Interakcije 4"-benzil-makrozona i njegova kompleksa
s niklom(ll) s bioloskim metama tehnikama STD i
WaterLOGSY NMR

Delas, Kristina

Master's thesis / Diplomski rad
2024

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akademski / strucni stupanj: University of
Zagreb, Faculty of Science / SveucilisSte u Zagrebu, Prirodoslovno-matematicki fakultet

Permanent link / Trajna poveznica: https://urm.nsk.hr/urn:nbn:hr:217:884767

Rights / Prava: In copyright /Zasticeno autorskim pravom.

Download date / Datum preuzimanja: 2024-05-21

LAMSTE U 2
QC,\\‘\S ‘Ao

%%,
S %
‘o % . N
S < Repository / Repozitorij:
5> 5 , . . .
7% ET: Repository of the Faculty of Science - University of
3 = Zagreb
% T
<O;, e
@
0. MaTEMS

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORLIL

zir.nsk.hr


https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:217:884767
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
https://repozitorij.pmf.unizg.hr
https://repozitorij.pmf.unizg.hr
https://zir.nsk.hr/islandora/object/pmf:12725
https://repozitorij.unizg.hr/islandora/object/pmf:12725
https://dabar.srce.hr/islandora/object/pmf:12725

PRIRODOSLOVNO-MATEMATICKI FAKULTET
Kemijski odsjek

Kristina Dela$

Interakcije 4''-benzil-makrozona i njegova
kompleksa s niklom(II) s bioloSkim metama
tehnikama STD i WaterLOGSY NMR

Diplomski rad

predlozen Kemijskom odsjeku
Prirodoslovno-matemati¢kog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu
radi stjecanja akademskog zvanja

magistre kemije

Zagreb, 2024.



Ovaj diplomski rad izraden je u Zavodu za Analiti¢ku kemiju Kemijskog odsjeka
Prirodoslovno-matemati¢kog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu pod mentorstvom prof. dr. sc.

Predraga Novaka i neposrednim voditeljstvom izv. prof. dr. sc. Tomislava Jednacka.

Diplomski rad izraden je u okviru Hrvatske zaklade za znanost pod nazivom Makrozoni, novi

konjugati makrolidnih antibiotika: Dizajn, priprava i interakcije (IP-2018-01-8098).






Z.ahvale

Zahvaljujem mentoru prof. dr. sc. Predragu Novaku na pruzenoj prilici za napredak i
pomoci tijekom izrade ovog diplomskog rada. Hvala Vam na svim savjetima i na prenesenom

znanju.

Zahvaljujem se izv. prof. dr. sc. Tomislavu Jednacku na strpljenju, susretljivosti,

ulozenom znanju i pomoci prilikom snimanja spektara interakcija.

Veliko hvala prijateljima na podrsci, strpljenju i Sto ste vjerovali u mene. Na kraju,

hvala mami, tati i bratu na pozrtvovnosti i vjeri u mene. Bez vas ovo nebi bilo moguce.






§ Sadrzaj vi
Sadrzaj

SAZETAK ccuucuuncrunncsmsnsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssssssssssssssssssassss VIII
ABSTRACT .uuoiriiiiinicinicsniinainsseessecssisssesssessssesssssssssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssassssasssssssaass X
§ 1. UVOD iiitiiinitinnntecnneecineecssessssssesssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssssssssssssssass 1
§ 2. LITERATURNI PREGLED .......ccuiiiiuiintinninneinsnnnsssesssecsssessssssssesssassssnssssssssssssassss 2
2.1. Makrolidni antibiotici 2
2.1.1. Podjela MAKrOLida..................cccccoviviiiiiiiiiiiiiiiii ettt 2
2.1.2. SiNt@ZA QZIIFOMICINA ...ttt ettt ettt et ettt 4
2.1.3. Mehanizam djelovanja makvolida....................cc.ccoooiioiiiiiiiiiii ettt 5
2.1.4. Mehanizam reziStencije DAKLETIJQ ................ccccccueiiiioiiiiiiie ettt 6
2.2. Makrolidi i bioloske mete 8
2.2.1. Interakcije makvolida i FIDOSOMA. ................ccccccooiiiiiiiiiiiii ettt 8
2.2.2. Interakcije makrolida i GIDUIING. ................c.cccoiiiiiiiiiieii ettt 10
2.3. Tiosemikarbazoni 10
2.3.1. Biolosko djelovanje tioSemikarbazon.....................cc..ccoovviviiiviiieiiiiiieiiieiiecieeeie e 12
2.4. Spektroskopija NMR 12
20410 STD NMR ...ttt bt 13
2.4.2. WaterLOGSY NMR .........cccccooiiiiiiiiiiieiiet ittt 14
§ 3.  EKSPERIMENTALNI DIQ c.ccoioiiiiinuiiiinnicinicssssnccsssncssssecssssssssssssssssssssssssssssssssasssnss 17
3.1. Kemikalije i instrumenti 17
3.2. Snimanje spektara NMR 18
§4. REZULTATI I RASPRAVA ...ciiirtiiirniinitinnsticssnsicssssicssssisssssssssssssssssssssssssssssssssss 19
4.1. Karakterizacija 4''-benzil-makrozona 19
4.2. Karakterizacija kompleksa makrozona s niklom, M4''-NiP6 33
4.3. Usporedba makrozona 4'-6 i M4''-NiP6 41
§ 5. ZAKLJUCAK .uueceeercrncrenrcresessessssssssessesssssssessssesssssssesssssssessssessessssessssessessssesssssssesss 46
§ 6. POPIS OZNAKA, KRATICA I SIMBOLA (PREMA POTREBI) .......cccceveevuvrennnes 47
§ 7. LITERATURNI IZVORI......uuuiiiniiiniiintinisnenssnnecssssesssssesssssscsssssssssssssssssssssasssses 48
§ 8. DODATAK ..coueeteetiintinttentecsnticaessseessessnsssssssssesssesssssssssssssssssassssessassssassssasssssssases XV
§ 9. ZIVOTOPIS .ueueeeeecrercrncrensesssesesessessssessssssesssssssessssessssessessssessesssssssssssssssssessssesses XX

Kristina Dela$ Diplomski rad






§ SazZetak viii

Sveuiliste u Zagrebu Diplomski rad

Prirodoslovno-matematicki fakultet

Kemijski odsjek

SAZETAK

INTERAKCIJE 4"-BENZIL-MAKROZONA [ NJEGOVA KOMPLEKSA S NIKLOM(II) S
BIOLOSKIM METAMA TEHNIKAMA STD I WATERLOGSY NMR

Kristina Delas
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§ 1. Uvod 1

§1. UVOD

Makrolidni antibiotici imaju Siroki spektar antibakterijskog djelovanja na Gram-pozitivne i
Gram-negativne bakterije. Mehanizam djelovanja makrolida temelji se na inhibiranju
biosinteze proteina vezanjem za 50S podjedinicu bakterijskog ribosoma. Jedan od predstavnika
makrolidnih antibiotika je azitromicin. Azitromicin je antimikrobni agens za lijeCenje zaraznih
bolesti zahvaljujuéi svojoj visokoj u¢inkovitosti i sigurnosti.'

Tiosemikarbazoni takoder pokazuju dobru antibakterijsku aktivnost. Neki konjugati
tiosemikarbazona utjecu na mehanizam rezistencije u kojem dolazi do izbacivanja antibiotika
iz rezistentnih bakterijskih stanica. Koordinacijom tiosemikarbazona s metalnim ionima moze
se povecati antibakterijska aktivnost. Vezanjem azitromicina i tiosemikarbazona dobiju se
bioaktivni konjugati makrozoni koji posjeduju aktivnost i na rezistentne sojeve bakterija.

Makrozoni se sastoje od polifunkcijskog makrolaktonskog prstena s dvije saharidne
jedinice (desozamin i kladinoza) i tiosemikarbazonom vezanim za prsten na odredenim
polozajima.? Za uspjesan dizajn makrozona vaZno je razumjeti njihove interakcije s bioloskim
metama, poput ribosoma i albumina.?

Cilj ovog diplomskog rada je istraziti vezanje novog derivata 4"-benzil-makrozona i
njegova kompleksa s niklom(II) na bioloSke mete. Kao modeli bioloSkih meta koristit ¢e se
ribosom iz bakterije Escherichia coli 1 transportni protein albumin izoliran iz govedeg seruma
(engl. bovine serum albumin, BSA). Tehnikom razlike prijenosa zasicenja STD (engl.
saturation transfer difference) NMR*® prouéit ée se interakcije pripravljenih spojeva s
ribosomom 1 BSA te ¢e se odrediti na¢in vezanja, vezni epitopi i skupine u direktnom kontaktu
s bioloskim receptorom. Daljnji uvid u orijjentaciju makrozona u veznom mjestu te
identifikaciju skupina uronjenih u receptor, odnosno izloZenih otapalu omogucit ¢e tehnika
WaterLOGSY NMR.>$ Posebna pozornost posvetit ¢e se optimiranju uvjeta snimanja spektara
STD 1 WaterLOGSY NMR. Kako bi se dobio §to potpuniji opis interakcija, podaci dobiveni
tehnikama NMR usporedit ¢e se s racunskim modelima proucavanih spojeva vezanih na

bioloske mete.
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§ 2. Literaturni pregled 2

§ 2. LITERATURNI PREGLED

2.1. Makrolidni antibiotici

Makrolidi su skupina inhibitora sinteze bakterijskih proteina Sirokog spektra djelovanja. To su
makrociklic¢ki spojevi koji se koriste za lijecenje infekcija kod ljudi i Zivotinja. Ve¢inom se
koriste za lijecenje infekcija gornjih i donjih diSnih puteva. U Sirokoj su klini¢koj upotrebi vise
od 50 godina zbog velike sigurnosti i efikasnosti.>”*8

Sastoje se od 12-eroclanog do 16-eroc¢lanog makrolaktonskog prstena supstituiranog
polarnim ili nepolarnim skupinama, na koji je glikozidnom vezom vezan jedan ili viSe Secera,
kao $to su desozamin i kladinoza.

