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§ 1. Uvod 1

§1. UVOD

Otkri¢e penicilina i daljnji razvoj u 1930-ima doveo je do sustavnog istrazivanja mikroba.
Takva istrazivanja dovela su do razvoja novih antibiotika te je zapocelo zlatno doba antibiotika
koje se odvijalo od 1940-ih do 1960-ih.' Sve veéa upotreba antibiotika dovela je do razvoja
rezistencije na antibiotike kod odredenih sojeva bakterija. Jedno od istrazivanja provedeno na
svjetskoj razini pokazalo je da je rezistencija na antibiotike izravno pridonijela oko 1,27
milijuna smrti u 2019.2

Jedna od najcesc¢e koriStenih klasa antibiotika su makrolidi. Makrolidi pokazuju antimikrobno
djelovanje tako Sto se vezu za bakterijske 50S ribosomske podjedinice i inhibiraju translaciju
mRNA.? Kemijski, makrolidi se sastoje 14-, 15- ili 16-¢lanih laktonskih prstena koji nose jedan
ili vise Secera te makrolidi sadrze razliCite dodatne skupine saharida povezane s razliitim
mjestima laktonskog prstena. Eritromicin A, makrolid je s 14-¢lanim prstenom 1 bio je prvi
klinicki koriSteni makrolid. Problemi do kojih je dolazilo koriStenjem eritromicina A potaknuli
su dizajn novih makrolida. Povecana kiselinska stabilnost, kao i1 povecanje raspona
antimikrobnog djelovanja karakterizira drugu generaciju makrolida, koja ukljucuje lijekove s
14-¢lanim prstenom, kao Sto su klaritromicin i roksitromicin kao 1 azitromicin koji imal5-¢lani
prsten. Osim toga, makrolidi sa 16-Clanim prstenom kao Sto su tilozin, karbomicin A i
spiramicin 1 drugi takoder su pokazali znac¢ajnu antimikrobnu aktivnost, za koju se izvorno
mislilo da ée biti odgovor na rastuéu pojavu infekcija otpornih na eritromicin.* Ipak, dugotrajna
uporaba makrolida poveéava rizik od antimikrobne rezistencije za sve klase.?

Tiosemikarbazoni su klasa organskih spojeva koja je zanimljiva za istrazivanje zahvaljujuci
raznolikim kemijskim svojstvima 1 Sirokoj primjeni. Reaktivnost tiosemikarbazona iskoriStena
je za sintetiziranje razliitith spojeva od kojih su najzanimljiviji bioaktivne molekule 1i
kompleksi metala. Ovi spojevi pokazuju Sirok spektar bioaktivnosti. Kompleksi s prijelaznim
metalima poput bakra ili nikla igraju klju¢nu ulogu u raznim bioloskim procesima pa se stoga
koriste za dizajn novih lijekova. Ovi spojevi mogu djelovati antikancerogeno, antifungalno,
antimalari¢no, protuupalno, antioksidativno i antibakterijski.’

Makrozoni su spojevi koji nastaju reakcijom azitromicina i tiosemikarbazona.® Oni imaju
mogucnost aktivnosti i na rezistentne sojeve bakterija, jer posjeduju viSe veznih mjesta na

bakterijskom ribosomu.
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§ 1. Uvod 2

Ovaj rad fokusira se na sintezu makrozona iz 9a-aminopropilnog derivata azitromicina i
tiosemikarbazona sintetiziranog iz 4-aminobenzojeve kiseline i derivata salicilaldehida.
Struktura produkata iz svakog koraka bit ¢e provjerena uz primjenu spektroskopije NMR te ¢e

bioloska aktivnost biti ispitana.
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§ 2. Literaturni pregled 3

§ 2. LITERATURNI PREGLED

2.1. Antibiotici

Antibiotici su lijekovi koji se koriste u borbi protiv bakterijskih infekcija.” Djeluju na razli¢ite
nacine kako bi sprijecili rast bakterija. Naj¢escée pripadaju u jednu od sljedecih klasa: penicilini,
fluorokinoloni, cefalosporini, makrolidi, beta-laktami s pove¢anim djelovanjem, tetraciklini,
trimetoprim-sulfametoksazol, linkozamid i sl.%

Salvarsan, prvi antibiotik, uveden je u upotrebu 1910. U nesto viSe od 100 godina, upotreba
antibiotika drasti¢no je promijenila suvremenu medicinu i produzila prosjecni ljudski vijek za
23 godine.” Otkriéem penicilina 1928. zapocelo je zlatno doba otkri¢a antibiotika iz prirodnih
izvora koje je doseglo vrhunac sredinom 1950-ih (Slika 1). Od tada, usporeno otkrivanje novih
antibiotika te razvoj i evolucija rezistencije na antibiotike kod mnogih ljudskih patogena dovela

je do trenutnog stanja bakterijske rezistencije na antibiotike.’

Karbapenemi DRUGE
Ligmpepteh BAKTERIJE GLIVIENI

Slika 1. Klini¢ki najvaznije klase antibiotika nastale iz prirodnih izvora (preuzeto i

prilagodeno iz ref.10).

Upotreba mikroba koji proizvode antibiotike za sprjecavanje bolesti se proteze tisuclje¢ima
unatrag, s tradicionalnom upotrebom pljesnivog kruha za lijeCenje otvorenih rana u Kini,
Grckoj 1 Egiptu prije vise od 2000 godina. Od svih antibiotika otkrivenih izmedu 1945.11978.,
55% dolazi iz roda Streptomyces. Predlozeno je nekoliko teorija koje objaSnjavaju zasto
mikrobi iz tla stvaraju toliko bioaktivnih prirodnih produkata. Najvjerojatnije objasnjenje je da

imaju vise funkcija te djeluju kao kemijsko oruzje za ubijanje suparnika u tlu u svrhu zastite ili
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§ 2. Literaturni pregled 4

predacije i kao signalne molekule koje posreduju u interakcijama s eukariotskim domacinima

kao $to su kukei i biljke.!®
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§ 2. Literaturni pregled 5

2.2. Makrolidi

2.2.1. Podjela i struktura

Proucavanje makrolida tijekom posljednjih nekoliko desetljeca dovelo je do otkri¢a raznolike
skupine molekula s nizom struktura i funkcija.!! Makrolidi se sastoje od makrocikli¢kog
laktonskog prstena razli¢itih veli¢ina na koji se veZe Seéer.'> Makrolidi se mogu rasporediti u
pet klasa ovisno o porijeklu: toksini, antibiotici, antivirusni/ antiparazitski makrolidi,
antifungicidi i imunosupresivi.!! Makrolidni antibiotici se mogu podijeliti u etiri generacije,
od kojih svaka ima razli¢ite strukturne znacajke (Slika 2).!* Ovi antibiotici pokazuju
bakteriostatsko i1 baktericidno djelovanje protiv raznih Gram-pozitivnih i Gram-negativnih
bakterija. Zbog male toksi¢nosti, makrolidni antibiotici ¢esto se biraju kao najsigurnija opcija
za antibakterijsko lijecenje. Ova prednost je uvecana zbog Cinjenice da su alergijske reakcije
na makrolidne antibiotike rijetke.!! Prvi makrolidni antibiotik izoliran je iz soja roda
Streptomyces 1950. i nazvan je pikromicin zbog karakteristicnog gorkog okusa. Glavna
kemijska karakteristika pikromicina koja je zajednicka svim kasnije izoliranim makrolidima
je prisutnost makrociklickog laktonskog prstena od ¢ega potjece naziv makrolidi koji je
predlozio Woodward 1950. godine. Makrolidni antibiotici su klasificirani prema velicini
makrocikli¢kog laktonskog prstena kao makrolidi koji sadrze 12-, 14-, 15- ili 16-Clani prsten.
Vecina makrolida sadrzi amino Secere 1/ili neutralne Secerne dijelovi povezane s laktonskim
prstenom preko glikozidne veze. Metimicin je glavni predstavnik 12-¢lanih makrolida.
Eritromicin je najpoznatiji ¢lan 14-Clane skupine i izoliran je iz Streptomyces erythraeus ili
Arthrobacter. Zadnju skupinu ¢ine 16-¢lani makrolidi, od kojih je najvazniji tilozin. Osim
veli¢ine laktona, makrolidi se medusobno razlikuju po tome sadrze li disaharid ili
monosaharid na laktonskom prstenu. Gotovo sve prirodne makrolide proizvode sojevi

Streptomyces.'?
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§ 2. Literaturni pregled 6

(a) (b)

Slika 2. Predstavnici Cetiri generacije makrolidnih antiobiotika: (a) eritromicin A, (b)
azitromicin, (c) telitromicin, (d) solitromicin. Atomi u makrolaktonskom prstenu su oznaceni

brojevima (preuzeto i prilagodeno iz ref. 13).

