества полученные путём модификации природных вещества; 

синтетические химиотерапевтические средства (сульфаниламиды, нитрофураны, хинолоны, нитроимидазолы и т.д.).

Антибиотики - вещества, синтезируемые микроорганизмами и продукты модификации этих веществ, избирательно подавляющие рост патогенных микроорганизмов, низших грибов, а также некоторых вирусов и клеток злокачественных новообразований.

В широком смысле слова антибиотиками называют низкомолекулярные эффекторы изначально природного происхождения (синтезируемые не только микроорганизмами, но и растениями, животными),

способные подавлять рост живых клеток. Антибиотики растительного происхождения называют фитонцидами.
Термин антибиоз ("анти" - против, "биос" - жизнь), как форма сосуществования микроорганизмов в природе, когда один организм убивает или подавляет развитие "противника" был придуман ещё Л. Пастером. Термин «антибиотик» был предложен З.Ваксманом в 1942 году. Первый антибиотик – пенициллин – был открыт английским учёным А. Флемингом.

Процесс открытия новых антибиотических структур продолжается и в настоящее время. Так, например, за 1946 – 1950 г.г. было открыто около 200 антибиотиков, 1965 – 1970 г.г. – 1000, 1980 – 1985 г.г. – 2000, 1995 – 2000 г.г. – 3000. Однако внедрение антибиотиков в практику падает. Если за 1945 – 1975 г.г. практическое значение получили 1,6% обнаруженных антибиотиков, то в 1975 – 2000 – только 0,11%. 
В настоящее время известно около 12000 различных антибиотиков. Около 97% всех известных антибиотиков токсичны, в клинике применяется лишь около 200 соединений.
Классификация антибиотиков по химическому

строению, механизму и направленности действия

В зависимости от химического строения 
различают следующие группы антибиотиков
Классификация антибиотиков по химической структуре

1. Беталактамиды
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2. Макролиды и азалиды
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3. Аминогликозиды (аминоциклитолы)
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4. Тетрациклины
Антибиотики, в молекулах которых присутствует частично гидрированное ядро тетрацена

5. Амфениколы
Практическое значение имеет хлорамфеникол (левомицетин), который по химической структуре относится к нитрофенилалкиламинам

6. Антибиотики другой структуры
линкозамиды (линкомицин, клиндамицин);

анзамицины (рифампицин) - антибиотики, содержащие в молекулах ароматическое ядро (как правило, нафталиновое), к которому в двух положениях присоединена алифатическая цепь, состоящая из 15 – 20 атомов углерода

антрациклины (рубомицин, доксорубицин, карминомицин) – гликозиды, в которых агликоном является замещённый тетрагидронафтаценхинон;

полиеновые антибиотики (нистатин, леворин) – макролиды, молекулы которых содержат систему сопряжённых двойных связей;

гликопептиды (ванкомицин) и др.
В зависимости от типа действия различают следующие группы антибиотиков:

бактерицидные – вызывающие гибель микроорганизмов (β-лактамные антибиотики, аминогликозиды);

бактериостатические – нарушающие способность микроорганизмов к делению (макролиды, аминогликозиды, тетрациклины)

У некоторых антибиотиков тип действия зависит от концентрации. Так, аминогликозиды и левомицетин в малых дозах обладают бактериостатическим действием, в больших – бактерицидным.

Спектром действия антибиотика называют набор микроорганизмов, на которые антибиотик способен оказывать влияние. 
В зависимости от спектра действия антибиотики могут быть: влияющие преимущественно на грамположительные микроорганизмы (бензилпенициллин, эритромицин); влияющие преимущественно на грамотрицательные микроорганизмы (уреидопенициллины, монобактамы); широкого спектра действия (тетрациклины, аминогликозиды) противотуберкулёзные антибиотики (стрептомицин, рифампицин); противогрибковые антибиотики (нистатин, грамицидин); антибиотики, влияющие на простейших (трихомицин); противоопухолевые антибиотики (адриамицин, оливомицин).
В зависимости от механизма действия выделяют группы антибиотиков, вызывающие: 

нарушение биосинтеза пептидогликанов клеточной стенки бактерий (β-лактамные антибиотики, ванкомицин);

повреждение клеточной мембраны (грамицидин);

нарушение биосинтеза нуклеиновых кислот (противоопухолевые антибиотики);

нарушение отдельных процессов трансляции (аминогликозиды, тетрациклины, макролиды, хлорамфеникол);

нарушение энергетического обмена (олигомицин).