Prvi otkriveni makrolid bio je pikromicin 1950. godine, a nedugo nakon toga otkriven je

eritromicin koji je prvi uveden u klini¢ku upotrebu.’

2.1.1. Podjela makrolida

Makrolidni antibiotici mogu se podijeliti prema broju atoma u makrociklickim prstenu na 12-
eroclane, 14-ero€lane, 15-eroclane i 16-eroclane. Svaka grupa moze se dodatno podijeliti prema
strukturi laktonskog prstena ili Secera.’

Prema nacinu dobivanja mogu se podijeliti u 4 generacije. U prvu generaciju spadaju
eritromicin A, karbomicin, spiramicin, oleandomicin, rozaramicin i josamicin. Eritromicin A,
izoliran iz bakterije Saccharopolyspora erythraea, se sastoji od 14-eroclanog prstena koji na
C5 polozaju ima vezan desozamin, a na C3 kladinozu. Nedostaci makrolidnih antibiotika prve
generacije je bila potreba za uzimanjem tri ili Cetiri puta dnevno. Eritromicin je imao nuspojave
kao Sto su gorak okus i gréevi u Zelucu. Takoder su bili nestabilni u kiselim uvjetima te su

imali nepredvidivu farmakokinetiku.®’
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§ 2. Literaturni pregled 3

Slika 1. Struktura eritromicina A>

U namjeri poboljsanja svojstava eritromicina A pripremili su se brojni derivati s boljom
bioaktivnosc¢u, fizikalno-kemijskim svojstvima te Sirim antimikrobnim spektrom. Tri
generacije makrolidnih antibiotika su izvedene iz eritromicina A.

Drugoj generaciji pripadaju roksitromicin, klaritromicin te azitromicin. Derivati
eritromicina druge generacije su modificirani na polozajima C6 ili C9, §to sprjeCava stvaranje
enol-etera te su tako stabilniji u kiselim uvjetima. PetnaesteroClani makrolid azitromicin
predstavnik je druge generacije, a nastaje uvodenjem dusika u aglikanski prsten. Azitromicin
pokazuje poboljSanu gastrointestinalnu podnosljivost, stabilnost i farmakokinetiku. Medutim,
derivati druge generacije nisu pokazali poboljSanu aktivnost na Gram-pozitivne bakterije, te je

azitromicin imao ¢ak smanjenu aktivnost.?

Slika 2. Struktura azitromicina®
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§ 2. Literaturni pregled 4

Telitromicin je predstavnik treée generacije i pokazuje poboljSanu aktivnost na
rezistentne bakterije. Telitromicin je 14-eroclani ketolid. Ketolidi su 14-ero¢lani makrolidi koji
imaju karbonilnu skupinu na tre¢em ugljikovom atomu u prstenu umjesto kladinoze sto im daje
stabilnost u kiselom mediju. Medutim, telitromicin je povucen s trzista zbog nuspojava, koje
ukljuéuju kardiovaskularnu i jetrenu toksi¢nost, zamagljen vid i muéninu.?

Makrolid Cetvrte generacije je solitromicin koji ima sli¢nu strukturu kao i telitromicin.
Iako ima znacajno poboljSanu aktivnost na patogene rezistentne na vise lijekova, nije dobio

odobrenje zbog sumnje na toksi¢nost.>’

Slika 3. Strukture: a) telitromicina i b) solitromicina’

2.1.2. Sinteza azitromicina

Uvodenjem dusSika u makrolaktonski prsten nastaju azalidi, te je prsten proSiren od 14- do 15-
¢lanih makrolida. Sinteza azitromicina krefe od eritromicina. Reakcijom eritromicina i
hidroksilamina nastaje oksim eritromicina koji se Beckmannovom pregradnjom pregraduje u
iminoeter eritromicina. Katalitickom redukcijom iminoetera i reduktivnim metiliranjem nastaje
azitromicin. Uvodenje atoma duSika u makrolaktonski prsten poboljSava stabilnost makrolida

u kiselim uvjetima. Azitromicin je prvi puta sintetizirao tim istrazivaca iz PLIVE 1980. godine.
10-12
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§ 2. Literaturni pregled 5
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2.1.3. Mehanizam djelovanja makrolida

Mehanizam djelovanja makrolidnih antibiotika temelji se na vezanju za ribosom 1 blokiranju
sinteze bakterijskih proteina. Imaju Sirok spektar aktivnosti zbog velikog afiniteta prema
bakterijskim ribosomima.

Bakterijski ribosom (70S) sastoji se od male (30S) i1 velike podjedinice (50S). Mala
podjedinica je gradena od 16S rRNA, a velika se podjedinica sastoji od dvije molekule rRNA
- 23S 1 5S. U maloj podjedinici genetski kod se prevodi u niz aminokiselina, a uloga velike je
sinteza peptidne veze.?

Makrolidi se reverzibilno vezu na 50S podjedinicu bakterijskog ribosoma 1 interagiraju
s 23S RNA u regiji peptidil transferaze. VeZu se na pocetku izlaznog tunela za proteine te tako
dolazi do blokiranja produljenja polipeptidnog lanca te inhibiranja sinteze proteina.'

Ve¢i makrolidi, kao §to su 16-eroclani makrolidi, stericki blokiraju lumen tunela.
Utvrdeno je da blokiraju aktivnost peptidiltransferaze 1 onemogucuju sintezu peptidne veze

vezanjem na mjesto A i blokiranjem vezanja aminoacil-tRNA.
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§ 2. Literaturni pregled 6

Medutim, 14-ero¢lani makrolidi, poput eritromicina, ne blokiraju aktivnost
peptidiltransferaze, nego se vezu na pocetak izlaznog tunela za peptide i stericki ga blokiraju.
Peptidil-tRNA zatim disocira s ribosoma.!°

Makrolidi se vezu za ribosom pomocu laktonskog prstena i Secera vezanog na C5-
atomu. Izmedu makrolida i ribosoma uspostavljaju se vodikove veze. Seéer (desozamin) stvara
vodikove veze s nukleotidnim bazama ribosoma u peptidil transferaznom centru. 2’-OH-
skupina desozamina tvori vodikove veze s nukleotidnim bazama na polozaju A2058 i A2059.
Ukoliko dode do metilacije amino skupine A2058 onemogucuje se formiranje vodikove veze s
hidroksilnom skupinom desozamina te to dovodi do rezistencije na makrolide. Kladinoza ne

sudjeluje u interakciji s 23S rRNA. 31013

eritromicin

23S rRNA

Slika 5. H-veze izmedu 2'-OH desozamina eritromicina i nukleotidne baze N1 A2058!3

2.1.4. Mehanizam rezistencije bakterija

Otpornost na eritromicin prvi put je videna iste godine kada je eritromicin uveden u klini¢ku
upotrebu. Otpornost se takoder razvila u vecini drugih organizama protiv kojih su eritromicin 1
drugi makrolidi koriSteni. Geni koji su odgovorni za otpornost nadeni su kod svih Gram-
pozitivnih bakterija za koje je eritromicin koriSten. Nalaze se na plazmidima i transpozonima i

lako se prenose izmedu sojeva i vrsta.®
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§ 2. Literaturni pregled 7

Glavni mehanizmi rezistencije kod bakterija na makrolide su:
e modifikacija ribosomske mete
e izbacivanje makrolida iz bakterijske stanice (efluks)
e prevodenje antibiotika u neaktivan oblik

e mutacije u 23S rRNA i ribosomskim proteinima L4 i L22%10

Gram-pozitivne bakterije mogu ste¢i gen koji daje visoku razinu otpornosti na
makrolide. Bakterije s erm genom su otporne na eritromicin. Tijekom sinteze proteina dolazi
do ekspresije erm gena i nastanka enzima koji metilira rRNA. Stvara se enzim adenil-N-
metiltransferaza koja metilira nukleotide u 23S rRNA u 50S ¢ime se mijenja struktura veznog
mjesta pa se makrolidi viSe ne mogu vezati ili velike metilne skupine izravno ometaju vezanje.
Enzimi metiliraju adenin, Sto rezultira stvaranjem N-metil adenina ili N,N-dimetil adenina 1
posttranskripcijskom modifikacijom strukture 23S rRNA. Tako promijenjena 50S podjedinica
smanjuje afinitet prema vezanju makrolida koji onda ne moZe inhibirati sintezu proteina.