Eritromicin je izoliran iz aktinomiceta u uzorku tla iz Filipina te je procis¢en i klinicki koriSten
od 1952. Eritromicin se sastoji od 14-¢lanog prstena vezanog za amino-Secer, dezozamin, i
neutralni Secer, kladinozu. Ima Siroki spektar djelovanja protiv mnogih bakterijski patogena.'?
Izvorno, eritromicin je proizveden kao alternativa penicilinu zbog svoje aktivnosti protiv Gram-
pozitivnih bakterija kao $to su stafilokoki, pneumokoki i streptokoki.'* Kasnije se njegova
klini¢ka uporaba prosirila na rodove medu kojima su Mycoplasma, Legionella, Campylobacter
i druge.!®

Postoji nekoliko faktora koji ograniCavavaju upotrebu eritromicina. Prvo, antimikrobni
spektar eritromicina je ograni¢en na Gram-pozitivne bakterije 1 organizme koji uzrokuju
atipi¢nu upalu pluca. Eritromicin ima vrlo kratko vrijeme poluraspada, Sto zahtijeva doziranje
tri ili Cetiri puta dnevno. Uz sve to, glavno ogranicenje su Stetni uinci na gastrointestinalni
sustav koji ¢esto uzrokuju prekid terapije.'® Kako bi se prevladale sve ove prepreke upotrebe
eritromicina, proizveden je azitromicin. Ovaj analog eritromicna osim Sto ima veci spektar
djelovanja i manje negativne u¢inke na gastrointestinalni sustav pacijenta odupire se ciklizaciji
kataliziranoj kiselinom modificiranjem makrolidnog prstena eritromicina prevodenjem
karbonilne skupine Beckmanovom pregradnjom i redukcijom u ternarni amin §to oteZava
reakciju razgradnje makrolidnog prstena.’> Jedna od kemijskih znacajki koja razlikuje
azitromicin od eritromicina je povecana stabilnost pri kiselom pH. Azitromicin se razlikuje od
eritromicina i farmakokineticki, a vazna znacajka je sposobnost azitromicina da postigne visoke
koncentracije u tkivu, pri cemu se antibiotik dostavlja na mjesto infekcije izravnim unosom i

ciljanom dostavom putem fagocita. Visoke koncentracije u tkivima odrZavaju se tijekom duljeg
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§ 2. Literaturni pregled 7

razdoblja zbog dugog poluzivota azitromicina, zbog ¢ega se doziranje svodi na jednom dnevno
tijekom 3 ili 5 dana.!”

Naziv azitromicina prema IUPAC-ovoj nomenklaturi je 9-deokso-9a-aza-9a-metil-9a-
homoeritromicin.!® Izveden je iz eritromicina A zamjenom 9a karbonila u aglikonskom prstenu
s metil-supstituiranim dusikom, ¢ime se prsten poveéava na 15 ¢lanova . Ova strukturna razlika
blokira unutarnju reakciju formiranja poluketala, ostavljaju¢i kiselu hidrolizu esterske veze
neutralnog Secera kladinoze kao glavni put razgradnje. U otopini na 37 °C 1 pH 2 s ionskom
jakoséu 0,02 mol/dm?, za razgradnju 10% podetne koli¢ine azitromicina potrebno je 20,1 min,
dok je za isti stupanj razgradnje eritromicina potrebno samo 3,7 sekundi. Energija aktivacije za
hidrolizu esterske veze koja povezuje kladinozu s azitromicinom je 25,3 kcal/mol. Nasuprot
tome, reakcija unutarnje dehidracije eritromicina ima aktivacijsku energiju od 15,6 kcal/mol.
Opcenito, ovi rezultati ukazuju na 300 puta vecu kiselinsku stabilnost azitromicina u usporedbi
s eritromicinom u fizioloskim uvijetima Zelu¢anog soka.!’

Azitromicin se apsorbira kada se daje oralno $to rezultira niskim koncentracijama u serumu,
ali vrlo visokim koncentracijama u tkivu koje se odrzavaju nekoliko dana.'

Inhibira veliki broj Gram-pozitivnih aerobnih i anaerobnih vrsta te mnogo intracelularnih
patogena od velike vaznosti. Takoder inhibira niz aerobnih i anaerobnih Gram-negativnih

bakterija povezane s raznim infekcijama.?’

2.2.2. Mehanizam djelovanja

Nacin djelovanja makrolida proucava se od 1959. Svi ovi spojevi vezu se za 50S podjedinicu
prokariotskih ribosoma sa specifi¢nim ciljem u 23S podjedinici ribosoma. Prema najranijem
istrazivanju o mehanizmu djelovanja ovih molekula, 14- 1 16-¢lani makrolidi imaju razlicite
inhibitorne ucinke na elongacijsku fazu sinteze proteina u bakterijama. 16-Clani spojevi
inhibiraju reakcije peptidil transferaze, a 14-Clani spojevi inhibiraju translokaciju peptidil-
tRNA.'"® Visoki afinitet makrolida za bakterijske ribosome te visoko o¢uvana struktura
ribosoma u gotovo svim bakterijskim vrstama rezultira Sirokim spektrom djelovanja
makrolida.'?

Jedan od glavnih mehanizama antibakterijskog djelovanja makrolida je interferencija sinteze
proteina unutar bakterijskih stanica. Svi makrolidni antibiotici pokazuju slicno vezanje na 50S
ribosomsku podjedinicu u bakterijama. Istrazivanja predlazu da je vezanje specificno za 23S

ribosomalnu RNA unutar 50S ribosomske podjedinice. Dokazano je da se laktonski prsten
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makrolida veze za stijenku izlaznog tunela peptida koji nastaje u ribosomu kroz hidrofobne
interakcije. Izlazni tunel je vrlo bitna strukturna komponenta ribosoma kroz koju se
novosintetizirani proteini pusStaju. Kada se makrolidni antibiotici vezu za izlazni tunel,
otpustanje peptida koji nastaje, a time i translacija su inhibirani. Kako se inhibicija nastavlja,
slobodne tRNA iz stanice se troSe, a translacija se na kraju zaustavlja. [ako se svi makrolidni
antibiotici vezu na isto ribosomsko mjesto, postoje razlike u njihovim mehanizmima djelovanja.
Makrolidi s kra¢im lancem na atomu C5 ne prekidaju peptidnu vezu nego inhibiraju elongaciju
duljih peptida kroz stericku smetnju. Duzi C5 boc¢ni lanci mogu se prosiriti u centar peptidil
transferaze kako bi izravno zaustavili stvaranje peptidne veze.!!

Infekcija odredenim bakterijama u plu¢ima, moze dovesti do stvaranja biofilma u malim
dijelovima diS$nih puteva i pogorsanja infekcije. Biofilm omogucava bakterijama da izbjegnu
fagocitozu. Makrolidni antibiotici, ukljucujuéi eritromicin i klaritromicin, ucinkoviti su u
lije¢enju ovakvih infekcija. Glavni mehanizmi oste¢enja biofilma su smanjenje izlu¢ivanja sluzi
pomocu blokade transporta kloridnih iona i time osmoze prema diSnim putovima i inhibicija
proizvodnje glikokaliksa od strane bakterijskih stanica. Broj ¢lanova u laktonskom prstenu

mogao bi utjecati na sposobnost makrolida za inhibiciju stvaranja biofilma.'!
2.2.3. Mehanizam rezistencije

Dva najc¢eS¢a mehanizma rezistencije kod bakterijskih patogena su smanjeni afinitet vezanja
lijeka zbog modifikacije bakterijskog ribosoma ili molekule antibiotika i izbacivanje makrolida
iz bakterijske stanice do kojeg dolazi zbog promijene propusnosti membrane ili ekspresije
pumpe koja izbacuje molekule antibiotika iz stanice. Proteini koji sluze za transport molekula
antibiotika iz stanice pripadaju uglavnom obitelji Mef ili Mrs, a mehanizmi modifikacije
ribosoma ukljucuju ili ribosomsku 23S rRNA ili proteine velike ribosomske podjedinice, dok
mehanizmi inaktivacije lijekova ukljucuju fosforilaciju 2'-hidroksil Secera fosfotransferazama
i hidrolizom makrociklickog laktona esterazama.'?

