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§ 1. Uvod 1

§ 1. UVOD

Makrolidni antibiotici predstavljaju skupinu prirodnih i polusintetskih antibiotika ¢iju strukturu
karakterizira -dvanaestero- do Sesnaestero¢lani makrociklicki laktonski prsten na kojem su
vezane dvije Secerne jedinice, najcesS¢e desozamin i kladinoza. Od otkri¢a pa sve do danas
makrolidi se koriste za lijeCenje infekcija koje uzrokuju Gram-pozitivne i Gram-negativne
bakterije.? Posljednjih godina otkriveno je kako makrolidi osim antibakterijskog djelovanja
pokazuju i protuupalnu, antikancerogenu i antimalarijsku aktivnost. Makrolidi djeluju
bakteriostatski, vezanjem za 50S podjedinicu bakterijskog ribosoma i sprjecavaju sintezu
peptida, odnosno rast i razvoj bakterija. Azitromicin je poznati petnaestero¢lani makrolid koji
posjeduje Siroki spektar antibakterijske aktivnosti. Medu makrolidima, azitromicin se istice po
povoljnim fizikalno-kemijskim svojstvima, postizanju visoke akumulacije u stanicama i
tkivima te smanjenim nuspojavama.*3

Zbog S§iroke i nekontrolirane upotrebe antibiotika, te brze prilagodljivosti patogenih
mikroorganizama dolazi do sve veée rezistencije bakterija na antibiotike.! 1z tog razloga
znanstvena istraZivanja stalno Su usmjerena prema razvoju i dizajnu novih antibiotika sa Sirim
spektrom antimikrobne aktivnosti. U procesu otkrica novog antibiotika vaZan korak je
odredivanje njegovog mehanizma djelovanja. IstraZivanjem interakcija potencijalnog
antibiotika s bioloskim metama i prou¢avanjem vezne konformacije molekule antibiotika dolazi
se do novih spoznaja koje mogu posluziti za poboljSanje farmakokinetickih svojstava i
bioaktivnosti nove klase antibiotika.

Cilj istrazivanja provedenih u okviru ove doktorske disertacije je dizajn i priprava novih
derivata makrolida sa Sirim spektrom bioloSke aktivnosti te odredivanje mehanizma vezanja na
ribosom i druge bioloske receptore. Pripravit ¢e se nove klase makrozona, konjugata
azitromicina i tiosemikarbazona. Prema posljednjim istrazivanjima*®,  derivati
tiosemikarbazona pokazali su antitumorsku, antibakterijsku i protuupalnu aktivnost te su
koriSteni za kemijsku modifikaciju azitromicina. Svrha priprave makrozona je povezivanje
bioaktivnosti 1 izvrsnih farmakokineti¢kih svojstava azitromicina s bioloSkom aktivnosti
tiosemikarbazona.

U svrhu potvrde uspjesnosti sinteze i strukturne karakterizacije pripravljenih spojeva koristit

¢e se spektroskopija nuklearne magnetske rezonancije (NMR), kromatografske metode i

Ivana Mikulandra Doktorska disertacija



§ 1. Uvod 2

spektrometrija masa (MS). Provest ¢e se bioloska testiranja pripravljenih spojeva na panelu
bakterija karakteristicnom za makrolide. Odredit ¢e se aktivnost in vitro na susceptibilne i
rezistentne Gram-pozitivne i Gram-negativne bakterije.

Budu¢i da je primarna meta djelovanja makrolida ribosom, odredit ¢e se konformacija
molekula novopripravljenih spojeva u slobodnom stanju te vezanih na 70S ribosom E. coli
pomocu spektroskopije NMR. Za proucavanje konformacije primijenit ¢e se tehnike NMR
NOESY (engl. Nuclear Overhauser Effect SpectroscopY) i ROESY (engl. Rotating-frame
nuclear Overhauser Effect correlation SpectroscopY), a za detekciju vezanja molekula na
ribosom i odredivanja dijelova molekule koji sudjeluju u vezanju na ribosom tehnike trNOESY
(engl. Transferred Nuclear Overhauser Effect SpectroscopY), tehnika razlike prijenosa
zasi¢enja (engl. Saturation Transfer Difference, STD) i waterLOGSY (engl. Ligand Observed
via Gradient SpectroscopY). Dodatno ¢e se okarakterizirati interakcije makrozona s RNA,
DNA, govedim serumskim albuminom (engl. bovine serum albumin, BSA) i 70S ribosomom
E. coli pomocu cirkularnog dikroizma i fluorescencijske spektroskopije. O¢ekuje se da ce
objedinjeni rezultati dobiveni bioloskim testiranjem, spektroskopskim metodama i
molekulskim modeliranjem pomo¢i u odredivanju odnosa strukture i aktivnosti te da ce

posluziti kao temelj za dizajn novih bioaktivnijih makrolida.

Ivana Mikulandra Doktorska disertacija



§ 2. Literaturni pregled 3

§ 2. LITERATURNI PREGLED

2.1. Makrolidi
2.1.1. Struktura makrolida

Makrolidni antibiotici obuhvacaju skupinu spojeva Cija se struktura sastoji od dvanaestero- do
SesnaesteroClanog makrociklickog laktonskog prstena (aglikona) na kojem su vezane dvije
monosaharidne jedinice, najées¢e desozamin i kladinoza.*

Pojam ,,makrolid“ prvi puta se spominje 1952. godine kad je izoliran eritromicin A iz
mikroorganizma Saccharopolyspora erythraea.? Tijekom narednih godina uslijedilo je

intenzivno istrazivanje makrolida i priprava polusintetskih analoga.’

Slika 1. Strukturna formula molekule eritromicina A s pobrojanim atomima ugljika

Eritromicin A (slika 1.) prvi je makrolidni antibiotik, izoliran iz mikroorganizma
Saccharopolyspora erythraea. Sastoji se od cCetrnaesteroClanog laktonskog prstena koji na
poloZzaju C3 ima vezanu kladinozu, a na poloZaju C5 desozamin.'?

Predstavlja prvu generaciju makrolidnih antibiotika koju ne odlikuje dobra bioraspolozivost
1 dugo vrijeme poluzivota zbog nedostatne kemijske stabilnosti u organizmu. U ZeluCanim
kiselim uvjetima dolazi do intramolekulske ciklizacije reakcijom dviju hidroksilnih skupina (6-
OH i 12-OH) i karbonilne skupine (C9). Promjenom konformacije smanjuje se afinitet vezanja

eritromicina na ribosom §to dovodi do smanjenja ili izostanka bioloske aktivnosti.

Ivana Mikulandra Doktorska disertacija



§ 2. Literaturni pregled 4

Iz navedenih razloga alkiliranjem hidroksilne skupine na polozaju C6 pripravljen je
kemijski stabilniji klaritromicin (slika 2.a), predstavnik prve generacije polusintetskih

makrolidnih antibiotika koji su pokazali $iri spektar antibakterijske aktivnosti.?

7 | N

Slika 2. Strukturne formule predstavnika generacija polusintetskih makrolidnih antibiotika:

a) klaritromicin, b) azitromicin, c) telitromicin i d) solitromicin

Uvodenjem atoma dusSika u aglikonski prsten pripravljeni su petnaestero¢lani azalidi, druga
generacija makrolidnih antibiotika, ¢iji je najpoznatiji predstavnik azitromicin (slika 2.b).%3

Trec¢u generaciju ¢ine ketolidi ¢iji je predstavnik telitromicin (Slika 2.c). Telitromicin je
povucen s trzista zbog izazivanja niza nuspojava, stoga se pribjeglo razvoju Cetvrte generacije
makrolidnih antibiotika &iji je predstavnik solitromicin (slika 2.d).’