Способы получения антибиотиков

Различают три возможных способа получения антибиотиков: биосинтез; химическая или биотехнологическая модификация природных антибиотиков и химический синтез.

Большинство антибиотиков обладает сложной химической структурой, поэтому их полный химический синтез очень трудоёмок и экономически невыгоден. Исключение составляют хлорамфеникол и некоторые другие вещества, имеющие относительно простое химическое строение.

Основным путём получения большинства антибиотиков является биотехнологический способ.

Антибиотики продуцируются плесневыми грибами, актиномицетами, эубактериями и другими микроорганизмами. 
Продуценты:

Пенициллин Penicillium chrysogenum, P. notatum

Цефалоспорин Cephalosporum acremonium

Стрептомицин Streptomyces globisporus streptomycini

Эритромицин S. erythreus

Тетрациклин S. aureofaciens, S. Rimosus

Существует несколько вариантов биотехнологического получения

природных и полусинтетических антибиотиков.

1. Прямая ферментация микроорганизма-продуцента с веществом, являющимся метаболическим предшественником получаемого антибиотика и стимулирующим процесс его биосинтеза. Например, биосинтез бензилпенициллина ведут в присутствии фенилуксусной кислоты, макролидов – в присутствии пропионовой кислоты и пропилового спирта.
2. Использование для биосинтеза антибиотиков микроорганизмов-мутантов, у которых блокированы определённые ферменты, участвующие в синтезе антибиотика. Если в среду, содержащую такой микроорганизм ввести аналог предшественника антибиотика, то при этом можно получить модифицированный антибиотик. Мутационный биосинтез используется, например, для получения полусинтетических пенициллинов и цефалоспоринов.
Большинство антибиотиков получают при глубинной аэробной ферментации периодического действия в асептических условиях.

Процесс биосинтеза антибиотиков состоит из двух этапов 

1. Накопление достаточного количества биомассы, которая выращивается на среде для роста микроорганизмов. Данный этап должен протекать быстро, а питательная среда должна быть дешёвой.
2. Активный синтез антибиотика. На данном этапе ферментацию ведут на продуктивной среде. Так как антибиотики являются вторичными метаболитами, их биосинтез происходит не в фазе роста клетки, а в стационарной фазе (идиофазе). Любые механизмы, тормозящие пролиферацию и активный рост, активируют процесс образования антибиотиков.
Завершающими этапами получения антибиотиков являются стадии выделения и очистки. Данные процессы определяются природой антибиотика, характером производства и целями дальнейшего использования антибиотиков. 

Для выделения и очистки антибиотиков применяют следующие методы: 

экстракция органическими растворителями; 

сорбция;

осаждение и перекристаллизация из различных сред; 

ионообменная хроматография и др.

Выделенные и очищенные антибиотики подвергают лиофильной и распылительной сушке.

Особенности стандартизации антибиотиков

Для оценки качества антибиотиков применяют: 
· хроматографические методы (ВЭЖХ, ТСХ); 
· спектроскопические методы (ИК-спектроскопия, УФ- спектроскопия); биологические методы; 

· химические методы (идентификация с помощью химических реакций, количественное определение титриметрическими методами и т.д.).

Важнейшим методом анализа, который используется как для идентификации, так и контроля чистоты и количественного определения антибиотиков является ВЭЖХ. Обычно используется обращённо-фазовый вариант ВЭЖХ со спектрофотометрическим детектированием.

Для идентификации антибиотиков также используется ТСХ и спектроскопические методы (ИК- и УФ-спектроскопия), а для количественного определения – УФ-спектроскопия.

Количественное определение некоторых антибиотиков, для которых ВЭЖХ-определение затруднено, проводят микробиологическим методом. Примером таких антибиотиков являются аминогликозиды (канамицин, гентамицин и т.д.). Данные вещества не поглощают электромагнитное излучение ближнего УФ-диапазона и поэтому не могут быть непосредственно (т.е. без дополнительного превращения в другие соединения) определены методом ВЭЖХ со спектрофотометрическим детектированием.

Микробиологический метод количественного определения антибиотиков основан на способности антибиотиков угнетать рост микроорганизмов. Активность исследуемого антибиотика оценивают путём сравнения угнетение роста чувствительных микроорганизмов, вызванного известными концентрациями исследуемого антибиотика и государственного стандартного образца данного антибиотика.
Существует две разновидности микробиологического определения активности антибиотиков:

метод диффузии в агар;

турбидиметрический метод.