Ubrzo nakon uvodenja eritromicina kao terapije 1950-ih, uocena je rezistencija bakterijskih
patogena na lijek. Takoder je otkriveno da neki sojevi koji su rezistentni na eritromicin mogu
biti unakrsno rezistentni ne samo na sve druge makrolide nego i na kemijski nepovezane
lijekove. Ovaj fenomen je prvi put uocen kod bakterijskog soja Staphylococcus aureus i nazvan
je makrolid-linkozamid-streptogramin B (MLSg) fenotip rezistencije na antibiotike. Kod ovih

sojeva, MLSg rezistencija moZe se izazvati izlaganjem niskim koncentracijama eritromicina,
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Sto dovodi do ekspresije enzima metiltransferaze (ErmC). ErmC metilira 23S rRNA na N-6
poziciji adenozina 2058, Sto je klju¢ni nukleotid za vezanje MLSg antibiotika. Nakon toga je
identificirano nekoliko desetaka gena erm metiltransferaza.?! Mutanti koji su otporni na jedan
ili viSe MLSg antibiotika zbog supstitucija baza u domeni V ili na zavojnici 35 u domeni II 23S
rRNA ili u ribosomskim proteinima L4 ili L22, daju nam dokaz da ti antibiotici ostvaruju
interakciju s ribosomom (Slika 3).%2

Od otkri¢a gena erm, identificiran je jo$ jedan nacin rezistencije. Ovaj nacin ukljucuje
promjenu strukture rRNA. U laboratorijskim uvjetima, supstitucija jedne baze u rRNA uzrokuje
otpornost na makrolide. Ovaj oblik otpora prvi put je uocen u jednom rRNA (rrn) operonu
mitohondrija kvasca, koji je mutiran na poziciji A2058 u velikoj podjedinici rRNA.?!
Opcenito, patogeni koji razvijaju otpornost na makrolide kroz mutacije na A2058 (ili susjednim
nukleotidima) posjeduju samo jedan ili dva rrn operona, kao $to je u slu¢aju Helicobacter pylori
i Mycobacterium. Otpornost kod bakterija s viSestrukim rrm operonima, kao S$to su
Enterococcus, Streptococcus 1 Staphylococcus vrste, opéenito se dobije Erm metilacijom
A2058.%!

Mjesto nastanka peptidne veze na velikoj podjedinici ribosoma (centar peptidil transferaze)
povezano je sa srediSnjom petljom u domeni V 23S rRNA. Makrolidi sa 16-Clanim prstenom
ostvaruju vise interakcija u ovoj rRNA regiji od 14-Clane-prstenastih makrolida (Slika 2), §to
je nedvojbeno povezano s odgovaraju¢im nac¢inom na koji lijekovi interferiraju sa sintezom

proteina.?!
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Slika 3. Sekundarna struktura regije 30 domene V 23S rRNA. Nukleotidi u crvenoj boji
ukazuju na mutacije koje mogu dovesti do rezistencije na 14/15-¢lane makrolide, 16-Clane
makrolide 1/ili ketolide. Zavojnice rRNA koje potjecu iz ove regije oznacene su toCkastim

linjjama (preuzeto 1 prilagodeno iz ref. 22).

Kod Gram-negativnih bakterija, kromosomski kodirane pumpe doprinose intrinzickoj
otpornosti na hidrofobne spojeve kao Sto su makrolidi. Crpke Cesto pripadaju obitelji proteina
koji se sastoje od 12 regija koje se protezu kroz membranu. Kod Gram-pozitivnih bakterija,
stjecanje otpornosti na makrolide aktivnim efluksom uzrokuju dvije klase pumpi, ¢lanovi ABC
superfamilije transportera i MFS superfamilije. Do danas, jedini efluksni proteini koji daju
otpornost na makrolid karakterizirana je za Staphylococcus vrste. Ti proteini dio su ABC
superfamilije te su kodirani plazmidnim msr(A) genima. msr(A) determinanta otpornosti prvo

je otkrivena u Staphylococcus epidermidis. Naknadno, pronadena je kod raznih vrsta
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stafilokoka, ukljucujuéi S. aureus. ABC transporteri zahtijevaju ATP za funkcioniranje i obi¢no
se formiraju uz pomo¢ kanala koji se sastoji od dvije membranske domene i dvije ATP-vezne
domene smjestene na citosolnoj povrsini membrane.

Gen msr(A) kodira protein s dvije ATP-vezne domene §to je karakteristika ABC transportera.
Sustav efluksa je visekomponentan te ukljucuje msr(A) i kromosomske gene za konstruiranje
potpuno operativne pumpe koja je specifi¢na za 14- i 15-¢lane makrolide.?

Mef pumpe su proteini koji su clanovi velike superfamilije koja se sastoji od 12
transmembranskih domena povezane hidrofilnim petljama. Mef pumpe rade kao antiporteri,
izmjenjujudéi vezani makrolid s protonom. Mef geni se nalaze u Gram-pozitivim bakterijama,
ali su zabiljezeni i kod nekih Gram-negativnih bakterija. Postoje dvije glavne potklase mef gena,
mef(A) 1 mef(E). lako postoji visi od 80% homologije, nalaze se na razli€itim genetskim

elementima. Oba gena daju otpornost na 14- i 15-¢lane, ali ne na 16-¢lane makrolide. '?
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2.3. Tiosemikarbazoni

Schiffove baze su vazni organski ligandi koji mogu stvarati komplekse s prijelaznim metalima

(Slika 4). Tiosemikarbazoni su dobro poznata skupina Schiffovih baza (Slika 5).%

Slika 4. Struktura Schiffove baze.

R1 R2 R3

I
200
S

Slika 5. Struktura tiosemikarbazida.

Tiosemikarbazoni se proucavaju dugi niz godina zbog svojih zanimljivih bioloskih svojstava.
Prva istrazivanja zapocCela su pocetkom dvadesetog stoljea, a u medicini su se poceli
primjenjivati pedesetih godina proglog stolje¢a, uglavnom kao terapija protiv tuberkuloze.?*
Tiosemikarbazoni se sintetiziraju reakcijom kondenzacije izmedu aldehida ili ketona s
tiosemikarbazidom.?®

Trenutno najvaznija istraZivanja vezana za tiosemikarbazone ukljucuju ispitivanje njihove

antibakterijske aktivnosti koja posebno dolazi do izrazaja kod metalnih kompleksa
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).26 Mogu se koordinirati kao neutralne (keto oblik) molekule ili

tiosemikarbazona (Shema 1
nakon deprotonacije kao anionski (enolni oblik) ligandi i te se koordinirati s raznim metalnim
ionima na razli¢ite naCine. Heterociklicki tiosemikarbazoni imaju sposobnost difuzije kroz

polupropusne membrane stanica.?’

S

R
AN v ~ZZN M
A + " - I )\
_~ N N H*
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Shema 1. Koordinacija metalnog iona na tiosemikarbazon.

Kada tiosemikarbazoni stupaju u interakciju s nabijenim ionom metala, ulazak metalnog
kompleksa u stanicnu membranu pracen je izlaganjem hidrofobnog dijela molekule $to rezultira
poveéanjem cjelokupne aktivnosti molekule.

Glavni nacini antibakterijskog djelovanja su inhibicija sinteze peptidoglikana, promjena
citoplazmatske membrane mikroba, promjena translacije i inhibicija replikacije nukleinske

kiseline blokiranjem topoizomeraza te inhibicija transkripcije.?®
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2.4. Metode za proucavanje strukture makrolida

Struktura i interakcije makrolidnih antibiotika mogu se proucavati razli¢itim
eksperimentalnim i teorijskim metodama. NajceS¢e koristene su kristalografija, kriogena
elektronska mikroskopija (Cryo-EM) i spektroskopija NMR. "

Cilj rendgenske kristalografije je dobiti trodimenzionalnu molekularnu strukturu iz kristala.
ProciS¢eni uzorak se kristalizira 1 kristali su podvrgnuti rentgenskom zracenju. Dobiveni
uzorci se zatim obraduju. Prvo se dobiju informacije o jedini¢noj ¢eliji. Daljnjom obradom
podataka se dobivaju poloZzaji atoma u asimetri¢noj jedinici. Zatim se eksperimentalno
odredena struktura optimizira kako bi usvojila termodinamicki pozeljnu konformaciju i bila
pogodna za koristenje u molekulskim simulacijama.? Kristalografska analiza ribosoma
rezultirala je relevantnim modelima makrolid-ribosomskih kompleksa za vrlo ogranicen broj
bakterijskih vrsta. Glavni nedostatak jest $to se ipak radi o strukturi u ¢vrstom stanju, koja se
obic¢no razlikuje od konformacije molekule u otopini. Difrakcija rendgenskih zraka takoder je
koriStena za odredivanje apsolutne konfiguracije nekoliko 12-, 14- 1 16-¢lanih makrolidnih
spojeva izoliranih iz razli¢itih vrsta gljivica.'?