Erm rezistencija moZe postojati u dva oblika: inducibilni 1 konstitutivni. Kod
inducibilne rezistencije metilacija ribosoma se razvija tek nakon $to se makrolid ude u stanice.
U konstitutivnom obliku enzim je aktivan i ako nema makrolida. I inducibilna i konstitutivna

rezistencija na MLSg zahtijevaju intaktnu kodirajuéu sekvencu erm gena.®!413

Drugi mehanizam rezistencije se temelji na uklanjanju antibiotika iz bakterijskih stanica
tzv. efluks mehanizmom. MefA su skupine transportnih proteina kodiranih genom mefA koji
uzrokuju izbacivanje antibiotika van stanice. Posjeduju vezno mjesto za makrolidne antibiotike.
Nastaju konformacijske promjene u proteinu kako bi se izbacio makrolid u zamjenu za proton.
Geni mef uglavnom se nalaze kod Gram-pozitivnih bakterija, ali su zabiljeZeni i kod Gram-
negativnih bakterija. MefA daje otpornost na 14-eroclane 1 15-ero€lane makrolide, ali ne i na

16-ero¢lane makrolide.”%13

Treéi mehanizam rezistencije bakterija je prevodenje antibiotika u neaktivni oblik
pomoc¢u enzima. Makrolidne fosfotransferaze su enzimi koji inaktiviraju makrolide tako Sto
prenose fosfat od ATP-a na 2'-OH grupu eritromicina. Ovi unutarstani¢ni enzimi su pronadeni
u E.coli. Mph(A) fosforilira 14- 1 15-erocle prstene, dok su supstrati za Mph(B) 14- 1 16-eroclani

makrolidi. Prijenosom y-fosfata na 2'-OH skupinu makrolidnih antibiotika prekida se klju¢na
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interakcija makrolida s A2058. Mph enzimi osim ATP-a, mogu koristiti i GTP. Ekspresija
mph(A) je inducirana eritromicinom. Utvrdeno je da Mph(A) daje otpornost na eritromicin,
telitromicin, azitromicin i spiramicin. Enzimi Mph(B) i Mph(C) dali su otpornost na
eritromicin, spiramicin i telitromicin, ali nije primijeéena aktivnost na azitromicin.”!?
Inaktivacija antibiotika moze se provoditi i pomocu makrolidnih esteraza. Temelji se
na hidrolitickoj inaktivaciji makrolida esterazama ¢iji su supstrati 14- i 15-ero¢lani makrolidi.
Geni ereA i ereB slabo su povezani, a svaki daje otpornost na eritromicin u E. coli. Ere(A) je

esteraza tipa I, a Ere(B) esteraza tipa II te obje hidroliziraju laktonski prsten.”!?

2.2. Makrolidi i bioloSke mete

Makrolidni antibiotici predstavljaju klinicki vaznu klasu antibiotika koji blokiraju sintezu
proteina interagirajuci s velikom ribosomskom podjedinicom 50S. Makrolidi tvore interakcije
s ribosomima, proteinima, bakterijskim membranama i zu¢nim kiselinama. Stoga je potrebno
istraziti interakcije makrolida s bioloSkim metama kako bi se bolje razumjela bioaktivnost

makrolida 1 uspje$no dizajnirali novi bioaktivni derivati.

2.2.1. Interakcije makrolida i ribosoma

Makrolidni antibiotici s 14- do 16-ero¢lanim aglikonskim prstenima blokiraju razliite faze
translacije. To moze biti nastajanje prve, druge ili trece peptidne veze. Zbog svoje sloZene
strukture, makrolidi mogu imati razne konformacije. Sposobnost vezanja makrozona za
ribosome ovisi o prostornoj orijentiranosti. PoloZaj makrocikli€¢kog prstena u odnosu na lumen
tunela 1 proteinske podjedinice L4, L22 i L37E utjeCu na sposobnost vezanja za tunel
bakterijskog ribosoma.!® Njihove fizikalno-kemijske karakteristike takoder mogu biti
drugacije. Istrazivanja su pokazala da 14-eroclani i 15-eroclani makrolidi imaju slican nacin
vezanja za ribosom.!%16

Pokazano je da 14-ero€lani i 15-ero¢lani makrolidi mogu postojati u dvije konformacije,
savijenoj (folded-in) i izvrnutoj (folded-out). Navedene konformacije se odnose na izvijanje
fragmenta C3-C5 prema van i prema unutra. Konformacije se razlikuju u udaljenosti nekih
atoma koja je pri izvrnutoj konformaciji kra¢a, a kod savijene dulja i obrnuto."!°

Kristalne strukture makrolida i ribosoma upucuju da je vezna konformacija folded-out,

gdje je jedna strana hidrofobna, a polarne skupine laktonskog prstena usmjerene su prema
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drugoj strani molekule. Prilikom vezanja za ribosom, polarne skupine su u blizini lumena
izlaznog tunela za proteine, a hidrofobni je dio okrenut prema stijenci tunela.!
15-eroclani makrolidi imaju ve¢u konformacijsku fleksibilnost od 14-ero¢lanih te mogu
postojati 1 u 3-endo-folded-out, tj. prijelaznoj konformaciji izmedu folded-out 1 folded-in.
Utvrdeno je da je vezna konformacija makrolida sli¢na onoj u slobodnom stanju.
Pomoc¢u tehnike NMR otkriveno je da u otopini prevladava izvrnuta odnosno konformacija
folded-out. Savijena konformacija folded-in takoder moZe biti prisutna ovisno o polarnosti

otapala.'”

(@)

(b)

[C1839

%

Slika 6. Kristalne strukture: a) eritromicina i b) azitromicina, vezanih za 50 S

podjedinicu ribosoma bakterije H. marismortui®
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2.2.2. Interakcije makrolida i albumina

Visoka akumulacija u stanicama jedna je od najvaznijih razloga za uspjesno djelovanje
antibiotika. Albumini su skupina proteina koji se nalaze u krvnoj plazmi. Oni se reverzibilno
vezu za lijekove 1 stoga mogu sluziti za transport makrolidnih antibiotika. Vezanje na proteine
plazme ovisi o fizikalno-kemijskim svojstvima makrolida kao $to su topljivost, propusnost i
bioraspolozivost."!°

Tehnika STD NMR koriStena je za odredivanje epitopa vezanja azitromicina,
oleandomicina 1 telitromicina. Kao modelni sustav za proucavanje interakcija posluzio je
govedi serumski albumin (BSA). Novak i suradnici utvrdili su da azitromicin i oleandomicin
sliéno interagiraju za BSA.!° Kod telitromicina uodeno je drugaije vezanje §to proizlazi od
drugih strukturnih jedinica u blizini BSA. Desozaminska podjedinica telitromicina nalazi se
udaljenije prilikom interakcije s BSA. Kod azitromicina i oleandomicina desozamin je u puno

blizem kontaktu s BSA. Telitromicin za razliku od azitromicina 1 oleandomicina ne sadrzi

kladinozu, a sadrzi alkil-heteroarilni bo¢ni lanac §to znacajno utjece na vezanje. !

2.3. Tiosemikarbazoni

Tiosemikarbazoni su organosumporni spojevi op¢e formule HoN-C(S)-NH-N=CR,. Amino
skupine mogu biti supstituirane organskim skupinama. Tiosemikarbazoni, njihovi derivati 1

kompleksi, pokazuju Siroki spektar bioloskih ucinaka, kao Sto su antitumorsko, antivirusno,

antifungalno i antibakterijsko djelovanje.!7:!8
Ry s
—_— N ~ N JJ\ N - R5
Rs I I
Ry Ry

Slika 7. Struktura tiosemikarbazona

Tiosemikarbazid je vaZan prekursor koji se koristi u sintezi mnogih polidentatnih
liganada. Reaktivnost njegovih dviju terminalnih amino skupina se razlikuje. Tioamidna
skupina slabo reagira s karbonilnim spojevima, dok je amino skupina reaktivnija i lako se

kondenzira s 2-hidroksi/amino supstituiranim karbonilnim spojevima u obliku Schiffovih baza.

Kristina Dela$ Diplomski rad
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Reakcijom kondenzacije s karbonilnim spojem u prisutnosti iona prijelaznih metala dobiju se
kompleksi tiosemikarbazon-metal.'?
Neki konjugati tiosemikarbazida ometaju mehanizme efluksne pumpe kod rezistentnih

sojeva Staphylococcus aureus i mogu posluziti kao antimikrobni agensi.!

S
\H NH,

Slika 8. Struktura tiosemikarbazida

Sinteza tiosemikarbazona provodi se koriStenjem supstituiranog hidrazin-hidrata i
prekursora izotiocijanata. Tiosemikarbazoni se proizvode kondenzacijom tiosemikarbazida s

aldehidom ili ketonom.?°

_>

S
R1 N /L R3
Ay W
H,0 |

RS Rz RS

2
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Slika 9. Reakcija dobivanja tiosemikarbazona

Moguca su dva konfiguracijska izomera £ i Z koji se mogu koordinirati na prijelazne
metale preko svojih donorskih atoma dusika i sumpora.?° Tiosemikarbazoni se koordiniraju kao
neutralni ligand (keto oblik ili tionski) ili kao deprotonirani anionski ligand (enolni oblik ili

tiolni) kako bi stvorili stabilan petero¢lani kelatni prsten ili napetiji ¢etvero¢lani prsten.?!

Kristina Dela$ Diplomski rad
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Slika 10. Keto/tionska i enol/tiolna tautomerija tiosemikarbazona

2.3.1. BioloSko djelovanje tiosemikarbazona

Tiosemikarbazoni mogu stvarati koordinacijske spojeve s razlicitim prijelaznim metalima kao
Sto su Cu, Pd i Ni. BioloSke aktivnosti tiosemikarbazona posljedica su njihove sposobnosti
stvaranja kelata s metalima. To se pripisuje prisutnosti elektron donorskih skupina (NH, C=S)
1 hidrofobnih arilnih supstituenata. Metalni kompleksi tiosemikarbazona daleko su bioloski
aktivniji od nekoordiniranih tiosemikarbazona. Stvaranjem kompleksa s metalima dolazi do
promjene lipofilnosti, koja kontrolira brzinu ulaska agensa u stanicu. '’

Tiosemikarbazoni pokazuju potencijal kao lijekovi protiv raka. Prisutnost elektron
donorskih atoma N 1 S omogucuje nastajanje koordinacijskih spojeva s metalima, Sto je
odgovorno za njihovu antiproliferativnu aktivnost.'8

Uoceno je da kompleksiranje tiosemikarbazona s niklovim(II) ionom povecava
inhibicijsko djelovanje na proliferaciju stanica.?” IstraZivanja su pokazala da djeluju kao
inhibitori ribonukleotid reduktaze. Ribonukleotid reduktaza je enzim koji katalizira stvaranje
deoksiribonukleotida iz ribonukleotida tijekom sinteze DNA.?%?* Takoder je pokazano da
tiosemikarbazoni djeluju kao inhibitori topoizomeraze II, enzima koji uklanja superzavoje

prilikom odmotavanja DNA.?