Метод диффузии проводят на твёрдых средах. Среды засевают определённым количеством указанных в НД тест-микроорганизмов. Далее на поверхность среды наносится раствор исследуемого антибиотика и стандартного образца. После инкубирования в течение определённого времени измеряют диаметр зон угнетения роста тест-микроорганизмов, вызванного исследуемым антибиотиком и ГСО.

Определение активности антибиотиков турбидиметрическим методом проводится аналогично, но в жидкой среде, находящейся в пробирке. О степени угнетении роста микроорганизма судят по величине мутности среды.

Многие антибиотики являются смесями веществ, поэтому для характеристики количественного содержания действующего вещества в образце антибиотика, кроме обычных параметров (масса, массовая доля) используют единицы действия (ЕД). Такой подход был особенно актуален в период до начала широкого использования ВЭЖХ для количественного определения антибиотиков. 

Единицей действия называется минимальная масса антибиотика, которая подавляет развитие тест- микроорганизма в определённом объёме питательной среды. Например, 1 ЕД соответствует 1 мкг чистого антибиотика (стрептомицин, тетрациклин), 1 ЕД натриевой соли бензилпенициллина соответствует 0,5958 мкг данного вещества.

Беталактамиды
Беталактамидами называют антибиотики, содержащие в молекуле β-лактамный цикл (остаток азетидин-2-она).

Данный цикл определяет биологическую активность беталактамных антибиотиков. Любые превращения, приводящие к расщеплению такого цикла, приводят к утрате антимикробной активности. В зависимости от химического строения различают моноциклические и бициклические беталактамиды. Моноциклические беталактамиды содержат в молекуле только один цикл. К таким антибиотикам относятся нокардицины и монобактамы (производные сульфаминовой кислоты).
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У бициклических беталактамидов четырёхчленный лактамный цикл сконденсирован по атому азота и соседнему с ним атому углерода с пяти- или шестичленным циклом. В зависимости от химического строения второго цикла бициклические беталактамиды, содержащие пятичленный цикл, разделяют на 3 группы 

-содержащие тиазолидиновый цикл – производные 6-аминопенициллановой кислоты (пенамы, пенициллины) 

-содержащие пирролидиновый цикл – производные оливановой кислоты (карбапенемы)

-содержащие оксазолидиновый цикл – оксапенамы (практическое значение имеет) клавулановая кислота
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Среди бициклических беталактамидов, у которых лактонный цикл конденсирован с шестичленным гетероциклом, различают:

-содержащие дигидротиазиновый цикл – производные 7-аминоцефалоспорановой кислоты (цефемы, цефалоспорины)

-содержащие дигидрооксазиновый цикл (оксацефемы)

-содержащие дигидропиридиновый цикл (карбацефемы)

Пенициллины

Общая характеристика и классификация

К пенициллинами называют β-лактамные антибиотики, являющиеся производными 6-аминопенициллановой кислоты (6-АПК).
Природные пенициллины
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Полусинтетические пенициллины
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уреидопенициллины
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Природные пенициллины иногда относят к пенициллинам первого поколения. Данные вещества действуют на грамположительные микроорганизмы. Полусинтетические пенициллины, влияющие на грамположительные микроорганизмы (оксациллин) являются пенициллинами второго поколения. Антибиотики, действующие как на грамположительные, так и грамотрицательные микроорганизмы (ампициллин, карбенициллин) относятся к пенициллинам третьего поколения, а обладающие высокой активностью в отношении синегнойной палочки (уреидопенициллины) - четвёртого поколения.

Способы получения

Природные пенициллины получают путём биосинтеза. Бóльшая часть бензилпенициллина используется для получения полусинтетических пенициллинов. При гидролизе бензилпенициллина под действием амидаз образуется 6-аминопенициллановая кислота, реагирующая затем с соответствующими кислотами с образованием полусинтетических антибиотиков. В промышленных масштабах гидролиз бензилпенициллина проводят с помощью иммобилизированных ферментов (бактериальные

клетки E. coli, иммобилизированные в полиакриламидном геле).

Полусинтетические пенициллины получают взаимодействием 6-АПК и хлорангидридов соответствующих кислот.
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Физико-химические свойства

Пенициллины представляют собой твёрдые вещества белого цвета

Растворимость в воде и других растворителях зависит от того, в какой форме (кислотной или солевой) находится вещество и от природы катиона, входящего в состав солевой формы.