U tijeku je klini€ko istrazivanje solitromicina, ketolida koji je strukturno vrlo sli¢an
telitromicinu. lako se pokazao vrlo u¢inkovitim u lije¢enju bakterijske upale pluca, nije odobren
od strane FDA (engl. Food and Drug Administration) zbog opreza od moguceg razvoja
nuspojava. FDA smatra kako solitromicin zbog 85 % strukturne sli¢nosti telitromicinu takoder
moZe izazvati hepatotoski¢nost.’

Zbog sve veceg razvoja bakterijske rezistencije na postojece antibiotike namece se potreba
za dizajnom novih lijekova sa Sirim spektrom antimikrobne aktivnosti. Posljednjih desetak
godina intenzivno se radilo na pripravi i istrazivanju bioloske aktivnosti kemijskih
modificiranih 14- i 15-¢lanih derivata makrolida.*

Istrazivanje konformacije makrolida u slobodnom 1 vezanom stanju bitno je za odredivanje
njihove bioloSke potentnosti. Konformacija je usko povezana s lipofilnosti koja pak utjece na

transport i sposobnost akumulacije makrolida u stanicama.* Makrolidi su kompleksne molekule

koje sadrze viSe kiralnih centara, stoga promjena konfiguracije atoma moZe utjecati na
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§ 2. Literaturni pregled 5

promjenu bioloskih i fizikalno-kemijskih svojstava. Za razumijevanje veze izmedu strukture i
aktivnosti makrolida najvise su koriStene: spektroskopija NMR, difrakcija rendgenskog
zradenja na monokristalu i metode molekulskog modeliranja.®

Kombinacijom spektroskopije NMR i molekulskog modeliranja predlozene su dvije
konformacije cetrnaestero¢lanih makrolida u otopini u slobodnom stanju: uvrnuta konformacija
(engl. folded-in) i izvrnuta konformacija (engl. folded-out).81°

Za izvrnutu konformaciju karakteristiéni su parametri: homononuklearna konstanta
sprezanja 3Juzns = 10 Hz, torzijski kut izmedu atoma H2-H3 ~ £180 °, kontakti NOE (engl.
nuclear Overhauser effect): H4-H11, H2-H4, H5-H6Me, dok su za uvrnutu konformaciju
zabiljeZeni parametri: homononuklearna konstanta sprezanja 3Juzns = 2-3 Hz, torzijski kut
izmedu atoma H2-H3 = 100 °, te kontakti NOE H3-H11, H4-H6Me i H3-H8.>12

Cetrnaestero&lani makrolidi su u otopini ve¢inom zastupljeni u obliku energijski povoljnije
izvrnute  konformacije.!%! Istrazivanjem &etrnaesteroélanog makrolida oleandomicina i
njegovih derivata opazeno je kako udio pojedine konformacije ovisi o polarnosti koriStenog
otapala i temperaturi tijekom snimanja spektara *H, NOESY i ROESY NMR.*!® Svi bitni

kontakti NOE za odredivanje konformacije prikazani su na slici 3.

Slika 3. Kontakti NOE uvrnute (engl. folded-in) i izvrnute (engl. folded -out)

konformacije oleandomicina®

Petnaesteroero¢lani makrolidi u slobodnom stanju zastupljeni su u obliku energijski
najpovoljnije konformacije tzv. 3-endo-folded-out.™®® U ovom slucaju homonuklearna

konstanta sprezanja 3Juzns iznosi 4-5 Hz, a torzijski kut izmedu atoma H2-H3 =~ 122 °.

Ivana Mikulandra Doktorska disertacija



§ 2. Literaturni pregled 6

Udaljenost protona H4-H11 te blizina monosaharidnih jedinica sli¢na je kao i kod izvrnute
konformacije.
Prouc¢avanjem makrolida u vezanom stanju ustanovljeno je da zauzimaju sli¢ne

konformacije kao i u slobodnom stanju.t?

2.1.2. Mehanizam djelovanja makrolida

Makrolidi pokazuju Siroki spektar bioloske aktivnosti. Djelotvorni su u lijeCenju infekcija
uzrokovanih Gram-pozitivnim i nekim Gram-negativnim bakterijama. Cesto se koriste za
lijeenje infekcija disnog sustava izazvanih bakterijskim sojevima: Streptococcus pneumoniae,
Haemophilus influenzae, Moraxella catarrhalis i dr. Osim antibakterijske, posjeduju
antikancerogenu i antimalarijsku aktivnost te protuupalna svojstva.t

Makrolidi imaju bakteriostatsko djelovanje, tj. inhibiraju rast bakterija. Vezu se na 23S
rRNA u domeni V na ili u blizini centra peptidil-transferaze u 50S podjedinici bakterijskog
ribosoma i tako stericki blokiraju sintezu peptida u ranim fazama translacijskog procesa.'?

Aminoseceri igraju vaznu ulogu u interakciji sa stani¢nim membranama i transportu
makrolida do ciljanog mjesta djelovanja. Izmedu makrolida i ribosoma uspostavljaju se
kovalentne i vodikove veze te hidrofobne interakcije.>*> Smatra se kako je vezanje makrolida
proces koji obuhvaca dva koraka. Prvi korak ukljucuje brzo vezivanje i razvezivanje makrolida,
odnosno prepoznavanje ciljanog mjesta na ribosomu, a drugi korak ukljucuje ¢vrsto vezanje
makrolida za aktivno mjesto.®

Jakost 1 nac¢in vezanja razlikuju se ovisno o funkcijskim skupinama makrolida 1 veli¢ini
Secera na polozajima C3 i C5, a neke studije su pokazale kako vezanje makrolida ovisi i 0 vrsti
bakterije.! Difrakcijom rendgenskog zracenja na monokristalu dobiveni su razli¢iti strukturni
modeli za razli¢ite Gram-pozitivne i Gram-negativne bakterije.’®18 Kokristalne strukture
ukljucivale su jednu molekulu makrolida i1 ribosomsku podjedinicu 50S. Medutim,
istrazivanjem vezanja azitromicina za ribosom bakterije D. radiodurans opazeno je vezanje
dviju molekula azitromicina.’

Bez obzira na razli¢itost vezanja Cetrnaesteroclanih, petnaesteroc¢lanih i Sesnaesteroclanih
makrolida zajednicko im je stvaranje vodikove veze izmedu skupine 2'-OH aminosSecera i
nukleobaze ribosoma.! O vaznosti $ecernih jedinica u strukturi makrolida i utjecaju kemijske
modifikacije polarnih skupina na antimikrobnu aktivnost makrolida bit ¢e viSe govora u

poglavlju 2.2.
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Osim o strukturi makrolida, inhibicija sinteze proteina ovisi i 0 sekvenci biosintetiziranog
peptida. Makrolidi mogu intereagirati i s enzimom citokrom P450 3A4 te ligandima uklju¢enim

u sintezu proteina kao $to su aminoacil-tRNA i peptidil-tRNA.!

2.1.3. Mehanizam rezistencije bakterija na makrolide

Zbog prisutnosti antibiotika i njihovih metabolita u okolisu te $iroke i nepravilne primjene u
medicini, sve viSe sojeva bakterija postaju rezistentni.t

Postoji vise mehanizama rezistencije’:

o inaktivacija antibiotika kovalentnom modifikacijom (hidroliza laktona ili Secera,

regioselektivna glikolizacija, acetiliranje ili fosforilacija hidroksilnih skupina)

o kemijska modifikacija nukleobaza ribosoma

o efluks - izbacivanje antibiotika iz bakterijskih stanica

o modifikacija mete djelovanja antibiotika

o stvaranje ,,Jaznih*“ meta za antibiotike i vezanje antibiotika na substani¢ne strukture

Rezistencija na vise antibiotika (engl. multidrug resistance, MDR) koji imaju mehanizam
djelovanja slican makrolidima predstavlja veliki problem u lije¢enju nekih bakterijskih
infekcija. U tu skupinu antibiotika spadaju linkozamidi i streptogramini.! Navedene tri skupine
antibiotika vezu se na 23S rRNA u 50S podjedinici ribosoma.®

Neki bakterijski sojevi razvili su rezistenciju metiliranjem duSika baze 23S rRNA
(posredstvom gena erm) ¢ime onemoguéuju vezanje makrolida, linkozamida i streptogramina.’
Takva rezistencija moze biti inducibilna (iMLS) ili konstitutivna (cMLS). Inducibilna
rezistencija nastupa unoSenjem antibiotika u stanicu pri ¢emu dolazi do aktivacije enzima
metiltransferaze, dok je kod konstitutivne rezistencije enzim aktivan i bez prisutnosti
antibiotika.