2.4. Spektroskopija NMR

Spektroskopija NMR koristi se za odredivanje strukture organskih, anorganskih i bioloSkih
molekula. Spektroskopijom NMR mogu se proucavati jezgre koje posjeduju spin razlicit od

nule kao $to su 'H, °C, *'P, 'F, ’N.»
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2.4.1. STD NMR

Tehnika STD NMR (saturation transfer difference) temelji se na nuklearnom Overhauserovom
efektu (NOE) 1 na selektivnom zasi¢enju protona receptora i prijenosu magnetizacije s receptora
na vezani ligand. Magnetizacija se brzo prenosi kroz cijeli protein zbog spinske difuzije.
Tehnika STD NMR moze se primijeniti za ligande koji se slabo do umjereno vezu na receptor
te u slucaju brze izmjene izmedu vezanog i slobodnog liganda.

U tehnici STD NMR biljeze se dva spektra, spektar on-resonance i spektar off-
resonance. Spektar on-resonance dobiva se selektivnim radiofrekvencijskim (RF) pulsevima
primijenjenim na receptor. Zasi¢enje s receptora prenosi se na ligand kada se on nalazi u
veznom myjestu proteina. Protoni liganda koji su u najblizem kontaktu s protonima proteina
(<5A) primaju najveée zasiéenje $to rezultira smanjenim intenzitetom u spektru on-resonance.
Protoni koji su udaljeniji od proteina primaju malo ili ne primaju zasicenje.

U otopini mogu biti prisutni i slobodni ligandi, ali budu¢i da se ne vezu na receptor nece
primiti nikakav prijenos zasi¢enja od proteina pa nece biti priguSeni u spektru on-resonace.

Spektar off-resonance predstavlja uobicajen spektar 'H NMR. Oduzimanjem
rezonantnog od nerezonantnog spektra dobiva se spektar STD NMR koji otkriva one fragmente
koji se vezu na protein. Spektar STD NMR moZe detektirati samo protone liganda koji su u
bliskom kontaktu s mjestom vezanja proteina. Protoni liganda koji su prostorno najblize
protonima proteina daju najjaci signal u spektru STD-NMR, dok oni udaljeniji imaju slabije
signale. Signali neveznih liganada bit ¢e jednakog intenziteta u on-resonance 1 off-resonance
spektru, te se nakon oduzimanja nece pojaviti nikakvi signali u spektru razlike. Pomocu tehnike

STD NMR mogu se identificirati samo ligandi koji imaju afinitet vezanja.*626-27
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Slika 11. Prikaz tehnike STD NMR?¢

Stupanj zasi¢enosti protona liganda ovisi o njegovoj prostornoj udaljenosti od proteina
1 moze se iskoristiti za odredivanje dijelova liganda koji se vezu za aktivno mjesto proteina.
Moguce je razlikovati atome koji sudjeluju u vezanju i one koji ne sudjeluju u vezanju.

Tehnika STD NMR zahtijeva relativno malu koli¢inu proteina. Ostale prednosti tehnike
STD NMR su jednostavnost primjene i manja vjerojatnost lazno pozitivnih signala u usporedbi
s drugim tehnikama. Mogucée ju je primijeniti na proteine velike molekulske mase. Nedostaci
tehnike STD NMR su manja osjetljivost 1 dugo vrijeme eksperimenta. Takoder, ligandi koji
imaju veliki afinitet vezanja odnosno nalaze se u rezimu spore izmjene ostaju dulje unutar

mjesta vezanja proteina i stoga se ne mogu detektirati spektroskopijom STD NMR.6:?

2.4.2. WaterLOGSY NMR

WaterLOGSY je tehnika NMR koja se koristi za proucavanje interakcija liganda i proteina. To
je varijacija tehnike STD NMR koja se temelji na Cinjenici da ¢e NOE biti negativan samo kada

je ligand vezan na protein. Magnetizacija se prenosi s vode na protein i onda na ligand.
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§ 2. Literaturni pregled 15

* Molekule vode

N noE
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Slika 12. Putevi prijenosa magnetizacije izmedu vode, proteina i liganada®®

U promatranom sustavu ligand-receptor voda mozZe postojati kao slobodna voda i kao
voda koja okruzuje proteine 1 male molekule pa selektivnom pobudom velike koli¢ine vode
dolazi do prijenosa magnetizacije na sve molekule koje su prisutne u otopini putem NOE.
Magnetizacija se takoder moze prenijeti s povrSine proteina na njegovu unutras$njost kroz
spinsku difuziju, a zatim na ligande preko NOE. Prijenos magnetizacije se moze posti¢i 1
kemijskom izmjenom izmedu vode i izmjenjivih protona na proteinima (NH>, OH).>%%

U eksperimentu se odreduje NOE izmedu vode i liganda. NOE za vezanu vodu ima
suprotan predznak od onog iz slobodne vode. Vezni i slobodni ligandi imaju suprotne predznake
pa se mogu razlikovati u spektru WaterLOGSY.

Snimaju se dva spektra od kojih je jedan referentni spektar koji sadrzi samo male
molekule 1 drugi spektar koji uklju¢uje 1 male molekule 1 makromolekule. U referentnom
spektru svi signali bi trebali biti negativni osim izmjenjivih protona koji se zbog kemijske
izmjene s vodom pojavljuju kao pozitivni signali.

Predznaci signala NOE izmedu malih i velikih molekula su razli¢iti. Male se molekule
u otopini gibaju relativno brzo, a velike molekule sporo. Zbog toga male molekule pokazuju
pozitivne signale NOE, a velike molekule negativne signale NOE. Male molekule koje se ne
vezu za proteine ¢e dati pozitivne signale NOE s vodom tj. imat ¢e negativan signal
WaterLOGSY. Proteini ¢e pokazivati negativne signale NOE tj. pozitivan signal
WaterLOGSY.
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Ligandi koji su u brzoj izmjeni izmedu slobodnog i vezanog stanja mogu se pojaviti kao
negativni signali NOE ako su vezani za proteine ili mogu dati pozitivne signale NOE s vodom
ako su slobodni ligandi. Signal liganda koji se veZze mijenja predznak zbog interakcije s

proteinom. 62831

Ligandi

'H;0 - : :
T e @ Pozitivan NOE

t R + Protein

RF puls

Slika 13. Prikaz tehnike WaterLOGSY 3°

WaterLOGSY je osjetljivija tehnika od STD NMR. Osim za identifikaciju proteinskih
liganada koristi se 1 za odredivanje konstanti vezanja protein-ligand. Dobra je tehnika za

receptore niske gustoée protona kao §to su nukleinske kiseline.®
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§ 3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Kemikalije i instrumenti

Azitromicin, Fidelta d.o.o., Hrvatska

DMSO-de

Fosfatni pufer pH 7,4

Natrijev kakodilatni pufer, /= 0.05 mol L™}, pH = 7.0

Ribosom, pH = 7,4, Dr. Kalju Vanatalu, CDN Ltd., Leete 13, 11313 Tallinn, Estonija
BSA, Sigma Aldrich, Darmstadt, Njemacka

Tablica 1. Popis instrumenata koriStenih za analizu spojeva

Instrument Metoda

Rotovapor Buchi R-100 Uparavanje

Mettler AT261 DeltaRange Vaganje

Bruker Avance III HD 400 MHz Spektroskopija NMR
Bruker Avance NEO 600 MHz
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3.2. Snimanje spektara NMR

Spojevi su okarakterizirani spektroskopijom NMR, a snimljeni spektri obradeni su 1 analizirani
pomocu programa 7Top spin 4.2.0. Tehnike NMR koje su koriStene bile su STD (Saturation
Transfer Difference) 1 WaterLOGSY (Ligand Observed via Gradient SpectroscopY).

Snimljeni su spektri NMR benzil-4"-makrozona i njegovog kompleksa s niklom(II),
M4"-NiP6. Nakon toga, snimljeni su spektri navedenih spojeva u interakciji s ribosomom
izoliranog iz E. coli te s govedim albuminom BSA. Kao referentni signal koriSten je
tetrametilsilan (TMS).

Tehnika STD NMR je koristena za odredivanje epitopa vezanja. Derivat azitromicina
4"-6 (2 mg) otopljen je u 450 uL DMSO-ds (v:v = 1:1) te je dodano 450 pL deuteriranog
fosfatnog pufera (pH 7,4). Nakon toga je dodan deuterirani ribosom bakterije £. Coli (co=7,87
umol L) u fosfatnom puferu. Omjer spoja i ribosoma bio je 3500:1.

Za proucavanje interakcije s BSA, spoj 4"-6 je otopljen u 450 uL DMSO i 450 uL
fosfatnog pufera. Dodan je BSA (c;=1 mmol L) tako da je omjer spoja i BSA 500:1.