Кислотные формы пенициллинов незначительно растворимы в воде и применяются в виде таблеток или суспензий. Солевые формы (за исключением новокаиновой и бензатиновой солей пенициллина) легко или очень легко растворимы в воде и выпускаются в виде порошков для приготовления растворов для инъекций. Бензатиновая соль пенициллина очень мало растворима в воде и вводится внутримышечно в виде суспензии. Она медленно всасывается из места введения, что обеспечивает пролонгированное действие лекарственного вещества (вводится 1 раз в неделю).

Поглощение УФ-излучения. Пенициллины поглощают, хотя и не слишком интенсивно электромагнитное излучение ближнего УФ-диапазона. Спектры поглощения пенициллинов в УФ-области можно рассматривать как сумму спектров поглощения 6-АПК и ацильного остатка.
Спектры бензилпенициллина, карбенициллина и ампициллина похожи друг на друга. Молярные коэффициенты поглощения данных веществ невелики (порядка 100 – 200). Феноксиметилпенициллин обладает несколько более интенсивным поглощением (ε259 = 1,1⋅103). Спектр поглощения амоксициллина отличается от спектров других пенициллинов. Амоксипенициллин содержит в молекуле фенольный гидроксил, поэтому его спектр поглощения зависит от рН. В щелочной среде происходит батохромное смещение спектра, сопровождающееся гиперхромным эффектом. Молярные коэффициенты поглощения амоксипенициллина при λмакс значительно больше, чем у других пенициллинов (например, в щелочной среде ε247 = 1,2⋅104; ε291 = 2,6⋅103).

Поглощение ИК-излучения. Важнейшие полосы поглощения пенициллинов в ИК области находятся в диапазоне 1800 – 1500 см-1, например, интенсивная полоса при 1775 – 1755 см-1 соответствует поглощению β-лактамного кольца; 1690 – 1645 см-1 – валентным колебаниям связи С=O в амидной группе; 1585 – 1550 см-1 – деформационным колебаниям связи N-H; 1615 – 1600 см-1 – колебания ионизированной карбоксильной группы (для солей пенициллинов).

Оптическая активность. Молекулы пенициллинов хиральны (в молекулах бензилпенициллина, феноксиметилпенициллина, оксациллина содержатся 3 центра хиральности; карбенициллина, ампициллина, амоксициллина, пиперациллина – 4), поэтому данные вещества обладают оптической активностью. Все они являются правовращающими.

Химические свойства

Для пенициллинов характерны

-кислотные свойства;

-способность к реакциям SN;

-восстановительные свойства, обусловленные атомом серы;

-реакции в ацильном остатке.
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Кислотные свойства пенициллинов обусловлены карбоксильной группой. Величина pKa данной группы приблизительно равна 2,5. Аминопенициллины являются амфолитами.
Реакции SN. К имеющим практическое значение реакциям нуклеофильного замещения с участием пенициллинов относятся гидролиз данных веществ и образование гидроксамовых кислот.

Гидролиз пенициллинов может происходить в присутствии ферментов β-лактамаз (разрушение β-лактамного цикла) и амидаз (гидролиз амидной связи в 6-м положении), а также кислот и щелочей.

При действии β-лактамаз микроорганизмов пенициллины превращаются в неактивные пенициллоиновые кислоты. Гидролиз бензилпенициллина под действием амидаз используется для получения полусинтетических пенициллинов.

В щелочной среде вначале происходит расщепление β-лактамного цикла, а затем декарбоксилирование и расщепление тиазолидинового цикла. При этом образуются анионы пениллоиновых кислот, пенальдиновых кислот, пеницилламина и др.
В кислой среде пенициллоиновые кислоты изомеризуются с образованием пенилловых (при рН 2) и пеницилленовых (при рН 5,0) кислот.
Феноксиметилпенициллин и аминопенициллины (ампициллин, амоксициллин) устойчивы к действию кислот и, поэтому могут применяться перорально. Бензилпенициллин, оксациллин, карбенициллин, пиперациллин используются только парентерально. Продукты разрушения (пениллоиновая, пенилловая кислоты и т.д.) могут быть примесями в образцах различных пенициллинов.