Mehanizam rezistencije efluksom (M), kodiran genima mef, karakteristiCan je samo za
makrolide, ne i za linkozamide i streptogramine.®’

Antibakterijska aktivnost antibiotika in vitro kvantitativno se izrazava pomoc¢u minimalne
inhibitorne koncentracije (MIK), a definira se kao najniza masena koncentracija antibiotika
koja inhibira rast bakterija. Otopine antibiotika serijski se razrijede najéeS¢e U rasponu
koncentracija 0,125-64 ng mL te se provjeri bakteriostatska aktivnost testiranjem na uzorcima

standardiziranih koncentracija bakterija.®
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Neki od ucestalih rezistentnih sojeva su Gram-pozitivne bakterije: S. aureus, S. peumoniae,
S. pyogenes i Gram-negativne bakterije: H. influenzae, E. coli. Navedeni sojevi bakterija
uzrokuju kozne infekcije, infekcije diSnih puteva te infekcije gastrointestinalnog i mokra¢nog

sustava.l
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2.2. Razvoj novih derivata makrolida

Svjetska zdravstvena organizacija (engl. World Health Organization, WHO) izrazava
zabrinutost zbog sve vece pojave rezistentnih patogena i promice vaznost istrazivanja novih
antibiotika.® Na slici 4. prikazan je broj antibakterijskih lijekova (oznaéeni crvenom bojom) u
odnosu na ukupni broj odobrenih lijekova (oznaceni plavom bojom) u razdoblju od 2003. do
2017. godine.?’ Moze se zamijetiti kako je udio antibakterijskih lijekova vrlo mali. Razlog je
iznimno brza prilagodljivost bakterija na lijekove $to dovodi do povecanih zahtjeva klinickih

ispitivanja, a time i do male isplativosti ulaganja farmaceutske industrije.

45
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Antibakterijski

30 lijekovi
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20 - J— -
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Slika 4. Odobreni lijekovi od strane FDA (U.S. Food and Drug Administration) u razdoblju
2003.-2017.2°

Zanimljiva je ¢injenica kako je azitromicin kao najprodavaniji antibiotik 2004. godine stekao
zaradu od samo 2,1 milijarde USD &ime je zauzeo 27. mjesto na listi najprodavanijih lijekova.?
Na slici 5. dan je uvid u kretanje broja odobrenih antibiotika od 1983 do danas. Biljezi se

povecanje broja registriranih antibiotika u odnosu na posljednjih 20 godina.
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Slika 5. Odobreni antibiotici od strane FDA (U.S. Food and Drug Administration) u razdoblju
1983.-2020.%

Kako bi se rijesio problem rezistencije bakterija na antibiotike, nuzno je dizajnirati nove
spojeve koji ¢e pokazati vecu bioloSku aktivnost. Moze se pribje¢i pripravi inhibitora
bakterijskih enzima odgovornih za otpornost ili kemijskoj modifikaciji postojecih antibiotika.
Posljednjih 10 godina intenzivno su se istrazivali derivati Cetrnaesteroclanih i petnaestero¢lanih
makrolida.t

Karakteristike koje bi novi derivati makrolidnih antibiotika trebali posjedovati su: niska
intrizi¢na toksi¢nost, dobra kemijska stabilnost u kiselim uvjetima, veliki afinitet vezanja za
bakterijski ribosom, optimalna farmakokineticka svojstva (apsorpcija, distribucija,
metabolizam 1 izlu¢ivanje lijeka iz organizma), Siroki spektar antibakterijske aktivnosti i
izostanak izazivanja tegoba gastrointestinalnog sustava te alergijskih reakcija.t

U ovome poglavlju dan je pregled ovisnosti strukture i antimikrobne aktivnosti in vitro
novih derivata makrolida. Opisani su samo oni derivati ¢ija je bioloska aktivnost usporediva ili

veca od aktivnosti makrolidnih antibiotika dostupnih na trzistu.
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2.2.1. Kemijska modifikacija secernih jedinica cetrnaesteroclanih i petnaesteroclanih
makrolida

Proucavanjem kompleksa makrolid-ribosom ustanovljeno je kako je desozamin (aminosecer)
iznimno bitan za vezanja makrolida, dok kladinoza nije klju¢na za ukupnu antibakterijsku
aktivnost.

U nastavku ¢e biti vise rijeci o vaznosti Secernih jedinica za biolosku aktivnost makrolida. Za
referentne makrolide Koristit ¢e se sljedeCe oznake: eritromicin A-a Klaritromicin-b,

azitromicin-c, telitromicin-d.

2.2.1.1. Kemijska modifikacija kladinoze

Ma i suradnici?? pripravili su 4"-O-karbamoilne derivate eritromicina A, spojeve 1i 2 (slika 6.).
Bioloska aktivnost dobivenih spojeva za neke sojeve donekle je sli¢na aktivnosti makrolida a-
c. Najveca aktivnost zabiljeZena je za rezistentni soj S. pneumoniae. Vrijednosti MIK makrolida

a,b i ¢ za navedeni soj kreéu se u rasponu 128-256 ug mL .

S. pneumoniae A22072* MIK = 0,25 pg mL*

Slika 6. Strukturne formule molekula spojeva 1 i 2 i odredena vrijednost MIK za bakterijski

soj S. pneumoniae (a - rezistentni soj kodiran genima mef)*
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Isti su autori takoder pripravili i 4"-O-karbamoilne derivate klaritromicina.?® Spoj 3 (slika 7.)
ima 10 puta vecu aktivnost na rezistentni soj S. pyogenes R2 od eritromicina, no ne odlikuje ga
Siroki spektar antibakterijske aktivnosti. Kako bi se proSirila aktivnost i na druge rezistentne

sojeve uspjesno je pripravljen spoj 4.2

S. pyogenes R2? MIK = 0,12 ug mL™*

S. pneumoniae ATCC49619 MIK = 0,03 ug mL™*

S. pneumoniae B1° MIK = 0,03 ug mL™?
S. pneumoniae A22072¢ MIK = 0,03 ng mL™*
S. pneumoniae AB11¢ MIK = 0,5 ug mL*
S. aureus ATCC25923 MIK = 0,12 pg mL™?
S. aureus ATCC29123 MIK = 0,5 ng mL*

Slika 7. Strukturne formule molekula spojeva 3 i 4 i odredene vrijednosti MIK za neke
bakterijske sojeve (a- klini¢ki izoliran rezistentni soj, b- rezistentni soj kodiran genima erm, c-

rezistentni soj kodiran genima mef, d- rezistentni soj kodiran genima mef i erm)?