Vrijeme zasi¢enja bilo je 2 s. Spektri su dobiveni spektralnom Sirinom od 9 kHz, i
koriStenjem 1024 ponavljanja. Selektivno zasi¢enje ribosoma provedeno je pomocu 50 ms
Gauss 1.1000 pulsa. Pri snimanju spektra on resonance frekvencije zasi¢enja iznosile su 8 ppm,
10 ppm, ili -0,5 ppm, a frekvencija off resonance bila je na 50 ppm. Spektri STD su
normalizirani postavljanjem najveceg signala na 100 % ekvivalentnog signala 'H NMR.

Oduzimanjem spektara on-resonance 1 off-resonance dobije se spektar razlike.

Za tehniku WaterLOGSY uzorak 4"-6 (2 mg) je otopljen u 50 pL 10% DMSO-ds i
kakodilatnom pufer (V= 530 pL). Za svaki uzorak snimljena su tri spektra prije i nakon dodatka
ribosoma E. Coli tj. BSA.

Svaki spektar je dobiven s 512 skeniranja 1 sa spektralnom Sirinom od 9 kHz. Spektri su
snimani pri razli¢itim vremenima mijeSanja koja su iznosila 0,25 s, 0,75 s1 1,7 s.

Isti je postupak ponovljen sa kompleksom makrozona s niklom(II), M4"-NiP6
otopljenog u DMSO 1 deuteriranom fosfatnom puferu odnosno kakodilathom puferu u
interakciji s ribosomom iz E. Coli i s BSA.

Prije snimanja spektara STD NMR i WaterLOGSY prvo je snimljen spektar 'H NMR.
Spektri STD 1 WaterLOGSY su snimani prije i nakon dodatka ribosoma E. Coli, odnosno BSA.

Kristina Dela$ Diplomski rad
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§ 4. REZULTATII RASPRAVA

4.1. Karakterizacija 4''-benzil-makrozona

U sklopu ovog diplomskog rada nije provedena sinteza 4"-benzilnog derivata
azitromicina, ve¢ je koriSten prethodno sintetiziran produkt. Na slici 14 prikazana je struktura
4"-benzil-makrozona koja se sastoji od azitromicina koji na polozaju 4" preko kisika ima vezan
tiosemikarbazon. Vezanje 4"-benzil-makrozona na bioloSke mete odredeno je pomocu tehnika
STD NMR i1 WaterLOGSY NMR.

Snimljen je spektar 'H NMR spoja u deuteriranom otapalu DMSO i fosfatnom puferu
(slike 15 i 16). Spektar '"H NMR navedenog spoja je asigniran i vrijednosti kemijskih pomaka
se nalaze u tablici 2. Kemijski pomaci nekih atoma se nisu mogli asignirati zbog preklapanja
signala ili zbog nemogucénosti detekcije signala. Pri 4,8 ppm prisutan je intenzivan signal koji

odgovara vodi pa je spektar podijeljen u dva uvecana dijela.

120H

W
12Me

Slika 14. Struktura 4"-benzil-makrozona s ozna¢enim atomima
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Slika 15. Uvecani spektar 'H NMR spoja 4"-6 prije dodatka ribosoma iz E. coli u fosfatnom

puferu i DMSO-ds pri 298 K
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Slika 16. Uvecani spektar 'H NMR spoja 4"-6 prije dodatka ribosoma iz E. coli u fosfatnom

Tablica 2. Asignacija kemijskih pomaka 'H spoja 4"-6 u fosfatnom puferu

puferu i DMSO-dg pri 298 K

atom o(‘H)/ ppm atom J('H)/ ppm

2 2,73 22NH 8,41
2Me 1,21 23a 4,87

3 4,08 23NH 8,74

4 2,04 25,29 7,38
4Me 1,17 26, 28 7,39

Kristina Dela§
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5 3,55 27 7,31
6Me 1,28 1 4,32
60H - 2! 3,12
7 - 2'0H 4,87
8 2,03 3! -
8Me 0,94 3'NMe 2,61
9 2,50 4' -
9a 2,76 5" 3,73
10 2,51 5'Me 1,25
10Me 1,09 1" -
11 3,63 2" 2,17
110H - 3"Me 1,24
12Me 1,09 3"OMe 3,26
120H 3,03 4" 3,55
13 - 4"a 3,29
14 - 4"b 1,69
14Me 0,83 4"c ]
17,21 7,89 4"NH 8,57
18, 20 7,81 5" -
22 8,11 5"Me 1,24

-signal nije detektiran

Tehnika STD se temelji na selektivnom zasi¢enju rezonancija receptora i prijenosu

zasi¢enja na vezani ligand mehanizmom spinske difuzije. Moguce je identificirati vezne epitope

liganda. Spektar razlike STD nastaje oduzimanjem dva spektra, spektra on-resonance 1 spektra

off-resonance. Spektar razlike STD pokazuje samo signale atoma koji primaju zasi¢enje nakon

vezanja liganda.’

Atomi koji su prostorno najblize ribosomu primaju najveci iznos magnetizacije i imaju

najvece pojacanje intenziteta u spektru STD. Skupine makrozona koje su u bliskom kontaktu s

ribosomom odredene su pomoc¢u tehnike STD NMR. U ovoj tehnici koriSten je deuterirani

Kristina Dela§
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ribosom u fosfatnom puferu. U spektrima STD nisu prisutni signali amino skupina (4"NH i

23NH) buduci da se ti protoni izmjenjuju s deuterijem iz otapala.

Na slikama 17 i 18 prikazana je usporedba spektra 'H NMR makrozona 4"-6 prije
dodatka ribosoma i spektra razlike STD pri frekvenciji on-resonance pri 10 ppm te 8 ppm. Bolje
razlucivanje signala postignuto je pri frekvenciji od 8 ppm. Oznaceni su atomi koji se nalaze
blizu ribosoma, a signali najveceg intenziteta u spektru razlike STD pripadaju atomima vodika

koji su najblize receptoru te oni sudjeluju u interakciji s ribosomom.

14 [rell

3"0OMe 3"Me

]
=
o
2

10

e W

. oL

8 6 4 2 [ppm]

c)

Slika 17. a) Spektar razlike STD spoja 4“-6 nakon dodatka ribosoma pri 10 ppm, b) spektar
off-resonance pri 50 ppm nakon dodatka ribosoma i c) spektar 'H NMR prije dodatka

ribosoma
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Slika 18. a) Spektar razlike STD spoja 4*“-6 nakon dodatka ribosoma pri 8 ppm, b) spektar off-

resonance pri 50 ppm nakon dodatka ribosoma i ¢) spektar 'H NMR prije dodatka ribosoma

Sli¢ni rezultati dobiveni su i u interakciji makrozona 4"-6 s BSA. Aromatski dio spektra

pri 8-7 ppm je skoro isti kao 1 u interakciji s ribosomom, a spektri se razlikuju u podrucju oko

1 ppm.
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Slika 19. a) Spektar razlike STD spoja 4*“-6 nakon dodatka BSA pri 10 ppm, b) spektar off-
resonance pri 50 ppm nakon dodatka BSA i c) spektar "H NMR prije dodatka BSA
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Najintenzivniji signali u spektru STD spoja 4"-6 pripadaju protonima desozamina
(5'Me), aglikonskog prstena (2Me, 4Me, 8Me, 10Me, 12Me, 14Me), kladinoze (3"Me, 5"Me)
te tiosemikarbazona od kojih su aromatski protoni (17, 18, 20, 21, 25, 26, 27, 28 1 29) te alifatski

(22, 23a). Navedene skupine sudjeluju u vezanju na ribosom tj BSA.

Izracunata su pojacanja STD kako bi se potvrdile skupine koje su u bliskom kontaktu s

ribosomom, odnosno BSA.
Pojacanja STD izracunata su pomocu formule:

o = Isar
Isrp = 7
0

gdje je Iy intenzitet signala u referentnom spektru, a Is4rintenzitet signala u zasi¢enom spektru.*
Spektri STD su normalizirani postavljanjem najveceg signala na 100 %.

Protoni u najblizem kontaktu s receptorom imaju najjaca pojaanja STD. U tablici 3
nalaze se izraCunate vrijednosti pojacanja STD pri frekvencijama od 10 ppm, 8 ppm 1 -0,5 ppm
nakon dodatka ribosoma. Pojac¢anja STD za vecinu atoma najmanja su pri frekvenciji od 10
ppm, zatim rastu pri frekvenciji od -0,5 ppm te su najveca pri 8 ppm. Vrijednost pojacanja STD

nekih metilnih 1 metilenskih skupina nije bilo moguce to¢no odrediti jer se signali preklapaju.