Cryo-EM omogucuje snimanje bioloskih makromolekula 1 njihovih kompleksa u potpuno
solvatiranom stanju pri visokoj rezoluciji.?* Cryo-EM metode mogu se podijeliti u dvije
glavne skupine: jednocesticna analiza (SPA) 1 kriogena elektronska tomografija (cryo-ET).
SPA se temelji na poravnavanju mnogo tisuca slika izoliranih makromolekula i kompleksa in
vitro, nakon ¢ega slijedi rekonstrukcija trodimenzionalnih mapa pri rezoluciji blizu atomske.
Strukturne informacije u SPA prikupljaju se iz viSe razdvojenih kopija iste strukture. S druge
strane, cryo-ET snimanje se provodi na jednom podrucju uzorka, ali iz razli¢itih kutova. Kod
obje metode nailazimo na sliéne probleme: priprema uzorka, trajanje metode te cijena.'?

Spektroskopija NMR vrlo je vazna metoda za razjasnjavanje trodimenzionalne strukture
molekula te za ispitivanje njihovih interakcija s bioloSkim receptorima u otopini. Postoje
razne jednodimenzijske i dvodimenzijske metode koje se mogu koristiti za dobivanje korisnih
informacija u ovakvim istrazivanjima. Pomo¢u NMR titracije moZe se otkriti vezanje liganda,
Sto se ocituje Sirenjem linije 1 razlikama u kemijskim pomacima liganda. Difuzijski
koeficijenti slobodnih 1 vezanih liganada mogu se mjeriti pomo¢u DOSY tehnike NMR
spektroskopije. NajceSce koriStene NMR metode temeljene na prijenosu polarizacije NOE su

STD i trNOESY. Metode koje se koriste za identificiranje veznih epitopa liganada
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odredivanje konformacije slobodnog i vezanog liganda su STD, odnosno trNOESY. Ove

tehnike takoder mogu biti korisne za ispitivanje bioloske aktivnosti.'?

Ime Prezime Diplomski rad



§ 3. Eksperimentalni dio 16

§ 3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Instrumenti i kemikalije

Instrumenti koriSteni u pripravi uzoraka 1 provedbi sinteze te uredaji koriSteni za

karakterizacije svih dobivenih spojeva navedeni su u Tablici 1.

Tablica 1. Nazivi instrumenata koriStenih u radu i njihova primjena.

Instrument Primjena
Mettler AT261 DeltaRange Vaganje
Rotavapor Buchi R-100 Uparavanje
Bruker Avance III HD 400 MHz/54 mm Ascend Spektroskopija NMR

U Tablici 2 ispisane su kemikalije potrebne za izvodenje pokusa, njihove molarne mase,

postotak Cistoce te naziv proizvodaca.

Tablica 2. Naziv kemikalije, molarne mase, ¢istoca te naziv proizvodaca kemikalija koriStenih

u eksperimentalnom dijelu.

Kemikalija Molarna masa |/ | Cistoéa Proizvodac
gmol!
4-(etoksikarbonil)fenil-izotiocijanat 207,25 97 % Thermo Fisher Scientific
Hidrazin monohidrat 50,06 98 % Sigma-Aldrich
Diklormetan 84,93 99,9 % Carlo Erba Reagents
Tetrahidrofuran (THF) 72,11 99,8 % Merck Chemical
Natrijev hidroksid (NaOH) p.a. 98 % Kemika
Ledena octena kiselina p.a. 60,05 Gram Mol
Salicilaldehid 122,12 98 % Sigma-Aldrich
2-hidroksi-3-metoksibenzaldehid 152.15 98 % Sigma-Aldrich
2,4-dihidroksibenzaldehid 138.12 98 % Sigma-Aldrich
Litijev karbonat 73,89 Sigma-Aldrich
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Metanol 99,9 % 32,04 Merck Chemical
Etil acetat p.a. 88,11 Gram Mol
Niklov(II) acetat tetrahidrat 98% 248,86 Alfa Aesar
Bakrov(II) klorid dihidrat 98% 170,48 Sigma-Aldrich
1-[bis(dimetilamino)metilen-1H- 97% 380,23 Acros Organics
1,2,3-

triazolo[4,5-b]piridinijev-3-oksid
heksafluorofosfat (HATU)

N, N-dimetilformamiddimetilacetal 97 % 129,24 Acros Organic
(DIPEA)
9a-0O-(3-aminopropil)azitromicin
Kalijev karbonat 99,5% 138,21 Fisher Chemical
Amonijak p.a. 17,031 Kemika
Deuterirani DMSO 99,9 % 84,17 Eurisotop
Deuterirani acetonitril 99,8% Sigma-Aldirch

3.2. Priprava etil 4-[(aminokarbamotiol)amino]benzoata, S1

U okruglu tikvicu od 100 mL otopi se 1,00 g etil-4-izotiocijanatobenzoata u 40 mL
diklormetana. U reakcijsku smjesu doda se jedan ekvivalent hidrazin monohidrata (0,25 mL,
p=1,032 g/mL). Reakcijska smjesa mijeSa se magnetskom mijesalicom jedan sat. Nakon toga,
smjesa se upari pri snizenom tlaku pomocu rotavapora. Mala koli¢ina produkta S1 se izdvoji 1

otopi u 500 uL deuteriranog DMSO-a te se snimi 'H NMR spektar.

3.3. Priprava prekursora tiosemikarbazona uz pomo¢ derivata
salicilaldehida i estera tiosemikarbazida, S2

Produkt S1 dobiven nakon uparavanja podijeli se na tri dijela te se svakom doda 10 ml
metanola i po jedan ekvivalent odgovarajuceg aldehida: salicilaldehid (p=1,17 g/mL), 2-
hidroksi-3-metoksibenzaldehid i 2,4-dihidroksibenzaldehid. Reakcijske smjese mijeSaju se 30
minuta te se otapalo upari na rotavaporu. Mala koli¢ina dobivenih produkata S2 se izdvoji i

otopi u 500 uL deuteriranog DMSO-a te se snimi 'H NMR spektar.
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3.4. Priprava tiosemikarbazona, S3

U tri okrugle tikvica od 100 mL koje sadrzavaju produkte S2 doda se deset ekvivalenata
litijevog karbonata (2,00 g), 21 mL tetrahidrofurana i 1 mL destilirane vode. Nakon 24 sata
mijesanja, smjese se filtriraju preko Biichnerova lijevka vakuumskom filtracijom. Filtratima se
dodaju 2 kapi ledene octene kiseline nakon ¢ega se otapalo upari na rotavaporu. Mala koli¢ina

produkata S3 otopi se u 500 uL deuteriranog DMSO-a te se snimi '"H NMR spektar.

3.5. Priprava makrozona, S4

U tri okrugle tikivice pomijesa se 36 mg dobivenog produkta S3 (1 ekvivalent), 20 mL
kloroforma, 1,16 ekvivalenta 1-[bis(dimetilamino)metilen]-1H-1,2,3-triazolo[4,5-
b]piridinijev-3-oksid heksafluorofosfata (HATU, m=42 mg) i 1,1 ekvivalent N, N-
dimetilformamid-dimetilacetala (DIPEA, V=40 uL). Nakon $to se otope svi reaktanti doda se
1 ekvivalent (m=79,2 mg) 9a-aminopropilnog derivata azitromicina. Reakcijske smjese se
mijesSaju preko noci, nakon ¢ega se otapalo upari. Doda se 15 ml etil-acetata. Zatim se otopina
ekstrahira s tri obroka od 10 mL vode. Organski sloj sakupljen nakon ekstrakcije osusi se uz
kalijev karbonat te se doda 3 mL diklormetana. Smjesa se filtrira uz lijevak i vatu, filtrat se
upari na rotavaporu. Male koli¢ine produkata S4 otope se u deuteriranom acetonitrilu te se
snime 'H NMR, COSY, HSQC i HMBC spektri. Kako bi se olak3ala karakterizacija, snime se
i 'TH NMR, COSY, HSQC i HMBC spektri 9a-aminopropilnog derivata azitromicina.