Povecanjem duljine alkilnog lanca vezanog na polozaj C4™ molekule eritormicina i uvodenjem
4-metoksibenzilne i 4-fluorobenzilne skupine pripravljeni su spojevi 5 i 6 (slika 8.).
Najznacajnija je bioloSka aktivnost tih spojeva na soj S. pneumoniae koji pokazuje rezistenciju

na makrolide ekspresijom gena erm ili gena erm i mef.2°
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S. pneumoniae ATCC49619 MIK = 0,03 ug mL™*

S. pneumoniae B1P MIK = 0,06 pg mL™?
S. pneumoniae A22072¢ MIK = 0,25 pg mL™*?
S. pneumoniae AB11¢ MIK =1 pg mL™*

S. aureus ATCC25923 MIK = 0,12 ug mL™*

S. pneumoniae ATCC49619 MIK = 0,03 pg mL*
S. pneumoniae B1P MIK = 2 pg mL!

S. pneumoniae A22072¢ MIK = 0,5 ug mL*?
S. pneumoniae AB11¢ MIK =4 pg mL™!

Slika 8. Strukturne formule molekula spojeva 5 i 6 i odredene vrijednosti MIK za neke
bakterijske sojeve (b- rezistentni soj kodiran erm genima, c- rezistentni soj kodiran genima

mef, d- rezistentni soj kodiran genima mef i erm)*

Opcenito, 4"-O-benzimidazolilni derivati klaritromicina pokazali su 4 puta ve¢u aktivnost na

soj S. pneumoniae A22072 od a-c. Na slici 9. dan je primjer jednog takvog derivata.?®

.....

| z
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fr O S. pneumoniae A22072° MIK = 0,03 ug mL™*
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Slika 9. Strukturna formula molekule spoja 7 i odredena vrijednost MIK za bakterijski soj

S. pneumoniae (c- rezistentni soj kodiran genima mef)*
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Od 4"-O-karbamoilnih derivata petnaestero¢lanih makrolida znacajni su spojevi 8 1 9 (slika
10.). Njihova bioloska aktivnost na soj S. pneumoniae AB11 je 4 do 16 puta veca od aktvnosti
b i c. Spoj 9 pokazao je izvrsnu aktivnost na S. pneumoniae B1 za razliku od b (64 pg mL™) i
¢ (128 pg mL™).%

N0 L oH i S. pneumoniae ATCC49619 MIK = <0,03 pg mL*
Onfi11 ™ /r ' S. pneumoniae A22072° MIK = 0,06 pg mL™*
'_‘.-\-“0 T ::-"L\ '*rlq" S. pneumoniae AB11¢ MIK =4 ug mL*?

0P~ o _~OH
TOYOTUNTY S
g : Ho
F

S. pneumoniae ATCC49619 MIK =< 0,03 pgmL™?
S. pneumoniae B1° MIK = 0,25 ug mL
S. pneumoniae A22072¢ MIK = 0,06 ug mL?
S. pneumoniae AB11¢ MIK =16 ug mL™?

Slika 10. Strukturne formule molekula spojeva 8 i 9 i odredene vrijednosti MIK za neke
bakterijske sojeve (b- rezistentni soj kodiran genima erm, c- rezistentni soj kodiran genima

mef, d- rezistentni soj kodiran genima mef i erm)?

Dodatnim uvodenjem zastite hidroksilnih skupina na polozajima C11 i C12 (slika 11.)
povecéana je aktivnost 4"-O-karbamoilnih derivata samo na soj S. pneumoniae AB11 (MIK (a-
c) = 128-256 ug mL™), a smanjena na ostale bakterijske sojeve u usporedbi s aktivnosti

referentnih makrolida.28
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Slika 11. Strukturna formula molekule spoja 10 i odredena vrijednost MIK za bakterijski soj

S. pneumoniae (d- rezistentni soj kodiran genima mef i erm)*
Povecanjem rigidnosti lanca vezanog na polozaju 4" (slika 12.) poveéana je antimikrobna

aktivnost na soj S. pneumoniae 22072, no aktivnost se znac¢ajno smanjila za veé¢inu Gram-

pozitivnih bakterija.?®

S. pneumoniae A22072°  MIK = 0,12 pgmL

Slika 12. Strukturna formula molekule spoja 11 i odredena vrijednost MIK za bakterijski soj

S. pneumoniae (c- rezistentni soj kodiran mef genima)*

Izvrsnu biolosku aktivnost na Gram-pozitivne i Gram-negativne bakterijske sojeve pokazao

je spoj 12 (slika 13.). Posebno se isti¢e aktivnost na sojeve S. pneumoniae koja je 133 do 2133

puta veéa od aktivnosti azitromicina.*

Ivana Mikulandra Doktorska disertacija



§ 2. Literaturni pregled

16

S. pneumoniae ATCC49619
S. pneumoniaeB1®

S. pneumoniae A22072¢

S. pneumoniae AB114

S. aureus ATCC25923

S. pvogenes S22

E. coli ATCC25922

P. aeruginosa ATCC27853

MIK = 0,125 pg mL-!
MIK = 0,125 pg mL-!
MIK = 0,06 pg mL-!
MIK = 0,125 pg mL-!
MIK = 0,008 pig mL-!
MIK = 0,002 pig mL-!
MIK = 16 pg mL-!
MIK = 8 pg mL-!

Slika 13. Strukturna formula molekule spoja 12 i odredena vrijednost MIK za bakterijski

soj S. pneumoniae (a- klinic¢ki izoliran rezistentni soj, b- rezistentni soj kodiran genima erm,

c- rezistentni soj kodiran genima mef, d- rezistentni soj kodiran genima mef i erm)!

Zhang i suradnici®! su osim ve¢ videnih supstitucija na polozajima C11, C12 te C4" dodatno

modificirali aglikonski prsten pripravom 6,9-iminoetera. Bioloska aktivnost pripravljenih

rigidnih biciklickih azalida nije bila zadovoljavajuca. Time je potvrdena vaZznost fleksibilnosti

aglikonskog prstena ¢cime molekula makrolida moze posti¢i konformaciju koja uspjesno stericki

sprjecava elongaciju bakterijskog peptida.

Sugimoto i suradnici®? modificirali su klaritromcin na polozaju C4" kladinoze te polozaje

C11i C12 u aglikonu. Dobiveni spojevi pokazali su dobru aktivnost na susceptibilne sojeve S.

pneumoniae i S. pyogenes (slika 14.).
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< S. pneumoniae ATCC49619 MIK = 0,06 ug mL™*
H S. pneumoniae MSC07465 MIK = 0,03 pg mL?
0’& o S. pneumoniae MSCO08607 MIK = 0,06 ug mL™*
°\§_N - S. pneumoniae ATCC700904 MIK =0,12 ug mL™*

O~ ° o S. pneumoniae MSC 07365 MIK =4 ug mL™
. ..0“-[\2' N S. pyogenes ATCC12344 MIK = 0,06 pg mL?
| OH | S. pyogenes MSC07812 MIK = 0,12 pg mL*

0 ) Y S. pyogenes MSC07811 MIK =2 ug mL*

o N~N -
13 : OH

Slika 14. Strukturna formula molekule spoja 13 i odredene vrijednosti MIK za neke

bakterijske sojeve!

Fajdeti¢ i suradnici® pripravili su konjugate makrolida a-c i kinolona. Bolja antibakterijska
aktivnost u odnosu na spomenute makrolide pripisana je povecanju lipofilnosti novih
konjugata. Medutim, uvodenjem metinskih skupina u lanac na polozaju C4" (16, slika 15.)
doslo je do smanjenja bioloske aktivnosti. Autori su zakljucili kako je postojanje duzih
fleksibilnih alkilnih lanaca nuzno za optimalno smjeStanje makrolida u aktivno mjesto
ribosoma. Posebice su istaknuli aktivnost spojeva 14 i 15 na rezistentni soj H. influenzae koja

je veca od aktivnosti telitromicina.
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S. aureus PK1 (M) MIK =0,5 ug mL™*
S. pneumoniae Ci137 (M) MIK =<0,125 pg mL
S.p yogenes 2 Finland (M) MIK = <0,125 pg mL™*

S. aureus 90256 (iMLS) MIK =4 pg mL™*
S. pneumoniae 134 GR M (iMcLS)  MIK =<0,125 pg mL™*
S. pneumoniae 58 Spain (CMLS) MIK = <0,125 pg mL*
S. pyogenes Finland 11 (iMLS) MIK =<0,125 ug mL™
S. pyogenes 166 GR-Micro (cMLS) MIK =<0,125 ug mL™*
H. influenzae ATCC 49247 MIK =2 pg mL™*

S. aureus PK1 (M) MIK =0,5 pg mL™*

S. pneumoniae Ci137 (M) MIK =<0,125 pg mL™*
S.p yogenes 2 Finland (M) MIK =<0,125 pg mL™*
S. aureus 90265/97 (iMLS) MIK =2 pg mL™?