Пенициллины вступают в реакцию с гидроксиламином. При этом раскрывается β-лактамное кольцо и образуются гидроксамовые кислоты. Соли данных кислот с катионами Fe3+ или Cu2+ окрашены, соответственно, в красный и зелёный цвета.
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Восстановительные свойства. Пенициллины обладают восстановительными свойствами и реагируют с аммиачным раствором оксида серебра, реактивами Фелинга, Несслера и т.д. При взаимодействии пенициллинов с окислителями образуются сульфоксиды, сульфоны, кроме того, происходит расщепление тиазолидинового кольца и окисление продуктов, содержащих альдегидные и меркаптогруппы.
Реакции в ацильном остатке. Пенициллины вступают в реакции с реактивом Марки (раствор формальдегида в концентрированной серной кислоте) и хромотроповой кислотой в среде концентрированной серной кислоты.

Наиболее контрастны данные реакции для феноксиметилпенициллина. При гидролизе данного вещества образуется феноксиуксусная кислота, которая в присутствии концентрированной серной кислоты расщепляется до фенола и формальдегида. Данные вещества затем взаимодействуют, соответственно с формальдегидом и хромотроповой кислотой с образованием окрашенных продуктов.
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Идентификация

Идентификация пенициллинов в Ph.Eur. 4 и других современных фармакопеях проводится спектроскопическими, хроматографическими

и химическими методами.

Из спектроскопических методов для идентификации пенициллинов используется ИК-спектроскопия (реже УФ, например, для идентификации таблеток феноксиметилпенициллина согласно BP и IP), а из хроматографических – ТСХ. Пенициллины являются сильно полярными соединениями и способны взаимодействовать с силанольными группами, имеющимися на поверхности силикагеля, что приводит к размыванию пятен при разделении антибиотиков данной группы методом ТСХ.

Вследствие этого в качестве неподвижной фазы в ТСХ используется силанизированный силикагель. Подвижной фазой являются смеси ацетона и водного раствора ацетата аммония, имеющего рН 5,0 или 7,0. Обнаружение пятен веществ на пластинках проводят с помощью паров иода.

Из химических реакций для идентификации пенициллинов обычно используют реакцию с реактивом Марки и различные реакции на катион: окраска пламени (натриевые соли), реакция с винной кислотой (бензилпенициллина калиевая соль), реакция на первичные ароматические амины (бензилпенициллина новокаиновая соль), реакция образования пикрата (бензатина бензилпенициллин).

Прозрачность и цветность. Данный показатель определяется для многих пенициллинов. Водные растворы растворимых солевых форм антибиотиков должны быть прозрачны (для малорастворимых кислотных форм опалесценция сравнивается с эталоном). Для определения цветности у некоторых пенициллинов (натриевые соли ампициллина, амоксициллина, пиперациллина) измеряют оптическую плотность раствора при 430 нм. Она не должна быть больше определённой величины.

рН Растворов. Устойчивость пенициллинов зависит от рН, поэтому определение данного показателя является обязательным при контроле качества субстанций пенициллинов (табл. 9). Водные растворы солей бензилпенициллина, карбенициллина, оксациллина и пиперациллина имеют среду близкую к нейтральной, кислотных форм пенициллинов (феноксиметилпенициллина и, в меньшей степени, ампициллина и амоксициллина) – кислую, а натриевых солей ампициллина и амоксициллина – щелочную.

Испытания на чистоту
Родственные соединения. В качестве родственных соединений в субстанциях пенициллинов могут содержаться:

другие пенициллины (например, бензилпенициллин в феноксиметилпенициллине, ампициллин в пиперациллине); 

6-аминопенициллановая кислота; кислота, ацильный остаток которой входит в состав молекулы пенициллина (например, фенилуксусная кислота для бензилпенициллина, феноксиуксусная для феноксиметилпенициллина, фенилмалоновая для карбоксиметилпенициллина);

продукты разрушения пенициллинов – соответствующие пенициллоиновые, пениллоиновые и пенилловые кислоты;

другие вещества, специфические для определённого пенициллина (например, 4-гидроксифеноксиметилпенициллин для феноксиметил-пенициллина, продукты взаимодействия –NH2 и –COOH групп для ампициллина, амоксициллина и пиперациллина и т.д.).

Определение примесей родственных соединений проводится методом ВЭЖХ (в таких же условиях, что и количественное определение).

Вода или потеря в массе при высушивании. Данный показатель определяют для всех пенициллинов. Наименьшее содержание воды характерно для феноксиметилпенициллина, наибольшее – для ампициллина тригидрата.

Стерильность, бактериальные эндотоксины. Данные показатели определяют для пенициллинов, которые применяются парентерально (натриевые соли полусинтетических пенициллинов, все соли бензилпенициллина). Исследуемые пенициллины должны соответствовать испытанию на стерильность, а содержание бактериальных эндотоксинов в них не должно превышать определённой величины.