Izracunata pojacanja STD najveca su za aromatski prsten tiosemikarbazona te iminski
proton kompleksa $to ukazuje na to da je tiosemikarbazonski dio u blizini ribosoma. Pri svakoj
frekvenciji pojacanje STD od 100 % pripada atomu vodika (27H) aromatskog prstena. Prijenosi

zasic¢enja takoder su opazeni za metilne protone na polozajima 3" 1 5" u kladinozi.
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Tablica 3. Pojacanja STD za spoj 4"-6 nakon dodatka ribosoma iz E. coli pri razliitim

frekvencijama zasi¢enja, normalizirano u odnosu na signal najveceg intenziteta

"
rié:)o-s(soin pojacanja STD
atom on-resonance 10 ppm | on-resonance -0,5S ppm | on-resonance § ppm
14Me 54 % 12,2 % 26,6 %
8Me 6,7 % 18,1 % 28,3 %
10Me, 12Me 2,4 % 5,7 % 7,3 %
4Me 4,8 % 12,9 % 30,1 %
2Me 13,0 % 28,3 % 22,1 %
3"Me, 5"Me 6,1 % 17,0 % 7,9 %
5'Me 4,6 % 12,0 % 13,8 %
27 100,0 % 100,0 % 100,0 %
28, 29, 26, 25 48,9 % 60,9 % 49,1 %
18, 20 28,4 % 39,4 % 41,0 %
17,21 27,6 % 36,4 % 44,4 %
22 31,6 % 40,7 % 49,5 %

Iako se vezanje 15-eroclanih makrolida na bioloske mete malo razlikuje Sto ovisi o
strukturi, tehnika STD je pokazala da su u bliskom kontaktu s ribosomom obi¢no kladinoza,
desozamin i metilna skupina 14Me.*> Na&in vezanja desozamina ne ovisi o veli¢ini aglikona ili
njegovoj orijentaciji u odnosu na lumen ribosomskog tunela. Desozamin je usmjeren na
ribosomsko P-mjesto i omoguéuje malo dulji rast novonastalog peptidnog lanca tijekom
translacije. Translacija se zaustavlja nakon stvaranja 4. do 8. peptidne veze. Za razliku od toga

kod 16-eroc¢lanih makrolida dolazi do inhibicije translacije pri stvaranju 1. do 2. peptidne veze.

Usporedbom s prijasnjim istrazivanjima utvrdeno je da makrozon 4"-6 ima zajednicke

epitope vezanja s azitromicinom, a to su skupine 2Me, 14Me i 3"OMe.'?

Spektri STD za spoj 4"-6 u interakciji s BSA snimljeni su pri dvije frekvencije, 101 0,5
ppm. Vrijednosti pojacanja su prikazane u tablici 4. Pojacanja STD pri frekvenciji od 10 ppm
snizena su u odnosu na frekvenciju od -0,5 ppm. Najvece pojacanje pripada takoder atomu
vodika (27H). Veca pojaCanja opaZzena su za protone aromatskog prstena (25, 26, 28, 29) i

iminskog (22) protona $to potvrduje da je tiosemikarbazonski dio vezan na BSA.
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Tablica 4. Pojacanja STD za spoj 4"-6 nakon dodatka BSA pri razli¢itim frekvencijama

zasi¢enja, normalizirano u odnosu na signal najveceg intenziteta

4"-6 i BSA pojacanja STD
atom on-resonance 10 ppm | on-resonance -0,5 ppm
14Me 5,9 % 16,3 %
8Me 5,6 % 26,3 %
10Me 3,0 % 10,8 %
12Me 3,8 % 14,2 %
4Me 10,6 % 26,0 %
2Me 11,1 % 234 %
3"Me, 5"Me 7,2 % 23,8 %
27 100,0 % 100,0 %
25, 26, 28, 29 47,2 % 64.4 %
18, 20 29,2 % 47,2 %
17,21 30,3 % 47,8 %
22 27,8 % 47,5 %

26
48,9%

Slika 20. Spoj 4"-6 s prikazanim pojacanjima STD za odgovaraju¢e atome nakon dodatka

ribosoma iz E. coli
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2847,2%

27 100%

26

47,2%

Slika 21. Spoj 4"-6 s prikazanim pojac¢anjima STD za odgovarajuc¢e atome nakon dodatka

BSA

Spektri STD su snimani pri frekvenciji off-resonance od 50 ppm. Frekvencija on-
resonance varirala je izmedu 10 ppm, 8 ppm i -0,5 ppm. Na slici 22 je prikazana usporedba
spektara spoja 4"-6 pri razliCitim frekvencijama nakon dodatka ribosoma. Signali su
najintenzivniji pri frekvenciji od -0,5 ppm. Bolji rezultati su dobiveni uz frekvenciju on-
resonance pri 10 ppm jer je -0,5 ppm preblizu signala metilnih skupina te se direktno pobuduje

jedan dio makrolaktonskog prstena.
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Slika 22. Spektri razlike STD spoja 4"-6 nakon dodatka ribosoma iz E. coli pri a) -0,5 ppm, b)
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Usporedba spektara STD spoja 4"-6 u interakciji s BSA pri dvije frekvencije on
resonance od -0,5 ppm i 10 ppm BSA prikazana je na slici 23. Intenzivniji signali dobiveni su

pri frekvenciji od -0,5 ppm.
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Slika 23. Spektri razlike STD spoja 4"-6 nakon dodatka BSA pri a) -0,5 ppm i b) 10 ppm

U WaterLOGSY tehnici dolazi do prijenosa magnetizacije s vode na bioloski receptor
te zatim na ligand. Moguce je razlikovati slobodni ligand od liganda koji je vezan. Na slici 24
su prikazani spektri WaterLOGSY spoja 4"-6 nakon dodatka ribosoma iz E. coli 1 BSA. Za
razliku od spektra STD, u spektru WaterLOGSY su prisutni signali izmjenjivih protona 4"NH
1 23NH. Ako se ligand veZe na receptor, signali liganda ¢e biti pozitivni, a ako ne dolazi do
vezanja signali ée bit negativni.’ Signali WaterLOGSY su manje intenzivni kod spoja u
vezanom stanju nego kod slobodnog spoja §to znaci da su manje izlozeni vodi, tj. nalaze se
dublje u makromolekuli. Spektri WaterLOGSY na slici 24 potvrduju interakciju

tiosemokarbazonskog dijela makrozona s ribosomom i BSA.
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Slika 24. Spektri WaterLOGSY tiosemikarbazonskih protona pri vremenu mijesSanja 1,7 s a)
spoj 4"-6 prije dodatka ribosoma, b) spoj 4"-6 nakon dodatka ribosoma, c) spoj 4"-6 nakon
dodatka BSA

Intenzitet signala WaterLOGSY slobodnog liganda usporeden je s intenzitetom signala
vezanog liganda kako bi se istaknule promjene intenziteta nakon vezanja receptora. Izracunat
je intenzitet prije 1 poslije dodatka receptora pri svakom vremenu mijeSanja koja su iznosila

0,25s,0,75s11,7 s pa su dobiveni faktori WaterLOGSY. Rezultati se nalaze u tablicama 5 1 6.

Faktori WaterLOGSY odredeni su prema formuli

|(Iwrocsyt+) — Uwrogsy—)I

WLOGSY factor =
|(Iwrocsy =)

gdje je Iwrocsy* intenzitet WaterLOGSY nakon dodatka ribosoma/BSA, a Iwrogsy- prije
dodatka ribosoma/BSA. Vrijednosti su onda normalizirane prema najvecoj vrijednosti za faktor

WaterLOGSY odgovarajuéeg proteina postavljenom na 100 %.6
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Tablica 5. Faktori WaterLOGSY za spoj 4"-6 nakon dodatka ribosoma iz E. coli pri razli¢itim

vremenima mije$anja, normalizirano u odnosu na signal najveceg intenziteta

4'"-6 i ribosom faktori WaterLOGSY
atom 1,7s 0,75 s 0,25 s
27 55,2 % 97,1 % 22,6 %
25,26, 28,29 0,0 % 0,0 % 0,0 %
18, 20 70,9 % 25,0 % 48,2 %
17,21 18,5 % 29,6 % 20,4 %
22 88,2 % 63,0 % 55,6 %
4"NH 77,6 % 85,3 % 100,0 %
23NH 100,0 % 100,0 % 97,6 %

Tablica 6. Faktori WaterLOGSY za spoj 4"-6 nakon dodatka BSA pri razli¢itim vremenima

mijeSanja, normalizirano u odnosu na signal najveceg intenziteta

4'"-6 i BSA faktori WaterLOGSY

atom 1,7 s 0,75 s 0,25 s
27 72,2 % 99,6 % 100,0 %

25, 26, 28, 29 0,0 % 15,4 % 11,9 %
18, 20 26,8 % 51,9 % 56,9 %
17,21 24,3 % 35,6 % 44,8 %

22 100,0 % 17,1 % 20,0 %
4"NH 59,5 % 18,8 % 42,1 %
23NH 84,5 % 100,0 % 65,4 %

Faktori WaterLOGSY odredeni su samo za aromatski dio spoja. Nije bilo moguce
odrediti faktore WaterLOGSY za metilne skupine azitromicinskog djela spoja zbog preklapanja
signala. Najslabiji faktor WaterLOGSY odgovara protonu koji je najvise okruzen vodom. Ova
tehnika sluzi za potvrdu vezanja dobivenih iz spektra STD, a moZe dati 1 podatke o tome koliko

je ligand uronjen u receptor.
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Najslabiji faktor WaterLOGSY pripada protonima benzena u polozajima 25, 26, 28 1 29
u interakciji s BSA i s ribosomom. Najve¢i prijenos magnetizacije primaju izmjenjivi protoni

23NH, 4"NH te protoni u polozajima 22 1 27.