S. pneumoniae 134 GR M (iMcLS) MIK =0,5 pg mL™*
S. pneumoniae 58 Spain (cMLS) MIK =<0,125 pg mL™*

S. pyogenes Finland 11 (iMLS) MIK =<0,125 pg mL™
S. pyogenes 166 GR-Micro (cMLS) MIK =<0,125 pg mL™*
H. influenzae ATCC 49247 MIK =1 pg mL™*

Slika 15. Strukturne formule molekula spojeva 14 i 15 i odredene vrijednosti MIK za neke
bakterijske sojeve (M -efluks rezistencija na makrolide; iMLS - inducibilna rezistencija na
makrolide, linkozamide i streptogramine; cMLS - konstitutivna rezistencija na makrolide,

linkozamide i streptogramine; iMcLS — inducibilna rezistencija na makrolide i konstitutivna

rezistencija na linkozamide i streptogramine)?

Kapi¢ i suradnici®® takoder su radili na sintezi konjugata makrolida i kinolona. Od
pripravljenih Cetrnaestero¢lanih derivata makrolida najvise se istaknuo spoj 17 (slika 16.) koji
pokazuje izvrsnu aktivnost na S. pneumoniae 134 GR-M (iMcLS), dok azitromicin i
Klaritromicin ne pokazuju aktivnost na navedeni bakterijski soj. Istrazivanjem djelovanja
konjugata makrolida i kinolona, tzv. makrolona otkriveno je kako nemaju dualno djelovanje
ve¢ pokazuju samo bakteriostatsku aktivnost. Inace, za kinolone je karakteristicno baktericidno

djelovanje.®®
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S. aureus PK1 (M) MIK =32 pg mL™

S. pneumoniae Ci137 (M) MIK = <0,125 pg mL*?
S. aureus 90265/97 (iMLS) MIK = >64 ug mL™

S. pneumoniae 134 GR M (iMcLS) MIK =1 pgmL™?

S. pneumoniae 58 Spain (CMLS) MIK =<0,125 ug mL™
S. pyogenes Finland 11 (iMLS) MIK =<0,125 pg mL*
S.

pyogenes 166 GR-Micro (cMLS) MIK =8 pgmL™*
H. influenzae ATCC 49247 MIK =4 pgmL?
M. catarrhalis ATCC 23246 MIK =1 pg mL™?
\l
N
| 8]
=z S
- o o

Slika 16. Strukturna formula molekule spoja 17 i odredene vrijednosti MIK za neke
bakterijske sojeve (M -efluks rezistencija na makrolide; iMLS - inducibilna rezistencija na
makrolide, linkozamide i streptogramine; cMLS - konstitutivna rezistencija na makrolide,

linkozamide i streptogramine; iMcLS — inducibilna rezistencija na makrolide i konstitutivna

rezistencija na linkozamide i streptogramine)®

Konjugacijom azitromicina i kinolona®® dobiven je spektar spojeva od kojih su najznacajniji
spojevi 18, 19 i 20 (slika 17.). Najbolju antimikrobnu aktivnost, posebice za soj S.aureus i S.
pyogenes ima spoj 20. Spojevi 18 i 19 pokazali su dobru bioraspoloZzivost i izvrsnu aktivnost

na H. influenzae.
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S. aureus PK1 (M)

S. pneumoniae Cil37 (M)
S.pyogenes 2 Finland (M)

S. aureus 90265/97 (iMLS)

S. pneumoniae 134 GR M (iMcLS)
S. pneumoniae 58 Spain (cMLS)

S. pyogenes Finland 11 (iMLS)

S. pyogenes 166 GR-Micro (cMLS)
H. influenzae ATCC 49247

M. catarrhalis ATCC 23246

OH

S. aureus PK1 (M)

S. aureus PK2 (cMLS)

S. pneumoniae Cil37 (M)
S.pyogenes 2 Finland (M)

S. aureus 90265/97 (iMLS)

S. pneumoniae 134 GR M (iMcLS)
S. pneumoniae 58 Spain (cMLS)
S. pyogenes Finland 11 (iMLS)

S. pyogenes 166 GR-Micro (cMLS)
H. influenzae ATCC 49247

M. catarrhalis ATCC 23246

S. aureus PK1 (M)

S. pneumoniae Cil37 (M)
S.pyogenes 2 Finland (M)

S. aureus 90265/97 (iMLS)

S. pneumoniae 134 GR M (iMcLS)
S. pneumoniae 58 Spain (cMLS)

S. pyogenes Finland 11 (iMLS)

S. pyogenes 166 GR-Micro (cMLS)
H. influenzae ATCC 49247

MIK = 0,25 pg mL*
MIK = <0,125 pg mL*
MIK = <0,125 ug mL*
MIK = 0,25 pg mL*!
MIK = <0,125 pg mL™*
MIK =<0,125 pg mL*
MIK =<0,125 pg mL*
MIK =<0,125 pug mL™*
MIK = 0,5 pg mL!
MIK =1 pg mL*

MIK = <0,125 pgmL*
MIK =16 pgmL™*
MIK = <0,125 pg mL*
MIK = <0,125 pg mL*
MIK = 0,5 pg mL™*
MIK = <0,125 pg mL*
MIK = <0,125 pg mL*!
MIK = <0,125 pg mL*
MIK =<0,125 pg mL*
MIK = 0,5 pg mL
MIK = 0,25 pg mL?!

MIK = 0,13 uyg mL*
MIK = <0,02 pg mL*
MIK = <0,02 pg mL!
MIK = 0,06 ug mL*
MIK =<0,125 pg mL*
MIK = <0,125 pg mL*
MIK = <0,02 pg mL™*
MIK =1 pg mL?

MIK =2 pg mL?

Slika 17. Strukturne formule molekula spojeva 18, 19 i 20 i odredene vrijednosti MIK za

neke bakterijske sojeve (M -efluks rezistencija na makrolide; iMLS - inducibilna rezistencija
na makrolide, linkozamide i streptogramine; cMLS - konstitutivna rezistencija na makrolide,
linkozamide i streptogramine; iMcLS — inducibilna rezistencija na makrolide i konstitutivna

rezistencija na linkozamide i streptogramine)®

Makroloni 21 i 22 (slika 18.) imaju visoku antimikrobnu aktivnost na patogene rezistentne

na eritromicin. Usporedbom vrijednosti MIK uocena je znatno bolja aktivnost spoja 21 u
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odnosu na spoj 22. Autori smatraju da je bolja aktivnost 21 posljedica optimalne duljine i vece

fleksibilnosti lanca vezanog na polozaj 4".333
S. aureus PK1 (M) MIK = 0,5 ug mL?
S. pneumoniae Ci137 (M) MIK =<0,125 pg mL?
S.pyogenes 2 Finland (M) MIK =<0,125 pg mL*?
S. aureus 90256 (iMLS) MIK =1 ug mL*

S. pneumoniae 134 GR M (iMcLS)  MIK =<0,125 pg mL™

o 8 . S. pneumoniae 58 Spain (CMLS) MIK =<0,125 ug mL™?
Ho el A E S. pyogenes Finland 11 (iMLS) MIK =<0,02 ug mL*
HD:(*--.., “ o S. pyogenes 166 GR-Micro (cMLS) MIK = <0,125 pg mL !
N jo > H. influenzae ATCC 49247 MIK =2 pg mL

0o o
F OH
heeg
~N_J A

Slika 18. Strukturne formule molekula spojeva 21 i 22 i odredene vrijednosti MIK za neke
bakterijske sojeve (M -efluks rezistencija na makrolide; iMLS - inducibilna rezistencija na
makrolide, linkozamide i streptogramine; cMLS - konstitutivna rezistencija na makrolide,

linkozamide i streptogramine; iMcLS — inducibilna rezistencija na makrolide i konstitutivna

rezistencija na linkozamide i streptogramine)?