3.6. Priprava kompleksa makrozona s bakrom(II) i niklom(II)

U 1 mL acetonitrila otopi se po 15 mg pojedinog makrozona i1 3,00 mg niklova(Il) acetata
tetrahidrata. U reakcijsku smjesu doda se kap amonijaka. Otopine se ostave da se upare na zraku
pri sobnoj temperaturi. Isti postupak ponovi se s bakrovim(Il) kloridom dihidratom koji se
pomijeSa s makrozonima u omjeru 1:1 u acetonitrilu. Nakon uparavanja, dobiveni kompleksi

makrozona bioloski se testiraju.
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§ 4. REZULTATII RASPRAVA

4.1. Priprava tiosemikarbazona
4.1.1. Priprava etil 4-[(aminokarbamotiol)amino]benzoata, S1

Tiosemikarbazid etil 4-[(aminokarbamotiol)amino]benzoat (S1) (Slika 6) nastaje nukleofilnom

adicijom hidrazin monohidrata na 4-(etoksikarbonil)fenil izotiocijanat (Shema 2).

YY\

\ / ° / CH
C
H, H
0
Slika 6. Struktura spoja S1 s ozna¢enim protonima. Protoni oznaceni brojevima 3, 4,516

predstavljaju ekvivalentne protone.
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Shema 2. Sinteza spoja S1 iz 4-(etoksikarbonil)fenil izotiocijanata i hidrazin

monohidrata u diklormetanu pri 298K.

Dobiveni tiosemikarbazid S1 karakteriziran je spektroskopijom NMR, a koristena je 'H NMR
tehnika. Spektar dobivenog spoja prikazan je na Slici 7, a kemijski pomaci protona ispisani su

u Tablici 3.
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Slika 7. '"H NMR spektar spoja S1 snimljen u deuteriranom DMSO-u pri 298K uz oznadene

signale protona H8 1 H9 i prikazanu strukturu spoja s oznacenim H atomima.

Tablica 3. Asignacija kemijskih pomaka "H NMR spoja S1

H-atom 0/ ppm
1 1,66
2 4,29
3.4 7,87
5,6 7,61
7 9,97
8 9,39
9 5,94

Nastanak tiosemikarbazida moze se prepoznati pomocu signala kemijskih pomaka protona HS
1 H9. Oba signala poticu od hidrazina, ali se razlikuju vrijednosti pomaka tih signala. Razlika u
pomacima posljedica je stvaranja veze izmedu ugljika tiocijanatne skupine i duSika koji na sebi

ima vezan proton H8. Kemijski pomak protona H8 je 9,39 ppm, a protona H9 je 5,94 ppm.

U spektru na Slici 7. takoder se uocavaju signali otapala i reaktanata. Pri 5,58 ppm nalazi se
singlet koji pripada protonima iz diklormetana koji je koristen kao otapalo u reakciji. Pri 2,50

ppm nalazi se signal koji je karakteristiCan za DMSO koji je koriSten kao otapalo za snimanje
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NMR-a te je koristen u deuteriranom obliku. Zbog higroskopnosti DMSO-a dolazi do vezanja

vode iz zraka stoga je vidljiv signal pri 3,33 ppm.

4.1.2. Priprava estera tiosemikarbazona, S2

Esteri tiosemikarbazona S2 (Slika 8) nastaju reakcijom kondenzacije izmedu amino skupine
tiosemikarbazida S1 i karbonilne skupine odgovaraju¢eg aldehida (Shema 3). Struktura
Schiffove baze koja nastaje u reakciji i imino veza potvrdene su analizom spektra 'H NMR.
Spektri dobivenih spojeva prikazani su na Slici 9, Slici 11 1 Slici 13, a kemijski pomaci protona

ispisani su u Tablicama 4-6.

0 oH
H H H H
N N. N N\ o
\[{ \NH‘, d” Y N
0. H
0 s
~N~ + OH ~
0 1]

S2.1

0 oH
N N N N 0
N N
\n/ N, . \[r ~ ~
1] S —_— ] S
~ aH ~
+
0 0l o
S22

OH
OH

T N N~

H H

N it ~
\”/ S, " \ﬂ/ N

o s _— - \/0 S
+
~N~ HO oH
0 ° 523

Shema 3. Sinteza spojeva S2 iz S1 1 odgovarajucih aldehida u metanolu. Koristeni aldehidi su
salicilaldehid (S2.1), 2-hidroksi-3-metoksibenzaldehid (S2.2) 1 2,4-dihidroksibenzaldehid
(S2.3).
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Slika 8. Strukture spojeva S2 s oznacenim protonima. Protoni H3, H4 i HS, H6 kemijski su

ekvivalentni u svim prikazanim spojevima.

Tablica 4. Asignacija kemijskih pomaka "H NMR spoja S2.1.

H-atom o/ ppm
1 1,19
2 3,45

3,4 8,03

5,6 7,87
7 2,50
8 3,36
9 8,43
10 -
11 8,24
12 7,57
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Slika 9. Spektar "H NMR spoja S2.1 snimljen u deuteriranom DMSO-u pri 298K s ozna¢enim

signalom H9.

U spektru na Slici 9 izostaje signal amino skupine koji je u tiosemikarbazidu (S1) bio oznacen

s H9, $to upucuje na to da je dosSlo do promjene u strukturi. Spomenuti dusik tvori imino vezu

s karbonilnim ugljikom, a na njega je u tiosemikarbazonu vezan proton H9 koji ima singlet pri

8,43 ppm. Spektar je sniman u deuteriranom DMSO-u.
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Slika 10. Spektar 'H NMR spoja S2.1 u podrucju 6,80-8,60 ppm uz prikaz podrudja koja

odgovaraju pojedinim signalima.

Tablica 5. Asignacija kemijskih pomaka '"H NMR spoja S2.2.

H-atom 0/ ppm
1 1,33
2 3,15

3.4 7,95
5,6 7,84
7 2,50
8 3,36
9 8,55
10 -

11 3,83
12 7,61
13 7,02
14 6,99
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Slika 11. Spektar "TH NMR spoja S2.2 snimljen u deuteriranom DMSO-u pri 298K s
oznacenim signalom H9.

U spektru na Slici 11 izostaje signal amino skupine koji je u tiosemikarbazidu (S1) bio oznacen
s H9, §to upucuje na to da se dogodila promjena u strukturi kao i u prethodnom spoju. Dusik na
koji je vezan H9 tvori imino vezu s karbonilnim ugljikom, u tiosemikarbazonu je na njega vezan

proton H9 koji ima singlet pri 8,55 ppm. Spektar je sniman u deuteriranom DMSO-u.

HO9

HI13
H14

HI1l e H12 X j P
RN S

, . . . . . . . .
7.0 [ppm]

T T T T T T T
85 8.0 15

Slika 12. Spektar 'H NMR spoja S2.1 u podruéju 6,80-8,60 ppm uz prikaz podrucja koja

odgovaraju pojedinim signalima.
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Tablica 6. Asignacija kemijskih pomaka '"H NMR spoja S2.3.

H-atom 0/ ppm

1 1,33

2 3,44

3,4 7,69

5,6 7,58

7 2,50

8 3,36

9 8,43

10 -

11 8,14

12 2,31

13 6,39

14 6,31
!
ISR I s

T T T T T T T T T T T T T T T T
15 10 5 0 [ppm]

Slika 13. Spektar "H NMR spoja S2.2 snimljen u deuteriranom DMSO-u pri 298K s
oznacenim signalom H9.

U spektru na Slici 13 takoder izostaje signal amino skupine koji je u tiosemikarbazidu (S1) bio

oznacen s H9 te se i u ovom slucaju dogodila promjena u strukturi. Dusik na koji je vezan H9
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tvori iminsku vezu s karbonilnim ugljikom, u tiosemikarbazonu je na njega vezan proton H9
koji ima singlet pri 8,55 ppm. U spektru se moze uociti singlet na 2,31 koji je karakteristican

za H11 proton OH skupine. Spektar je sniman u deuteriranom DMSO-u.

H14 -

0.15

T
0.10

HI13

ook

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
85 80 75 70 65 ppm]

005

0.00

Slika 14. Spektar 'TH NMR spoja S2.3 u podrucju 6,80-8,60 ppm uz prikaz podrudja koja

odgovaraju pojedinim signalima.