S 0%

24

Slika 25. Spoj 4"-6 s prikazanim faktorima WaterLOGSY za odgovaraju¢e atome nakon

dodatka ribosoma iz E. coli, vrijeme mijeSanja 1,7 s

Slika 26. Spoj 4"-6 s prikazanim faktorima WaterLOGSY za odgovaraju¢e atome nakon

dodatka BSA, vrijeme mijeSanja 1,7 s
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Spektri s vremenima mijeSanja od 0,25 s, 0,75 s 1 1,7 s su sli¢ni. Pri 9 ppm nalaze se

izmjenjivi protoni 23NH i1 4"NH ¢iji se intenziteti razlikuju pri razli¢itim vremenima mijeSanja.
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Slika 27. Aromatski dio spektara WaterLOGSY spoja 4"-6 nakon dodatka ribosoma iz E. coli,

pri razli¢itim vremenima mijesanja: a) 0,25 s, b) 0,75sic) 1,7 s
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Slika 28. Aromatski dio spektara WaterLOGSY spoja 4"-6 nakon dodatka BSA, pri razli¢itim

vremenima mijeSanja: a) 0,25 s,b) 0,75sic) 1,7 s
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4.2. Karakterizacija kompleksa makrozona s niklom, M4''-NiP6

Kompleks makrozona s niklom(I) nastaje povezivanjem spoja 4"-6 s joS jednim
tiosemikarbazonom. Dolazi do nukleofilnog napada amino skupine na karboksilnu skupinu.

U strukturi tiosemikarbazona nalazi se dusik i sumpor koji predstavljaju dobre donorske
atome za stvaranje koordinacijske veze s metalnim kationima. Kompleksiranjem
tiosemikarbazona s niklom(II) dolazi do procesa tautomerizacije, tj. promjene jednostruke C-N
veze u dvostruku, a dvostruka veza C=S prelazi u jednostruku te dolazi do prijelaza iz tionskog

u tiolni oblik.

Slika 29. Struktura 4"-benzil-makrozona u kompleksu s niklom s ozna¢enim atomima

Na slici 30 prikazan je spektar 'H NMR 4"-benzil-makrozona u kompleksu s niklom. U
podru¢ju od 6,5 do 8,5 ppm nalaze se signali koji odgovaraju aromatskom protonima
tiosemikarbazona. Nije bilo moguce asignirati sve atome vodika jer se neki signali preklapaju.
U tablici 7 se nalaze kemijski pomaci u spektru "H NMR. Za razliku od spektra "H NMR spoja
4"-6, ovdje je prisutan intenzivan signal pri 11,7 ppm koji odgovara protonu OH u karboksilnoj

skupini.
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Slika 30. Spektar "H NMR spoja M4"-NiP6 prije dodatka ribosoma iz E. coli u fosfatnom
puferu i DMSO-de pri 298 K

Tablica 7. Asignacija kemijskih pomaka 'H spoja M4"-NiP6 u fosfatnom puferu

atom J(‘H)/ ppm atom J(‘H)/ ppm
2 - 22,22 8,13
2Me - 23a, 23a’ 4,86
3 4,50 23NH, 23'NH 9,21
4 2,28 25,25', 29, 29' 7,34
4Me 1,08 26, 26', 28, 28' 7,43
5 4,36 27,27 7,24
6Me 1,24 1' -
60H - 2 4,00
7 - 2'0OH -
8 2,30 3 2,61
8Me 0,95 3'NMe 2,50
9 2,38 4' -
9a 2,50 5' -
10 2,93 5'Me -
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10Me 1,15 15'OH 11,74
11 - 1" -
110H - 2" 1,90
12Me 1,14 3"Me 1,24
120H 4,03 3"OMe 3,32

13 4,56 4" 3,89

14 1,51 4"a 4,19
14Me 0,79 4"b 2,18
18, 20 7,76 4"c 3,86
17,21 7,93 4"NH 8,79
17', 21" 7,99 5" 4,41
18', 20' 7,80 5"Me 1,77

-signal nije detektiran

U spektrima razlike STD na slikama 31 1 32 prikazani su atomi vodika makrozona M4"-

NiP6 koji se prostorno nalaze najbliZze ribosomu/BSA 1 oni su najveceg intenziteta. Spektri

razlike STD nakon dodataka ribosoma 1 BSA su sli¢ni u podrucju 1.5-0.5 ppm za atome vodika

kladinoze, desozamina i aglikonskog prstena. Spektri se razlikuju u podruc¢ju od 8 do 7 ppm

gdje se nalaze aromatski protoni u dvjema tiosemikarbazonskim jedinicama. Malo bolje

razlucivanje spektara razlike STD je postignuto nakon dodatka ribosoma u usporedbi sa

spektrima kompleksa s BSA.

Epitopi vezanja za makrozon M4"-NiP6 su sli¢ni kao 1 za spoj 4"-6, osim §to ovdje u

vezanju sudjeluju 1 atomi vodika drugog tiosemikarbazonskog prstena (17, 18', 20", 21', 22,

25',26', 27", 28', 29").
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Slika 31. a) Spektar razlike STD spoja M4"-NiP6 nakon dodatka ribosoma pri 10 ppm, b)
spektar off-resonance pri 50 ppm nakon dodatka ribosoma i ¢) spektar 'H NMR prije dodatka

ribosoma
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Slika 32. a) Spektar razlike STD spoja M4"-NiP6 nakon dodatka BSA pri 10 ppm, b) spektar
off-resonance pri 50 ppm nakon dodatka BSA i c) spektar 'H NMR prije dodatka BSA

Kristina Delas Diplomski rad



§ 4. Rezultati i rasprava

37

Prijenosi zasi¢enja nakon dodatka ribosoma i kod makrozona M4"-NiP6 veéi su za

aromatski tiosemikarbazon i iminski proton nego za ostatak molekule. Pri frekvenciji on-

resonance od 50 ppm najvece pojacanje STD odgovara protonima tiosemikarbazona 25, 25',

29, 29', dok pri frekvenciji -0,5 ppm i 8 ppm pojacanje od 100 % odgovara protonima 26, 26,

28, 28"

Zarazliku od pojacanja STD u kompleksu makrozon-ribosom, prijenosi zasi¢enja nakon

dodatka BSA najveca su za atome tiosemikarbazona 27 1 27"

Tablica 8. Pojacanja STD za spoj M4"-NiP6 nakon dodatka ribosoma iz E. coli pri razli¢itim

frekvencijama zasi¢enja, normalizirano u odnosu na signal najveéeg intenziteta

M4'"-NiP6 i ribosom pojacanja STD

atom on-resonance 10 ppm | on-resonance -0,5 ppm | on-resonance 8 ppm

14Me 23,7 % 22,2 % 31,2 %

8Me 18,0 % 18,3 % 15,2 %

4Me 23,7 % 39,7 % 29,8 %

2Me, 3"Me, 5"Me 23,7 % 18,7 % 27,6 %

5'Me 13,7 % 17,1 % 16,5 %

27,27 79,0 % 26,6 % 58,7 %

25,25, 29, 29' 100,0 % 33,3 % 82,5 %

26, 26', 28, 28' 37,7 % 100,0 % 100,0 %

18, 20 38,7 % 20,7 % 49,7 %

17,21 50,0 % 23,7 % 63,6 %

18', 20' 62,9 % 18,3 % 47,7 %

17,21 70,2 % 18,0 % 43,2 %

22,22 52,4 % 17,7 % 48,8 %

Tablica 9. Pojacanja STD za spoj M4"-NiP6 nakon dodatka BSA pri razli¢itim frekvencijama

zasi¢enja, normalizirano u odnosu na signal najveceg intenziteta

M4"-NiP6 i BSA

pojacanja STD

atom

on-resonance 10 ppm

on-resonance -0,5 ppm

14Me

9,9 %

23,0 %
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8Me 2,1 % 18,1 %
4Me 18,3 % 14,2 %
2Me 11,2 % 59,2 %
3"Me, 5"Me 11,2 % 25,6 %
5'Me 6,3 % 22,1 %
27,27 100,0 % 100,0 %
25, 25, 26, 26', 28, 28', 29, 29' 58,0 % 41,2 %
18, 20 61,6 % 46,4 %
17,21 71,6 % 50,5 %
18', 20' 21,5 % 11,2 %
17,21 26,8 % 14,4 %
22,22 31,4 % 17,3 %

Kao i za spoj 4"-6, izra¢unata pojac¢anja STD najvecéa su za aromatski dio te iminski
proton kompleksa $to ukazuje na to da su dva tiosemikarbazonska dijela u kontaktu s

ribosomom, odnosno BSA.

Slika 33. Spoj M4"-NiP6 s prikazanim pojacanjima STD za odgovaraju¢e atome nakon

dodatka ribosoma iz E. coli
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29 58,0%

2858,0%
27 100%

58,0%

Slika 34. Spoj M4"-NiP6 s prikazanim pojacanjima STD za odgovarajuce atome nakon

dodatka BSA

Na slici 35 nalaze se asignirani signali atoma koji su u bliskom kontaktu s BSA. Spektar
WaterLOGSY makrozona M4"-NiP6 nakon dodatka ribosoma slican je onome nakon dodatka
BSA. Aromatski dio spektra WaterLOGSY potvrduje rezultate dobivene iz spektra STD, koji

pokazuje da dvije tiosemokarbazonske jedinice interagiraju s ribosomom i BSA.
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Slika 35. Spektri WaterLOGSY tiosemikarbazonskih protona pri vremenu mjesSanja 1,7 s: a)
spoj M4"-NiP6 prije dodatka BSA, b) spoj M4"-NiP6 nakon dodatka ribosoma, c) spoj M4"-
NiP6 nakon dodatka BSA

Faktori WaterLOGSY razlikuju se ovisno o trima vremenima mijeSanja pri kojima je

proveden eksperiment. Pri vremenu mijeSanja od 1,7 s atomi vodika amino skupina (23NH 1

23'NH) primaju najve¢u magnetizaciju, dok pri vremenu mijesanja od 0,75 s 10,25 s to primaju

iminski protoni (22 1 22') $to je prikazano u tablici 10.