Zhao i suradnici® istrazivali su biolosku aktivnost derivata telitromicina. Uvodenjem jos
jedne Secerne jedinice na polozaj C4™ i zastitom hidroksilnih skupina doslo je do smanjenja

bioloske aktivnosti. Nesto bolju aktivnost pokazao je spoj 23 (slika 19.).
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N
.
ke N

S. pneumoniae 11J011 ERSP MIK =2 pg mL™
S.pyogenes 11N369 ERSPy MIK =2 pg mL™
S. aureus 11B117 MRSA MIK =64 pg mL™
S. epidermidis 11¢176 MRSE MIK =32 pg mL™
H. influenzae 11Q3732 MIK = 16 pg mL*

Slika 19. Strukturne formule molekula spoja 23 i odredene vrijednosti MIK za neke
bakterijske sojeve (ERSP, ERSPy-eritromicin rezistentni soj; MRSA,MRSE-meticilin

rezistentni soj; a-azitromicin rezistentni soj)*

Tevyashova i suradnici® objavili su istrazivanje o antibakterijskim svojstvima konjugata
makrolida i peptida (slika 20.). Usporedili su antimikrobna svojstva novopripravljenih spojeva
sa svojstvima azitromicina i vankomicina. Uvodenjem makrociklickog centra smanjila se
bioloSka aktivnost na ve¢inu Gram-negativnih bakterija, no zabiljeZena je povecana aktivnost
na sojeve: E. faecium 568 (MIK = 0,5 pg mL™?), E. faecium 569 (MIK =4 ug mL™), E. faecium
560 (MIK = 8 ug mL )i S. pneumoniae ATCC49619 (MIK =1 pg mL™).
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Slika 20. Strukturna formula molekule spoja 241

Na primjeru ketolida pokazano je da kladinoza ne utjece bitno na antibakterijsku aktivnost
makrolida. Ketolidi su dobiveni uklanjanjem kladinoze i oksidacijom hidroksilne skupine na
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polozZaju C3 u karbonilnu skupinu. Kako bi se dodatno istrazio utjecaj kladinoze na biolosku
potentnost makrolida pripravljeni su spojevi opisani u nastavku.

Magee i suradnici*® su kristalografskim postupcima istraZili vezanje spoja 25 (slika 21.) na
ribosom bakterije D. radiodurans. Bioloska aktivnost navedenog spoja sli¢na je aktivnosti

klaritromicina, izuzev aktivnosti na soj S. pneumoniae 1243-00 MLSg koja je 4200 puta veca.

S. pneumoniae 1243-00 MLSg MIK = 0,015 pg mL™
S.pyogenes 304-00 MLSg MIK = 0,03 pg mL™*
S. aureus 1279-07 MRSA MIK = 0,5 ug mL™*
S. aureus 2111-10 MRSA MIK = 0,25 pg mL™*
S. aureus 1281-07 MRSA MIK = 0,25 pg mL™*
S. aureus 1279-07 MRSA MIK = 0,25 pg mL*

S. epidermidis 1105-00 MRSE, MLSs  MIK =8 pg mL

25

Slika 21. Strukturna formula molekule spoja 25 i odredene vrijednosti MIK za neke
bakterijske sojeve (MRSA,MRSE-meticilin rezistentni soj; MLSg-s0j rezistentan na

makrolide, linkozamide i streptogramine B)*

Zhang i suradnici*! te Wu i suradnici*? pripravili su dekladinozil-derivate klaritormicina 26
I 27 te provjerili njihovu biolosku aktivnost. Spojevi su pokazali vecu aktivnost od
klaritromicina. Treba naglasiti izvrsnu aktivnost na S. pneumoniae (26) i S. aureus (27) (slika
22.). Pokazalo se kako se uvodenjem razli¢itih supstituenata na polozaj C3 Cetrnaestero¢lanih
makrolida postiZe selektivna bioaktivnost. Takav slucaj nije zabiljeZen uvodenjem identi¢nih

skupina na poloZaj C3 petnaestero¢lanih makrolida.
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24

S. pneumoniae B1?
S. pneumoniae A22072°
S. pneumoniae AB11°¢

S. aureus A265¢

S. aureus A2333¢

S. pneumoniae 3469f
H. influenzae 33009

MIK =2 pg mL™*?
MIK = 0,25 pg mL™*
MIK =4 ug mL™*

MIK = 0,125 pug mL™*
MIK = 0,25 ug mL™*
MIK = 0,5 ug mL™*
MIK = 0,5 ug mL™*

Slika 22. Strukturne formule molekula spojeva 26 i 27 i odredene vrijednosti MIK za neke

bakterijske sojeve (a- rezistentni soj kodiran genima erm, b- rezistentni soj kodiran genima

mef, c- rezistentni soj kodiran genima mef i erm, d- eritromicin rezistentni i ampicilin

susceptibilni soj, e- eritromicin rezistentni i meticilin susceptibilni soj, f- eritromicin

rezistentni soj, g- ampicilin rezistentni soj)*

Daljnjom modifikacijom dekladinozil-klaritromicina uvodenjem eterske skupine i

pirimidina na polozaj C3 te oksimske zastitne skupine na polozaj C9 pripravljeni su spojevi 28

i 29 (slika 23.) s poveéanom bioaktivno$¢u na sojeve S. aureus (29) i S. pneumoniae

ATCC49619 (28, 29) (MIK = 0,032-0,064 pg mL 1) 43
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S. aureus ATCC29213 MIK = 0,5 ug mL™*
S. aureus PU-32 MIK = 0,5 ug mL™*
S. pneumoniae ATCC49619 MIK = 0,032 ug mL™*

S. aureus ATCC29213 MIK = 0,064 pg mL™*
S. aureus PU-32 MIK = 0,064 pg mL™*?
S. pneumoniae ATCC49619 MIK = 0,064 ug mL™

Slika 23. Strukturne formule molekula spojeva 28 i 29 i odredene vrijednosti MIK za neke

bakterijske sojevel

Isti su autori radili i na sintezi derivata dekladinozil-klaritromicina uvodenjem amidne
skupine 1 heterocikli¢kih supstituenata na polozaj C3. Najbolja antibakterijska svojstva pokazao
je spoj 30, i to posebice na rezistentne patogene (slika 24.) Analizom rezultata molekulskog
uklapanja (engl. docking) utvrdeno je kako aromatski supstituenti pogoduju vezanju makrolida

za ribosom uspostavljanjem dodatnih interakcija « - m, a time i poveéavaju njegovu aktivnost.*
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S. pneumoniae ATCC49619 MIK = 0,06 ug mL™*
S. pneumoniae PU09? MIK = 0,5 ug mL™*
S. pyogenes 01-968° MIK = 0,25 pg mL™*

Slika 24. Strukturna formula molekule spoja 30 i odredene vrijednosti MIK za neke
bakterijske sojeve (a- rezistentni soj kodiran genima mef, b- rezistentni soj kodiran genima

erm)!

2.2.1.2. Kemijska modifikacija aminosecera

Proucavanjem mehanizma djelovanja makrolida ustanovljeno je kako je desozamin od
klju¢ne vaznosti za vezanje Cetrnaesteroclanih 1 petnaesteroclanih makrolida na ribosomsku
podjedinicu. Izmedu desozamina i ribosoma uspostavljaju se hidrofobne interakcije i vodikove
veze neovisno o veli¢ini i orijentaciji aglikonskog prstena u aktivnom mjestu.’

Tapadar i suradnici®® radili su na modifikaciji polozaja C3'. Provjerom biologke potentnosti
i analizama molekulskog umetanja otkriveno je inhibicijsko djelovanje makrolida na histon
deacetilazu 1 (HDACL) i histon deacetilazu 2 (HDAC?2). Osim antikancerogenog djelovanja,
spojevi su pokazali antimalarijsku i antiliSmenijansku aktivnost (slika 25). Navedena aktivnost
izraZzena je pomocu vrijednosti ICso, to jest koncentracije koja smanjuje vijabilnost stanica za
50 %.
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AntiliSmenijanska aktivnost ~ 1Cso = 19,7 = 2,4 pg mL™
ICoo=35,8+4,4 pgmL?