Органические растворители, тяжёлые металлы, сульфатная зола. Данные показатели определяют для полусинтетических пенициллинов. Определение летучих органических растворителей (N,N-диметиланилин, 2-этилгексановая кислота, метиленхлорид) проводится методом ГЖХ.
Количественное определение

Основным методом количественного определения (Ph.Eur. 4, BP, USP) пенициллинов является ВЭЖХ. Разделение проводят на колонках с октадецилсиликагелем (в USP для оксациллина используется фенилсиликагель). Подвижные фазы представляют собой смеси водных фосфатных буферных растворов и метанола или ацетонитрила.

Детекция - спектрофотометрическая.

Метод ВЭЖХ позволяет провести не только количественное определение основного вещества, но и родственных соединений, выступающих в роли примесей. До возникновения данного метода количественное определение пенициллинов проводилось, например, следующим образом (согласно ГФ X) – методом иодометрического титрования определялась сумма пенициллинов, а затем другим методом (гравиметрия, УФ-спектрофотометрия) определялось содержание конкретного пенициллина.
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Цефалоспорины

Общая характеристика и классификация

Цефалоспоринами (цефемами) называют антибиотики, являющиеся производными 7-аминоцефалоспорановой или 7-амино-дезацетоксицефалоспорановой кислоты. 
Открытие антимикробного действия цефалоспоринов относится к 1945 году, когда итальянский учёный Джузеппе Бротзу (профессор университета Сардинии) выделил из пробы морской воды в Сардинии у места слива в море сточных вод грибок Cephalosporium acremonium и установил, что продукты, выделяемые данных организмом, обладают антимикробной активностью. В 1953 году один из этих продуктов (цефалоспорин С) был идентифицирован. Содержание данного вещества в продуктах жизнедеятельности грибка было невелико (по ходу исследования оно было названо «микропримесью к микропримеси»), оно не было пригодно для практического применения, не было найдено фермента цефалоспориназы аналогичного пенициллиназе, поэтому многие учёные (например, Э. Чейн) считали нецелесообразным получение полусинтетических цефалоспоринов на основе цефалоспорина С.

Заслуга в «продвижении» цефалоспоринов принадлежит английскому учёному Эдвардсу Абрахаму (Оксфорд). В 1962 году на рынок был выпущен цефалотин. Затем появились цефалоридин, цефалексин и т.д. Во второй половине 1970-х годов в качестве лекарственных средств стали применяться цефалоспорины второго и третьего поколений: цефуроксим, цефотаксим, цефтриаксон и др. В настоящее время в клинической практике применяют около 40 цефалоспоринов. Кроме цефемов («истинных цефалоспоринов») к антибиотикам данной группы также цефамицины (7-метоксицефалоспорины), оксацефемы и карбацефемы.
В зависимости от химической структуры различают следующие

группы цефалоспоринов
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иминоцефалоспорины (цефотаксим, цефуроксим, цефтриаксон,

цефтазидим и др.)
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В зависимости от отношения к грамположительной и грамотрицательной микрофлоре, выделяют 4 поколения цефалоспоринов.

Способы получения

Цефалоспорины являются полусинтетическими антибиотиками. Исходным веществом для их синтеза является 7-АЦК, которую в свою очередь, получают из цефалоспорина С, синтезируемого биотехнологическим способом. В отличие от 6-АПК 7-АЦК сложно получить ферментативным гидролизом природного антибиотика, поэтому основным

методом получения 7-АЦК является химическое дезацилирование цефалоспорина С. Вначале цефалоспорин С окисляют до иминолактона, который затем гидролизуют до 7-АЦК.
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В некоторых странах используется ферментативная биокаталитическая технология получения 7-АЦК, состоящая из двух стадий. На первой стадии под действием оксидазы D-аминокислот микроорганизма Trigonopsis variabilis цефалоспорин С превращается в глутарил-7-АЦК, который на второй стадии гидролизуется глутарилацилазой Pseudomonas sp. до 7-АЦК.