4.1.3. Priprava tiosemikarbazona, S3

Reakcija tiosemikarbazona s derivatima makrolida moguca je samo ako tiosemikarbazon ima
karboksilnu skupinu u svojoj strukturi. Stoga je potrebno produkt S2 hidrolizirati kako bi se na
taj nacCin esterska skupina koja je prisutna u S2 prevela u karboksilnu skupinu da bi se dobio
produkt S3 (Shema 4). Kako bi to proveli, upotrijebljen je litijev karbonat u otopini
tetrahidrofurana i vode (21:1). Litijev karbonat dodan je u velikom suvisku u funkciji
heterogenog katalizatora. Meduprodukt koji nastaje je litijeva sol spoja S2. Smjesa je prvo
uparena na rotavaporu kako bi se uklonilo otapalo, u ovom slu¢aju THF, a zatim se smjesa
filtrirala uz snizeni tlak. Karbonat je tijekom filtracije zaostao u talogu, a litijev karboksilat je
zadrzan u filtratu. U sljede¢em koraku, otopina se zakiseljava ledenom octenom kiselinom kako

bi se pH smanjio na ispod 7 da bi doslo do hidrolize litijeve soli spoja S2. Pri pH koji je manji
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od 7 dogada se protonacija karboksilne skupine te se dobije Zeljeni tiosemikarbazon. Spektar

dobivenog spoja prikazan je na Slici 16, a kemijski pomaci protona ispisani su u Tablici 7.

0H
H H
H H N N o
N LN N/ 1. LizCOa, THF/H20 S
\[( it, 24h
~_° s 2. CH:COOH He ¢
0

Shema 4. Priprava tiosemikarbazona S3 koriste¢i spoj S2.1, litijjev karbonat i ledenu octenu

kiselinu u tetrahidrfuranu i vodi pri sobnoj temperaturi.

.
2 ~ — ~
He” e e W N N w0
L 1 | | | |
HO_ /c\c¢crj s 1 HC\C/CHL
I H H

Slika 15. Strukturna spoja S3 s ozna¢enim protonima.

Tablica 7. Asignacija kemijskih pomaka "H NMR spoja S2.3.

H-atom o/ ppm
1 -
2 7,91
3 6,65
4 7,84
5 7,69
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6 8,89
7 9,24
8 -

9 10,37
10 8,1
11 7,49
12 7,3
13 5,86

I Jt J

[rel]

T
14

T T T T T T T T T T T T T T T T
10 8 6 4 [ppm]

Slika 16. Spektar 'H NMR spoja S3 snimljen u deuteriranom DMSO-u.

Cinjenica koja pokazuje da je nastao tiosemikarbazon s karboksilnom, a ne esterskom skupinom
vidljiva je u spektru '"H NMR u podruéju izmedu 1,4 ppm i 1,1 ppm (Slika 17). Usporedbom
spektara tiosemikarbazon s esterskom skupinom, S2.1, i tiosemikarbazona s karboksilnom
skupinom, S3, vidljivo je da u spektru S3 (plavo) ne postoji signal metilne skupine -CH3 pri
1,19 ppm koja je prisutna u spektru S2.1 (crveno) kao triplet.
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[rel]

14 1.3 [ppm]

Slika 17. Preklopljeni spektri 'TH NMR spojeva S2.1 (crveno) i S3 (plavo) u rasponu 1,1-1,4
ppm te oznacenim protonima metilne skupine spoja S2.1. Spektri spojeva S2.1 1 S3 snimljeni

su u deuteriranom DMSO-u.

Takoder, u spektru '"H NMR (Slika 16) uo¢ena su 2 signala pri 10,37 ppm i 3,30 ppm. Oni
pripadaju protonima H9, koji su dio hidroksilne skupine vezane na aromat, 1 protonu vode iz
otapala. Sirina ovih signala posljedica je brze izmjene protona iz spoja i protona iz otapala.
Protoni H6 1 H7 vezani su za dusik 1 svrstavaju u izmjenjive protone. Zbog izmjene protona,
signali protona H6 1 H7 nisu vidljivi. S obzirom na to da signal za proton H9 ima ve¢i kemijski
pomak, mozemo zakljuciti da nastaje intramolekulska vodikova veza izmedu vodika
hidroksilne skupine 1 iminskog dusika. Kako bi ta vodikova veza nastala, proton-donor i proton-
akceptor moraju biti u prostornoj orijentaciji koja je povoljna za nastanak vodikove veze. U
ovom slucaju, za nastanak vodikove veze, hidroksilna i imino skupina moraju biti u sin-

polozaju s obzirom na kemijsku vezu izmedu imino i benzenskog ugljika.
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4.2. Priprava makrozona

4.2.1. Karakterizacija 9a-O-(3-aminopropil)azitromicina (9a)

Tijekom izrade ovog rada nije pripravljen 9a-aminopropilni derivat azitromicina, ve¢ je
koristen prethodno sintetiziran produkt.’® Kako bi se lakSe karakterizirali sintetizirani
makrozoni, analizirani su njegovi spektri 'H NMR (slika 19) i COSY (slika 20). Na slici 18
prikazana je struktura spoja M9a koji se sastoji od azitromicina i aminopropila vezanog na

dusik.

Slika 18. Struktura spoja M9a s oznac¢enim protonima.

Tablica 8. Asignacija kemijskih pomaka u 'H NMR spektru 9a-aminopropilnog derivata

azitromicina.
H-atom 0/ ppm H-atom o/ ppm
2 2,98 ' 4,53
2CH3 - 2' 3,08
3 4,25 2'0OH -
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4 1,42 3 2,40

4CH3 1,05 3'CH3 2,88
5 4,54 4 1,85-2,20

6CH3 1,17 5 3,58

60H - 5'CH3 1,09
7 2,97 1" _
8 1,72 2" 1,3-1,8

8CH3 0,85 3"CH3 1,47
9 2,88 3"OCH3 3,12
9a 1,88 4" 3,0
9b 1,57 4"OH _
9c 1,61 5" 4,06
9d 2,41 5"CH3 1,14
10 3,59

10CH3 1,16
11 4,04

110H ;

12CH3 1,02

120H ;
13 491
14 1,53-2,30

14CH3 1,26
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Slika 19. Spektar 'H NMR spoja M9a snimljen u deuteriranom acentonitrilu.
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Slika 20. Spektar COSY spoja M9a snimljen u deuteriranom acetonitrilu.
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Analizom korelacijskih signala u spektru COSY potvrdeno je koji protoni pripadaju pojedinom
Seceru vezanom na petnaesteroclani prsten azitromicina (slika 21). Prvi prsten koje je obraden
je SesterocClani prsten vezan preko kisika na peti ugljikov atom makrolida. Sastoji se od jednog
spinskog sustava koji sadrzi sve protone osim dvije metilne skupine vezane na 3" amin. Signal
hidroksilne skupine vezane na 2'C atom nije pronaden u spektru 'H NMR (slika 19) jer je rije¢

0 izmjenjivom protonu.
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Slika 21. Uvecani prikaz spektra COSY spoja M9a u deuteriranom acetonitrilu. Crvenom

bojom oznacen je spinski sustav u desozaminu vezanom na atom 5C spoja

M?Oa.
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Korelacije drugog spinskog sustava kladinoze vezane na atom 3C makrolida prikazane su na

slici 22.
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Slika 22. Uvecani prikaz spektra COSY spoja M9a u deuteriranom acetonitrilu. Zelenom

bojom oznacen je spinski sustav u kladinozi vezanoj na atom 3C spoja M9a prikazanog na

vrhu slike.
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Na temelju medusobnog sprezanja protona koji ¢ine aminopropilni supstituent, asignirani su i
njihovi kemijski pomaci (slika 23). Na amino skupinu ¢e se, u sljede¢em koraku, vezati

pripremljeni tiosemikarbazon.

F1 [ppm]

T T T T T T T T T T
[ 4 2 F2 [ppm]

Slika 23. Uvecani dio spektra COSY spoja M9a snimljen u deuteriranom acetonitrilu pri s

oznacenim korelacijskim signalima izmedu protona H9a, H9b, H9¢ 1 H9d.