Antimalarijska aktivnost

P. falciparum (D6) ICs0=1,317 £ 0,231 ug mL™?

P. falciparum (W2) ICs0=1,317 £ 0,231 ug mL™*

(‘J ,\Q_Q’CEMNDH
H

HDAC 1/2  ICso=4,1nM

HDAC 1/2 ICs=1,9nM

33

Slika 25. Strukturne formule molekula spojeva 31, 32 i 33 i odredene vrijednosti ICso!

Isto tako, modifikacijom polozaja C3' pripravljeni su konjugati azalida i kinolona (slika
26.).%6 Spojevi su pokazali smanjenu antibakterijsku aktivnost, ali izvrsnu antimalarijsku

aktivnost. Istu aktivnost imaju i azalidi s modificiranim polozajem C2' (slika 27.).
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Antimalarijska aktivnost

P. falciparum 3D7A? ICs0 =10 nM
S P. falciparum W2° ICs0=13nM
|

= "N
- |

Slika 26. Strukturna formula molekule spoja 34 i odredene vrijednosti I1Cso. (a - osjetljivi soj,

b - soj rezistentan na klorokin i pirimetamin)?

Antimalarijska aktivnost
’ P. falciparum 3D7A? ICso = 14 nM
'T'ﬂ\o/ P. falciparum W2° ICs0=9nM

35 N
Slika 27. Strukturna formula molekule spoja 35 i odredene vrijednosti ICso. (a - osjetljivi

soj, b - soj rezistentan na klorokin i pirimetamin)?

Uvodenjem supstituenata na polozaj C2' i C3' dobiveni su azalidi koji pokazuje iznimno

protuupalno djelovanje (slika 28.).%8

Ivana Mikulandra Doktorska disertacija



§ 2. Literaturni pregled 29

. N /\|_\.-"'" E
HO :
d f]-.,J JC',H D.ﬁj

HOw/"
Wk v -
| P e ) ‘N
— A o
o o, .. . NR R = alkil, benzil, naftil, 3-(dietilamino)propil
b ID’“
O OH
36 :

Slika 28. Strukturna formula molekule spoja 361

Nadalje, Yan i suradnici*® sintetizirali su 3-O-dekladinozil-2'-O-karbamoil derivate
azitromicina medu kojima se istaknuo spoj 37 (slika 29.) koji pokazuje 2 puta vecu aktivnost
na soj S. pneumoniae A22072 od azitromicina. Autori smatraju kako antibakterijskoj aktivnosti

tih derivata doprinosi interakcija dusika karbamoilne skupine (C2') s 23S rRNA ribosoma.

S. pneumoniae A22072 MIK =2 pg mL?

Slika 29. Strukturna formula molekule spoja 37 i odredena vrijednost MIK za bakterijski soj

S. pneumoniae!

Neki spojevi dobiveni zastitom hidroksilne skupine i modifikacijom dusika na desozaminu
pokazali su znatno smanjenu antibakterijsku aktivnost ili pak izostanak bilo kakve bioloske
aktivnosti.®® Isti rezultati dobiveni su i uklanjanjem desozamina, dok se zamjenom
modificiranog desozamina s mikaminozom povratila bioloSka aktivnost makrolida. Stoga je
zakljuceno da su OH-skupine aminosSecera vazne za interakciju makrolida s nukleotidima

ribosoma te da ¢e bilo kakva modifikacija tih skupina dovesti do izostanka antimikrobne

aktivnosti.®®
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Sugawara i suradnici®? istrazivali su derivate argifina i Getrnaesteroélanih makrolida.
Argifin je ciklicki peptid izoliran iz gljive Gliocladium sp. FTD-0668. Pokazano je da argifin
kao inhibitor enzima kitinaze ima potencijala za lijeCenje astme. No, novopripravljeni derivati
makrolida i argifina (slika 30.) pokazali su ¢ak 200 puta jacu inhibitornu aktivnost na enzim

kitinazu.

38

40

Slika 30. Strukturna formula molekule spojeva 38, 39 i 40!

2.2.2. Kemijska modifikacija aglikonskog prstena cetrnaesteroclanih i petnaesteroclanih
makrolida

Proucavanjem konformacije vezanog stanja eritromicina otkrivene su skupine aglikona koje
interagiraju s 23S rRNA, a to su 6-OH, 11-OH i 12-OH. Tijekom godina istrazivala se
antimikrobna aktivnost derivata makrolida s transformiranim poloZajima u aglikonskom
prstenu.?

Pretpostavlja se kako ketolidi posjeduju zadovoljavaju¢u bioloSku aktivnost zbog
suspstitucije hidroksilnih skupina na polozajima C6, C9, C11 i C12. Smatra se kako karbamatni,
eterski 1 oksimski mostovi omogucuju efektivnu penetraciju makrolida kroz stani¢ne membrane

bakterija, dobru bioraspoloZivost i ¢vrsto vezanje u aktivnom mjestu ribosoma.*
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Sugimoto i suradnici®® radili su na sintezi fluoroketolida s modificiranim polozajem C6.
Dobili su spojeve s pojatanom bioloskom aktivnosti na sojeve S. pneumoniae, S. pyogenes i H.

influenzae (slika 31.).

S. pneumoniae ATCC49619 MIK = 0,008 ug mL™*

S. pneumoniae 2102 MIK =0,03ug mL™*
S. pneumoniae 205° MIK = 0,008 pg mL*
S. pyogenes 1104° MIK = 0,06 pg mL*

H. influenzae ATCC43095 MIK =2 pgmL?

41

Slika 31. Strukturna formula molekule spoja 40 i odredene vrijednosti MIK za neke
bakterijske sojeve (a- rezistentni soj kodiran genima mef, b- rezistentni soj kodiran genima

erm)?

Skupina autora® pripravila je konjugate petnaestero¢lanih makrolida i kinolona.
Najaktivniji spoj 42 posjeduje biolosku aktivnost slicnu telitromicinu. IstraZivanja in vivo

pokazala su sporu apsorpciju spoja 42 i dobru bioraspolozivost (slika 32.).

S. aureus ? MIK = <0,125 ug mL™
N/~ S. aureus ® MIK = 0,25ug mL*?
7 Nz S. pneumoniae 2 MIK = <0,06 ug mL*
= S. pneumoniae © MIK = <0,125 ug mL
S. pneumoniae ¢ MIK = <0,125 pg mL™*
S. pyogenes @ MIK = <0,06 pg mL™*
S. pyogenes ¢ MIK =4 pg mL™?
S. pyogenes ¢ MIK =0,25ug mL*

H. influenzae ATCC43095 MIK =1 pg mL™

Slika 32. Strukturna formula molekule spoja 42 i odredene vrijednosti MIK za neke
bakterijske sojeve (a - eritromicin susceptibilni soj, b - inducibilno rezistentni soj (iMLS), ¢ —

konstitutivno rezistentni soj (cMLS), d — efluks rezistentni soj (M))*
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Ista skupina autora> istrazivala je ketolidne derivate homoeritromicina A sa supstituiranim
polozajem C6 (slika 33). Na vecinu rezistentnih Gram-pozitivnih bakterija aktivni su spojevi
43 i 44 te su se pokazali aktivnijma od telitromicina i cetromicina na H. influenzae i M.
catarrhalis.