При дальнейшем получении различных цефалоспоринов проводят ацилирование 7-АЦК по аминогруппе и модификацию ацетилоксиметильной группы.
Физико-химические свойства

 
Внешний вид и растворимость. Большинство цефалоспоринов представляют собой натриевые соли соответствующих кислот. Данные вещества являются белыми или почти белыми порошками (некоторые могут быть желтоватыми), которые легко растворимы в воде. Некоторые цефалоспорины (особенно цефазолина натриевая соль) гигроскопичны. Цефалексин и натриевые соли цефтриаксона и цефтазидима являются кристаллогидратами.
Кислотные формы цефалоспоринов (цефалексин, цефтазидим) и эфиры (цефуроксима аксетил) мало растворимы в воде. В этиловом спирте как солевые, так и кислотные формы антибиотиков данной группы растворяются хуже, чем в воде. Все формы цефалоспоринов практически нерастворимы в хлороформе и эфире.

Поглощение УФ-излучения. Цефалоспорины значительно лучше, чем пенициллины, поглощают электромагнитное излучение ближнего УФ-диапазона, что обусловлено присутствием в молекулах данных веществ хромофора, состоящего из двойной связи C=C, сопряжённой с амидной группой. Максимум поглощения такого хромофора находится в диапазоне 260 – 270 нм (величина молярного коэффициента поглощения достигает 10000).

Поглощение ИК-излучения. Как и у пенициллинов важнейшие полосы поглощения цефалоспоринов в ИК-спектре находятся в диапазоне 1800 – 1500 см-1. Например, в ИК-спектре цефалексина имеются полосы поглощения при 1730 см-1 (поглощение лактамного кольца), 1670 см-1 – колебания карбоксильной группу, 1550 см-1 – валентные колебания связи C=C.

Оптическая активность. В отличие от пенициллинов цефалоспорины могут быть как правовращающими, так и левовращающими веществами. Так натриевые соли цефалотина, цефотаксима, цефуроксима, а также цефалексин вращают плоскость поляризации плоско-поляризованного света вправо, в то время как натриевые соли цефазолина и цефтриаксона – влево. Абсолютные величины удельного вращения у цефалоспоринов меньше, чем у пенициллинов.
Химические свойства

Цефалоспорины проявляют примерно такие же химические свойства, что и пенициллины. Они обладают кислотными свойствами за счёт карбоксильной группы, величина pKa которой находится в диапазоне 2– 3. В кислотно-основные свойства некоторых цефалоспоринов вносят вклад радикалы, находящиеся в 3-м (R2) и 7-м (R1) положениях цефемного ядра. Например, в ацильном остатке R1 у цефалексина содержится аминогруппа, поэтому в целом цефалексин является амофлитом. У цефтазидима в ацильном остатке имеется карбоксильная группа – у данного цефалоспорина преобладают кислотные свойства (карбоксильная группа, связанная с цефемным ядром, образует внутреннюю соль с пиридиниевым ионом, находящимся в радикале R2). Цефтриаксон является динатриевой солью (кислотными свойствами обладает гетероциклический остаток R2). Как и пенициллины цефалоспорины вступают в реакции SN – гидролиз, образование гидроксамовых кислот и т.д. В кислой и щелочной средах продукты гидролиза цефалоспоринов (цефалоспороиновые кислоты) подвергаются изомеризации, декарбоксилированию и другим превращениям.

За счёт дигидротиазинового фрагмента цефалоспорины проявляют восстановительные свойства. При окислении данных веществ образуются окрашенные продукты, поэтому окислительно-восстановительные реакции могут быть использованы для идентификации цефалоспоринов. Так, при действии 1% раствором азотной кислоты в 80%-ной серной кислоте на цефалексин появляется жёлтое окрашивание, не цефалотина натриевую соль – оливково-зелёное, переходящее в красновато-коричневое и т.д.

Как и пенициллины цефалопорины образуют окрашенные продукты при взаимодействии с реактивом Марки. Реакцию цефалопоринов с данным реактивом проводят следующим образом. В пробирку длиной 150 мм и диаметром 15 мм помещают 2 мг исследуемого вещества, смачивают 0,05 мл воды и затем добавляют 2 мл раствора формальдегида в концентрированной серной кислоте. Отмечают окраску сразу и после нагревания в течение 1 минуты на водяной бане.
Идентификация

Основными методами идентификации цефалоспоринов, согласно Ph.Eur. 4, являются ИК-спектроскопия и, в случае натриевых солей, проба на присутствие катиона натрия.

Идентификацию некоторых цефалоспоринов в Ph.Eur. 4 (и более широко в BP 2001) проводят методом ТСХ. В качестве неподвижной фазы используется силанизированный силикагель, содержащий флуоресцентный индикатор. Подвижная фаза – смесь органического растворителя (ацетонитрил, ацетон, тетрагидрофуран, метилацетат) и водного раствора ацетата аммония (150 г/л), доведенного до рН 6,2 с помощью 5 М CH3COOH. Обнаружение пятен веществ проводят с помощью УФ-лампы (254 нм).