4.2.2. Priprava i asignacija makrozona, S4

Kako bi proveli reakciju esterifikacije makrolida M9a 1 tiosemikarbazona S3, moramo aktivirati
estersku skupinu S3. U tu svrhu koristi se reagens DIPEA koji deprotonira

karboksilnu skupinu spoja S3. Produkti reakcije su karboksilatni anion i
diizopropiletilamonijeva sol. Nakon toga koristi se HATU kako bi doSlo do elektrofilnog
napada na karboksilatni anion i stvaranja aktivnog estera. Nakon 30 minuta, dodan je 9a-
azitromicin, ¢ija se amino skupina nukleofilnim napadom veze za karboksilnu skupinu

tiosemikarbazona S3 (shema 4, shema 5, shema 6). Dobiveni makrozoni S4 karakterizirani su
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jednodimenzijskom i dvodimenzijskom spektroskopijom NMR. Povezanost protona i

ugljikovih atoma kroz jednu ili viSe veza dobiveni su analizom HSQC i HMBC spektara.
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Shema 4. Kemijska priprava spoja S4.1 iz 9a-aminopropilnog derivata azitromicina i S3.1 uz

HATU, DIPEA u kloroformu.
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Shema 5. Kemijska priprava spoja S4.2 iz 9a-aminopropilnog derivata azitromicina i S3.2 uz

HATU, DIPEA u kloroformu.
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Shema 6. Kemijska priprava spoja S4.3 iz 9a-aminopropilnog derivata azitromicina i S3.3 uz

HATU, DIPEA u kloroformu.
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Slika 22. Strukturna spoja S4.1 s ozna¢enim protonima.

Tablica 9. Asignacija kemijskih pomaka "H NMR i 1*C NMR spoja S4.1.

Atom o (‘HY ppm | 6 (13C)/ ppm | Atom | 6 (‘"H)/ ppm | 6 (13C)/ ppm
1 - 178,10 ' 4,53 102,8
2 2,98 42,98 2' 3,08 70,47
2CH3 0,96 10,84 2'0H - -
3 4,32 72,79 3 2,40 40,65
4 1,37 29,04 3'CH3 2,88 40,30
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4CH3 1,02 17,42 4 1,85-2,20 34,60
5 4,49 77,82 5' 3,58 83,30
6 - 73,18 5'CH3 1,09 21,70
6CH3 1,17 28,65 1" - 76,66
60H - - 2" 1,3-1,8 21,4
7 2,98 37,56 3"CH3 1,47 29,81
8 1,97 26,72 3"OCH3 3,12 49,56
8CH3 0,87 22,04 4" 3,0 76,70
9 2,94 77,44 4"OH -
9a 1,85 40,65 5" 4,06 65,4
9 1,79 30,2 5"CH3 1,14 21,5
9¢ 1,84 36,78 16 169,97
9d 6,80 - 17 7,90
10 3,59 68,14 18 7,61 131,25
10CH3 1,21 20,91 19 - 161,6
11 4,08 77,82 20 7,64 129,3
110H - - 21 7,93 130,01
12 - 73,56 22 -
12CH3 1,04 17,81 24 -
120H - - 25
13 4,93 - 26 8,37
14 1,53-2,30 33,68 27 145,19
14CH3 1,26 15,10 28 -
280H -
29 8,17
30 7,34 130,03
31 7,13 117,70
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Slika 23. Spektar "TH NMR spoja S4.1 snimljen u deuteriranom acetonitrilu.
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Slika 24. Spektar COSY spoja S4.1 snimljen u deuteriranom acetonitrilu.
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Slika 25. Spektar HSQC spoja S4.1 snimljen u deuteriranom acetonitrilu.
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Slika 26. Spektar HMBC spoja S4.1 snimljen u deuteriranom acetonitrilu.
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Prvi pokazatelj koji govori da je doslo do vezanja makrolida M9a i tiosemikarbazona S3.1 je
izostajanje signala u spektru 'H NMR makrozona za karboksilnu kiselinu. Ne postoji signal pri
11,9 ppm, §to upucuje na prisutnost protona iz karboksilne skupine, kao Sto je pronadeno u
spektru 'H tiosemikarbazona S3. Potvrda nastale esterske veze prikazana je u preklopljenim
spektrima HSQC i HMBC, gdje je pronaden korelacijski signal izmedu protona H9c i
karbonilnog ugljikovog atoma (slika 27).

T
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Slika 27. Preklopljeni spektri HSQC (plavo) HMBC (crveno) spoja S4.1 snimljeni u
deuteriranom acetonitrilu s oznacenim korelacijskim signalima izmedu protona H9c i

karbonilne skupine (C=0).
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Slika 28. Strukturna spoja S4.2 s oznac¢enim protonima.

Tablica 10. Asignacija kemijskih pomaka "H NMR i *C NMR spoja S4.2.

Atom o (‘HY ppm | ¢ (**C)/ ppm Atom | 6 ("H)/ ppm | J (*C)/ ppm
1 - 178,10 I 4,53 102,8
2 2,98 42,98 2 3,08 70,47
2CH3 0,96 10,84 2'0H - -
3 4,32 72,79 3 2,40 40,65
4 1,37 29,04 3'CH3 2,88 40,30
4CH3 1,02 17,42 4' 1,85-2,20 34,60
5 4,49 77,82 5' 3,58 83,30
6 - 73,18 5'CH3 1,09 21,70
6CH3 1,17 28,65 " - 76,66
60H - - 2" 1,3-1,8 21,4
7 2,98 37,56 3"CH3 1,47 29,81
8 1,97 26,72 3"OCH3 3,12 49,56
8CH3 0,87 22,04 4" 3,0 76,70
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9 2,94 77,44 4"OH - -
9a 1,85 40,65 5" 4,06 65,4
9 1,79 30,2 S5"CH3 1,14 21,5
9¢ 1,84 36,78 16 169,97
9d 6,80 - 17 7,90 -
10 3,59 68,14 18 7,61 131,25
10CH3 1,21 20,91 19 - 161,6
11 4,08 77,82 20 7,64 129,3
110H - - 21 7,93 130,01
12 - 73,56 22 - -
12CH3 1,04 17,81 24 - -
120H - - 25 -
13 4,93 - 26 8,37 -
14 1,53-2,30 33,68 27 145,19
14CH3 1,26 15,10 28 - -
280H - -
29 8,17 -
30 7,34 130,03
31 7,13 117,70
32 3,32
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Slika 29. Spektar "TH NMR spoja S4.2 snimljen u deuteriranom acetonitrilu.
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Slika 30. Spektar COSY spoja S4.2 snimljen u deuteriranom acetonitrilu.
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Slika 31. Spektar HSQC spoja S4.2 snimljen u deuteriranom acetonitrilu.
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Slika 32. Spektar HMBC spoja S4.2 snimljen u deuteriranom acetonitrilu.
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Prvi pokazatelj koji govori da je doslo do vezanja makrolida M9a i tiosemikarbazona S3.2 je
izostajanje signala u spektru 'H NMR makrozona za karboksilnu kiselinu. Ne postoji signal pri
11,9 ppm, §to upucuje na prisutnost protona iz karboksilne skupine, kao Sto je pronadeno u
spektru 'H tiosemikarbazona S3. Potvrda nastale esterske veze prikazana je u preklopljenim
spektrima HSQC i HMBC, gdje je pronaden korelacijski signal izmedu protona H9c i
karbonilnog ugljikovog atoma (slika 33).

T
100

[ ]
=
150
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Slika 33. Preklopljeni spektri HSQC (plavo) HMBC (crveno) spoja S4.2 snimljeni u
deuteriranom acetonitrilu s ozna¢enim korelacijskim signalima izmedu protona H9c 1

karbonilne skupine (C=0).
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Slika 34. Strukturna spoja S4.3 s oznaCenim protonima.

Tablica 10. Asignacija kemijskih pomaka "H NMR i '*C NMR spoja S4.3.