Tablica 10. Faktori WaterLOGSY za spoj M4"-NiP6 nakon dodatka BSA pri razli¢itim

vremenima mijesanja, normalizirano u odnosu na signal najveceg intenziteta

M4'"-NiP6 i BSA faktori WaterLOGSY
atom 1,7 s 0,75 s 0,25 s
27,27 67,4 % 7,1 % 27,7 %
25,25', 29, 29' 43,9 % 41,6 % 48,7 %
26, 26', 28, 28' 6,6 % 41,6 % 48,7 %
18, 18', 20, 20 3,5 % 56,4 % 22,4 %
17,17, 21, 21" 63,2 % 51,4 % 14,4 %
22,22 59,9 % 100,0 % 100,0 %
23NH, 23'NH 100,0 % 3,3 % 0,0 %
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Tablica 11. Faktori WaterLOGSY za spoj M4"-NiP6 nakon dodatka ribosoma pri razli¢itim

vremenima mijesanja, normalizirano u odnosu na signal najveceg intenziteta

M4''-NiP6 i ribosom faktori WaterLOGSY
atom 0,75 s 0,25 s
27,27 13,0 % 19,7 %
25, 25', 29, 29' 88,2 % 20,0 %
26, 26', 28, 28' 4,6 % 2,2 %
18, 18', 20, 20' 7,6 % 15,2 %
17,17', 21, 21" 3, 7% 16,6 %
22,22 100,0 % 100,0 %

Slika 36. Spoj M4"-NiP6 s prikazanim faktorima WaterLOGSY za odgovaraju¢e atome nakon

dodatka BSA, vrijeme mijeSanja 1,7 s

4.3. Usporedba makrozona 4''-6 i M4''-NiP6

Na slikama 37-40 prikazani su spektri STD spoja 4"-6 te spoja u kompleksu s niklom
M4"-NiP6 nakon dodatka ribosoma ili BSA. Prikazane su skupine koje pokazuju jake signale
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42

STD. Usporedbom spektara STD vidljivo je da se derivat azitromicina 4"-6 i njegov kompleks

s niklom sli¢no vezu za ribosom tj. BSA.

25,26,28,29
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|
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Slika 37. Aromatski dio spektara razlike STD nakon dodatka ribosoma iz E. coli.: a) spoj 4-

6", b) M4"-NiP6;
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38. Alifatski dio spektara razlike STD nakon dodatka ribosoma iz E. Coli.: a) spoj 4-6", b)
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Slika 39. Aromatski dio spektara razlike STD nakon dodatka BSA: a) spoj 4-6", b) M4"-NiP6;
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Slika 40. Alifatski dio spektra razlike STD nakon dodatka BSA: a) spoj 4-6", b) M4"-NiP6;

Najjace signale u spektru STD imaju aromatski 1 iminski protoni $to ukazuje na to da je
tiosemikarbazonski dio molekule najblize ribosomu, odnosno BSA. Signali STD alifatskog
djela molekule su vrlo slabi. U strukturi kompleksa s niklom prisutna je jo§ jedna
tiosemikarbazonska podjedinica $to omogucava dodatnu interakciju s ribosomom, te vjerojatno
zbog toga pokazuje bolju aktivnost na rezistentne bakterije. Vrlo je zanimljiva 1 ¢injenica da
spoj M4"-NiP6 pokazuje aktivnost na Gram negativnu bakteriju £. Coli dok pocetni makrozon
4-6" 1 azitromicin nisu aktivni na taj soj. Jedan od razloga tomu jest ¢injenica da je M4"-NiP6
polarniji od drugih zbog postojanja slobodne karboksilne skupine pa lakSe prolazi kroz polarnu
vanjsku bakterijsku membranu S§to omogucuje bolje vezanje na ribosom. Nadalje, obje

tiosemikarbazonske podjedinice doprinose ukupnoj energiji vezanja.

Rezultati dobiveni spektroskopijom NMR potvrdeni su molekulskim modeliranjem i
fluorometrijom.* Molekulskim modeliranjem dokazano je da se makrolidni dio makrozona
veze na isto mjesto kao i azitromicin, dok tiosemikarbazonski dio moze imati viSe nacina
vezanja. Uoceno je nekoliko jakih m - w interakcija 1 vodikovih veza Sto ukazuje na specificno
vezanje dvije tiosemikarbazonke jedinice. Izmedu spoja 4"-6 i dZepa za vezanje makrolida

dolazi do stvaranja vodikovih veza s nukleotidom U2585 1 interakcija m - m s nukleotidom
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G2061. Kod makrozona M4"-NiP6 dva tiosemikarbazonska dijela su u bliskom kontaktu s
razli¢itim nukleotidima ribosoma izmedu kojih se uspostavljaju vodikove veze i m - &
interakcije.

Za odredivanje konstante vezanja koriStena je fluorimetrija koja takoder moze dati
podatke o interakcijama makrolida. Fluorimetrijska spektroskopija se moze primijeniti na
spojeve koji sadrze aromatske sustave jer oni fluoresciraju. Titracijom 4"-6 s BSA doslo je do
snaznog gasenja fluorescencije. Fluorimetrijskom titracijom pokazano je da se makrozon 4"-6

umjereno veze za BSA.*
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§ 5. ZAKLJUCAK

4"-benzil makrozon i njegov kompleks s niklom pokazali su antimikrobno djelovanje na razne
Gram-pozitivne 1 Gram-negativne bakterije. Aktivni su i na neke rezistentne sojeve kao §to su
S. aureus 1 S. pneumoniae na koje azitromicin nije aktivan. Kompleks makrozona s niklom
pokazao je osam puta bolju aktivnost prema ribosomu iz E. coli za razliku od slobodnog
makrozona 4"-6 i azitromicina. To se pripisuje prisutnosti slobodne karboksilne skupine koja
povecava polarnost i omogucuje bolje vezanje za membranu Gram-negativnih bakterija. Isto
tako sadrzi dvije tiosemikarbazonske jedinice §to povecava afinitet za vezanje za bakterijski
ribosom.

U ovome radu pokazano je da je spektroskopija NMR ucinkovita metoda za proucavanje
interakcija izmedu makrozona i bioloskih meta kao $to su ribosom iz E. coli i albumina iz
govedeg seruma. Pokazano je da se proucavani makrolidi vezu na obje makromolekule.
Pomoc¢u tehnika STD 1 WaterLOGSY NMR potvrdeno je vezanje makrozona na
makromolekule te su odredeni epitopi vezanja, odnosno dijelovi makrozona u neposrednom
kontaktu sa receptorima.

Istrazivanje je pokazalo da prilikom vezanja za bioloSke mete makrolidni dio molekule
zauzima uobiCajeno mjesto za vezanje makrolida, dok se tiosemikarbazonski dio proteze dalje
niz izlazni tunel ribosoma. Ove dodatne interakcije vezanja najvjerojatnije su odgovorne za

aktivnost makrozona na rezistentnih bakterijskih sojeva.
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§ 6. POPIS OZNAKA, KRATICA I SIMBOLA (prema
potrebi)

BSA — govedi serumski albumin

DMSO - dimetil-sulfoksid

MeOH — metanol

MLSg —tip rezistencije na makrolide, linkozamide, streptogramine B
NMR — nuklearna magnetna rezonancija

NOE — nuklearni Overhauserov efekt

RNA - ribonukleinska kiselina

rRNA — ribosomska ribonukleinska kiselina

STD — engl. saturation transfer difference

tRNA — transportna ribonukleinska kiselina

WaterLOGSY - engl. Ligand Observed via Gradient SpectroscopY
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§8. DODATAK
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Slika D1. Spektar "H NMR spoja 4"-6 prije dodatka ribosoma iz E. coli u fosfatnom puferu i
DMSO-de pri 298 K
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Slika D2. a) Spektar razlike STD spoja 4““-6 nakon dodatka ribosoma pri -0,5 ppm, b) spektar

off-resonance pri 50 ppm nakon dodatka ribosoma
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Slika D3. a) Spektar razlike STD spoja 4““-6 nakon dodatka BSA pri -0,5 ppm, b) spektar off-
resonance pri 50 ppm nakon dodatka BSA
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Slika D4. a) Spektar razlike STD spoja M4"-NiP6 nakon dodatka ribosoma pri 8 ppm, b)

spektar off-resonance pri 50 ppm nakon dodatka ribosoma
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Slika DS. a) Spektar razlike STD spoja M4"-NiP6 nakon dodatka ribosoma pri -0,5 ppm, b)

spektar off-resonance pri 50 ppm nakon dodatka ribosoma
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Slika D6. a) Spektar razlike STD spoja M4"-NiP6 nakon dodatka BSA pri -0,5 ppm, b)

spektar off-resonance pri 50 ppm nakon dodatka BSA
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Slika D7. Alifatski dio spektara WaterLOGSY spoja M4"-NiP6 nakon dodatka ribosoma, pri

razli¢itim vremenima mijeSanja: a) 0,25 s,b) 0,75s1ic) 1,7 s
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Slika D8. Aromatski dio spektara WaterLOGSY spoja M4"-NiP6 nakon dodatka ribosoma,

pri razli¢itim vremenima mijesanja: a) 0,25 s,b) 0,75sic) 1,7 s
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Slika D9. Alifatski dio spektara WaterLOGSY spoja M4"-NiP6 nakon dodatka BSA, pri

razli¢itim vremenima mijeSanja: a) 0,25 s,b) 0,75s1ic) 1,7 s
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Slika D10. Aromatski dio spektara WaterLOGSY spoja M4"-NiP6 nakon dodatka BSA, pri

razli¢itim vremenima mijesanja: a) 0,25 s,b) 0,75s1ic) 1,7 s
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