При идентификации некоторых цефалоспоринов используются также реакция с реактивом Марки (см. табл. 8) и индивидуальные реакции, характерные для определённых цефалоспоринов (например, при действии на цефалексин сульфатом меди (II) в щелочной среде образуется комплексное соединение оливково-зелёного цвета). 
Испытания на чистоту
При испытаниях на чистоту у цефалоспоринов определяются такие же показатели (и таким же образом), как и у пенициллинов: прозрачность и цветность, рН, удельное вращение, оптическая плотность, родственные соединения, содержание остаточных растворителей (N,N-диметиланилин, 2-этилгексановая кислота), вода, стерильность, бактериальные эндотоксины, сульфатная зола и тяжёлые металлы. Растворы большинства цефалоспоринов имеют слабокислую или нейтральную среду (наименьшее допустимое значение рН у цефтазидима натриевой соли, в структуре которого имеется дополнительная карбоксильная группа; наибольшее – у цефуроксима натриевой соли), содержание воды минимально у цефуроксима аксетила, максимально – цефтазидима натриевой соли.
Количественное определение

Как и в случае пенициллинов главным методом количественного определения цефалоспоринов как в субстанции, так и в готовых лекарственных средствах является ВЭЖХ. В качестве неподвижной фазы при определении цефалоспоринов данным методом используется октадецилсиликагель (большинство цефалоспоринов), а также гексилсиликагель (цефуроксим, цефиазидим) и триметилсилилсиликагель (цефуроксим аксетил). Подвижные фазы представляют собой смеси ацетонитрила или (и) метанола и водных буферных растворов (фосфатный, ацетатный, цитратный). Детекция - спектрофотометрическая.

Для количественного определения цефалоспоринов используются

также УФ-спектрофометрия (может быть использована прямая спектрофотометрия, так как цефалоспорины достаточно интенсивно поглощают УФ-излучение), кислотно-основное титрование в неводных средах (количественное определение цефалексина в ГСО) и т.д.
Ингибиторы β-лактамаз

Общая характеристика, связь структуры и действия

β-Лактамазами называют ферменты, которые катализируют гидролиз амидной связи в β-лактамном кольце пенициллинов, цефалоспоринов, карбепенемов и монобактамов.

В зависимости от субстратного профиля β-лактамазы делятся на пенициллиназы (активны преимущественно в отношении пенициллинов), цефалоспориназы (гидролизуют, главным образом, цефалоспорины) и β-лактамазы широкого спектра действия.

Различные β-лактамные антибиотики обладают разной устойчивостью по отношению к β-лактамазам. Природные пенициллины и аминопенициллины легко разрушаются при действии данных ферментов. Устойчивость карбоксипенициллинов и изоксазолпенициллинов значительно выше. Цефалоспорины первого поколения сравнительно легко гидролизуются β-лактамазами, в то время как цефалопорины третьего поколения (в особенности цефуроксим) устойчивы к действию многих β-лактамаз. 
Карбапенемы и азтреонам также высокоустойчивы по отношению к большинству бета-лактамаз. Соединения, способные ингибировать β-лактамазы, разделяют на две группы: обратимые ингибиторы и необратимые инактиваторы. 
В качестве обратимых конкурентных ингибиторов β-лактамаз могут выступать различные β-лактамные антибиотики: оксациллин, азтреонам, цефалоспорины третьего поколения и др. К необратимым инактиваторам относятся модификаторы аминокислот; вещества, ингибирующие активный центр фермента, и суицидные ингибиторы. Последние имеют наиболее важное практическое значение. Суицидные ингибиторы расщепляются при взаимодействии с ферментом. Продукты разрушения ковалентно связываются с активным центром фермента и необратимо ингибируют его. По химическому строению суицидные ингибиторы являются β-лактамными соединениями. К ним относятся клавулановая кислота (производное оксопенема) и S-диоксиды пенамов:
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Клавулановая кислота является природным соединением. Её продуцентом является Streptomyces clavuligerus. Антимикробная активность клавулановой кислоты невелика, поэтому в качестве самостоятельного ЛВ она не используется. Клавулановая кислота малотоксична. Её основным недостатком является невысокая химическая устойчивость. В состав ЛС клавулановая кислота обычно входит в виде калиевой соли.
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