Atom 6 ('"HYppm | 6 (BC)/ppm | Atom | 6 (‘"H)Y ppm | 6 ("*C)/ ppm
1 - 178,10 ' 4,53 102,8
2 2,98 42 98 2' 3,08 70,47
2CH3 0,96 10,84 2'0H - -
3 4,32 72,79 3 2,40 40,65
4 1,37 29,04 3'CH3 2,88 40,30
4CH3 1.02 17.42 4 1.85-2.20 34,60
5 4,49 77,82 h) 3,58 83,30
6 - 73,18 5'CH3 1,09 21,70
6CH3 1,17 28,65 1" - 76,66
60H - - 2" 1,3-1,8 21,4
7 2,98 37,56 3"CH3 1,47 29,81
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8 1,97 26,72 3"OCH3 3,12 49,56
8CH3 0,87 22,04 4" 3,0 76,70
9 2,94 77,44 4"OH - -
9a 1,85 40,65 5" 4,06 65,4
9 1,79 30,2 S5"CH3 1,14 21,5

9¢ 1,84 36,78 16 169,97
9d 6,80 - 17 7,90 -
10 3,59 68,14 18 7,61 131,25
10CH3 1,21 20,91 19 - 161,6
11 4,08 77,82 20 7,64 129,3
110H - - 21 7,93 130,01
12 - 73,56 22 - -
12CH3 1,04 17,81 24 - -
120H - - 25 -
13 4,93 - 26 8,37 -
14 1,53-2,30 33,68 27 145,19
14CH3 1,26 15,10 28 - -
280H - -
29 8,17 -
290H 2,75 -
30 7,34 130,03
31 7,13 117,70
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Slika 35. Spektar "H NMR spoja S4.3 snimljen u deuteriranom acetonitrilu.
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Slika 36. Spektar COSY spoja S4.3 snimljen u deuteriranom acetonitrilu.
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Slika 36. Spektar HSQC spoja S4.3 snimljen u deuteriranom acetonitrilu.
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Slika 37. Spektar HMBC spoja S4.3 snimljen u deuteriranom acetonitrilu.

Prvi pokazatelj koji govori da je doSlo do vezanja makrolida M9a i tiosemikarbazona S3.3 je

izostajanje signala u spektru '"H NMR makrozona za karboksilnu kiselinu. Ne postoji signal pri

11,9 ppm, §to upucuje na prisutnost protona iz karboksilne skupine, kao $to je pronadeno u

spektru 'H tiosemikarbazona S3. Potvrda nastale esterske veze prikazana je u preklopljenim

spektrima HSQC i HMBC, gdje je pronaden korelacijski signal izmedu protona H9c i1

karbonilnog ugljikovog atoma (slika 38).
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Slika 38. Preklopljeni spektri HSQC (plavo) HMBC (crveno) spoja S4.3 snimljeni u
deuteriranom acetonitrilu s oznacenim korelacijskim signalima izmedu protona H9c 1

karbonilne skupine (C=0).
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4.3. Bioloska aktivnost

Minimalna inhibitorna koncentracija (MIK) odredena je prema standardnim protokolima
(CLSI, engl. Clinical Laboratory Standards Institute) te je dobivena antibakterijska aktivnost in
vitro za novo pripravljene makrozone i njihove komplekse s bakrom(II) i niklom(II). Bioloska
aktivnost makrozona napravljena je na nekoliko rezistentnih i susceptibilnih sojeva bakterija
koje uzrokuju razlicite infekcije u organizmu.

Poput azitromicina, svi testirani spojevi nisu pokazali aktivnost na sojeve S. pneumoniae
B0633 1 S. pyogenes B0544. Kompleksi s bakrom imaju poboljSanu aktivnost na soju
M.catarrhalis ATCC 23246, a kompleski s niklom na sojeve S. aureus B03311S. aureus B0330.
Vrlo dobra bioloska aktivnost (1-16 pg/mL) svih spojeva dobivena je za sojeve S. aureus ATCC
29213 1 M.catarrhalis ATCC 23246. Najbolja antibakterijska aktivnost (MIK <=0.125 ug/mL)
opazena je za soj S. pneumoniae B0652.

U Tablici 11. prikazane su minimalne inhibitorne koncentracije pripravljenih makrozona i
njihovih kompleksa s niklom(II) i bakrom(II) te antibiotika azitromicina i ciprofloksacina. Za
rezistentne sojeve bakterija naznacene su skracenice mehanizma kojim pokazuju otpornost na
antibiotike (M — efluks rezistencija na makrolide; cMLS — konstitutivna rezistencija na

makrolide, linkozamide i streptogramine). Skracenica eryS oznacava osjetljivost na eritromicin.
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Tablica 11. Minimalne inhibitorne koncentracije (MIK) sintetiziranih makrozona i njihovih
kompleksa s niklom(II) i bakrom(II) te antibiotika azitromicina i ciprofloksacina na razlicite

Gram-pozitivne i Gram-negativne bakterije.

G+ G+ G+ G+ G+ G+ G+ G+ G+ G-
g K 3 S R N | 2w
§ ~ § N § el $ 8 % 2 g § § < §
3 SN | £§8 | & g . S | 5 SR <
S < 3 S S0 g)o N N 3 S O SO
s A = R = R SN X 2 N N =0 SO
S S S Y | 83 | 35| § | § | W% | S§%
i i i R - v
eryS M cMLS eryS cMLS |eryS | M cMLS
makrozon
S4.1 <=0.125 32 >64 1 >64 8 >64 >64 32 8
S4.2 0,25 32 >64 1 >64 16 >64 >64 32 8
S4.3 <=0.125 32 >64 0,5 >64 8 >64 >64 32 4
S4.1-Cu 0,25 64 >64 0,5 >64 8 >64 >64 64 2
S4.2-Cu <=0.125 32 >64 0,25 >64 8 >64 >64 32 0,5
S4.3-Cu 0,25 64 >64 1 >64 16 >64 >64 64 1
S4.1-Ni <=0.125 32 >64 0,5 >64 8 32 32 32 8
S4.2-Ni <=0.125 32 >64 0,5 >64 8 64 64 16 4
S4.3-Ni <=0.125 32 >64 0,5 >64 16 32 32 32 4
azitromicin <=0.125 8 >64 <=0.125 | >64 1 >64 >64 8 <=0.125
ciprofloksacin | 2 1 0,5 2 0,25 025 | 025 | 025 0,5 <=0.125
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§ 5. ZAKLJUCAK

U ovom diplomskom radu uspjesno je provedena sinteza makrozona 9a pomocu derivata
azitromicina 9a i tiosemikarbazona izvedenih iz 4-aminobenzojeve kiseline te odgovarajucih
aldehida. Prvim korakom koji ukljucuje reakciju izmedu etil 4-izotiocijanatobenzoata i
hidrazin monohidrata sintetiziran je 4- [(aminokarbamotiol)amino]benzoat. Njegovom
reakcijom s odgovaraju¢im aldehidima dobiveni su tiosemikarbazon esteri, prekursori
tioseikarbazona s karboksilnom skupinom. Hidroliza tiosemikarbazon estera uspjesno je
provedena uz litijev karbonat i octenu kiselinu, a reakcijom su dobiveni ve¢ spomenuti
tiosemikarbazoni s karboksilnom skupinom. Dobiveni tiosemikarbazoni vezani su na 9a-
aminopropilni derivat azitromicina uz dodatak HATU i DIPEA. Spojevi su karakterizirani
spektroskopijom NMR.

Svi dobiveni makrozoni i njihovi kompleski s niklom(II) i bakrom(II) pokazuju vrlo dobru
bioloSku aktivnost za sojeve S. aureus ATCC 29213 i M.catarrhalis ATCC 23246. Kod
rezistentnih sojeva S. aureus poboljSanu aktivnost imaju kompleksi s niklom(II), a kod soja
M.catarrhalis ATCC 23246 kompleksi s bakrom(II). Najbolja antibakterijska aktivnost

opazena je za soj S. pneumoniae B0652.
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§ 6. POPIS OZNAKA, KRATICA I SIMBOLA

ATP — adenozin trifosfat

COSY - korelacijska spektroskopija

CLSI — engl. Clinical Laboratory Standards Institute

DIPEA — N,N-diizopropiletilamin

DMSO - dimetil sulfoksid

DOSY - engl. diffusion-ordered spectroscopy

HATU — 1-[bis(dimetilamino)metilen]-1H-1,2,3-triazolo[4,5-b]piridinijev-3-oksid
heksafluorofosfat

HMBC — engl. heteronuclear multiple bond correlation

HSQC — engl. heteronuclear single quantum coherence

IUPAC — engl. Medunarodna unija za €istu 1 primijenjenu kemiju
MIK — minimalna inhibitorna koncentracija

mRNA — engl. messenger ribonukleinska kiselina

NOE — nuklearni Overhauserov efekt

NMR — nuklearna magnetna rezonancija

RNA — engl. ribonukleinska kiselina

rRNA — engl. ribosomska ribonukleinska kiselina

STD — engl. saturation transfer difference

THF — tetrahidrofuran

tRNA — engl. transfer ribonukleinska kiselina

trNOESY - engl. two-dimensional proton transfer nuclear Overhauser spectroscopy
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