S. aureus B0329? MIK =<0,125 pg mL™*
S. aureus B0538° MIK =0,25ug mL*

S. aureus B0330°¢ MIK =2 pg mL*

S. aureus B0331¢ MIK =0,25ug mL*

S. pneumoniae B05412 MIK = <0,125 pg mL™?
S. pneumoniae B0627 © MIK = <0,125 pg mL™*
S. pneumoniae B0326 ¢ MIK =<0,125 pg mL™*
S. pyogenes B0542* MIK =<0,125 pg mL™*
S. pyogenes B0543° MIK = <0,125 pg mL?
S. pyogenes B0544¢ MIK =2 pg mL™*

S. pyogenes B0545¢ MIK = 0,5ug mL™?
M.catarrhalis B0324 MIK = <0,125 pg mL™?
H. influenzae B0529 MIK =<0,125 pg mL™*
S. aureus B0329? MIK = <0,125 pg mL?
S. aureus B0538° MIK = 0,25ug mL*

S. aureus B0330° MIK = >64 ug mL

S. aureus B0331¢ MIK = 0,25ug mL™*

S. pneumoniae B05412 MIK =<0,125 pg mL™*
S. pneumoniae B0627 ¢ MIK =<0,125 pg mL™*
S. pneumoniae B0326 ¢ MIK = <0,125 pg mL*
S. pyogenes B0542? MIK = <0,125 pg mL?
S. pyogenes B0543° MIK =<0,125 pg mL™*
S. pyogenes B0544° MIK =1 pg mL?

S. pyogenes B0545¢ MIK = 0,5ug mL™*
M.catarrhalis B0324 MIK =<0,125 pg mL™*
H. influenzae B0529 MIK = 0.25 pg mL™*

Slika 33. Strukturne formule molekula spojeva 43 i 44 i odredene vrijednosti MIK za neke
bakterijske sojeve (a- soj osjetljiv na eritromicin, b - inducibilno rezistentni soj (iMLS), ¢ —
konstitutivno rezistentni soj (cMLS), d — efluks rezistentni soj (M))*

Iz eritromicina pripravljeni su spojevi 45 i 46 (slika 34.) koji su se unato¢ reduciranoj
antibakterijskoj aktivnosti pokazali djelotvornima na parazit T. gondii koji je uzroénik

toksoplazmoze.>®
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T.gondii  1Cs=5 +1 uM

T.gondii  1Cs=7 £1 uM

Slika 34. Strukturne formule molekula spojeva 45 i 46 i odredene vrijednosti 1Cso*

Istrazena je bioloSka aktivnost analoga makrolida s tioureido i1 ureido supstituentima na
polozaju N(9a).% Na slici 35. prikazani su spojevi s najve¢om antimalarijskom aktivnosti. Spoj
47 ujedno je pokazao visoku citotoksi¢nost na stanice hepatocelularnoga karcinoma (Hep-G2)

I stani¢nu liniju izoliranu iz pacijenta s akutnom monocitnom leukemijom (THP-1).
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Antimalarijska aktivnost
P. falciparum TM91C235 ICs0 = 24 nM

P. falciparum D6? ICs0 =71 nM
P. falciparum W2° ICs0 =30 nM
Citotoksicnost THP-1 ICs0=5 uM
Citotoksi¢nost Hep-G2 ICs0 =9 uM

Antimalarijska aktivnost

P. falciparum TM91C235 ICs0 = 116 nM
P. falciparum D6? I1Cs0 = 118 nM
P. falciparum W2° ICs0 =178 nM

Slika 35. Strukturne formule molekula spojeva 47 i 48 i odredene vrijednosti ICsp (a -

osjetljivi soj, b - soj rezistentan na klorokin).

Konjugat makrolida i klorokina 49 (slika 36.) pokazao je takoder antikancerogenu i visoku

antimalarijsku aktivnost te dobru bioraspolozivost.>’
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Antimalarijska aktivnost
P. falciparum TM91C235 ICs0 = 22 nM

Citotoksi¢nost Hep-G2 1C50 =30 uM

Slika 36. Strukturna formula molekule spoja 49 i odredena vrijednost ICso!

Uvodenjem triazolnog i indolnog prstena na polozaj N(9a) povecava se afinitet vezanja
makrolida za ribosom uspostavljanjem dodatnih interakcija = — . Spoj 50 (slika 37.) pokazao
je trostruko vecu aktivnost od azitromicina na ,,cell-free bakterijski soj E. coli. Zabiljezena je

i veca aktivnost spoja 51 na bakterijski soj S. aureus ATCC 29213.%8
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E. coli cell free
S. aureus ATCC 292132
S. aureus ATCC 29213

E. coli cell free

S. aureus ATCC 29213¢
S. aureus ATCC 29213°
E. coli ATCC 27856

ICs0=0,12 + 0,011 uM
MIK = 3,13 pyg mL*
MIK = 1,56 pg mL™

1Cs0 = 0,540 = 0,056 uM
MIK = 0,78 pg mL™
MIK = 0,078 pg mL™*
MIK =16 ug mL™

Slika 37. Strukturne formule molekula spojeva 50 i 51 te odredene vrijednosti MIK i ICsg (a —

bez serumskog indikatora, b — sa serumskim indikatorom)*

Za razliku od iscrpnog istraZivanja derivata makrolida s modificiranim poloZajem C6 1 C9,

svega nekoliko skupina autora radilo je na modifikaciji polozaja C10.

Najvise se istaknuo spoj 52 (slika 38.) Cija je aktivnost na rezistentne Gram-pozitivne

patogene S. pneumoniae i S. aureus bila znatno veca od bioaktivnosti koju pokazuje

klaritromicin.®®
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S. pneumoniae ATCC49619 MIK = <0,007 pg mL™*
S. pneumoniae BAA1402?2 MIK = <0,007 pg mL™*
S. pneumoniae 3914° MIK =2 pg mL*

S. aureus ATCC29213 MIK = 0,25 ug mL*

S. aureus BAA976? MIK = 0,5 pg mL™*

S. aureus BAA977° MIK =1 pg mL™?

Slika 38. Strukturna formula molekule spoja 52 i odredene vrijednosti MIK za neke
bakterijske sojeve (a — efluks rezistentni soj (M)), b - soj rezistentan na makrolide,

linkozamide i streptogramine (MLS))!

Ma i suradnici® radili su na supstituciji polozaja C11 u petnaestero¢lanim makrolidima.
Dobri rezultati dobiveni su za spoj 53 (slika 39.) ¢ije su vrijednosti MIK za navedene sojeve su

do 70 puta nize od vrijednosti MIK azitromicina i klaritromicina.

S. pneumoniae ATCC49619 MIK =<0,03 pg mL?
S. pneumoniae B1? MIK = 0,25 pg mL*
S. pneumoniae A22072° MIK = 0,06 ug mL™*

Slika 39. Strukturna formula molekule spoja 53 i odredene vrijednosti MIK za neke
bakterijske sojeve (a — rezistentni soj kodiran erm genima, b — rezistentni soj kodiran mef

genima)?

Uvodenjem prstena na polozaj C12 (slika 40.) povecala se aktivnost na soj S. aureus i H.

influenza u odnosu na eritromicin i klaritromicin.5!
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S. aureus 26001 MIK = 0,03 ug mL*
H. influenza 5096 MIK = 0,06 pg mL?

Slika 40. Strukturna formula molekule spoja 54 i odredene vrijednosti MIK za neke

bakterijske sojeve!

Po uzoru na strukturu solitromicina i telitromicina pripravljen je niz derivata makrolida s
transformiranim hidroksilnim skupinama na polozajima C11 i C12. Jedan od njih je derivat
telitromicina 55 s izmijenjenim polozajem C3 i C3' (slika 41.). Spoj 55 pokazao je dva do osam
puta vecu aktivnost na neke sojeve bakterija od telitromicina.

Za spojeve 56 i 57 zabiljezena je bioaktivnost sli¢na klaritromicinu izuzev aktivnosti na soj
S. pneumoniae ATCC 15531 koja je prili¢no visoka (MIK = 0,001 — 0,002 pg mL?). Takoder

se isti¢e aktivnost 55 i 56 na rezistentne sojeve S. pneumoniae (MIK = 0,5 — 1 pg mL™1).%?
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S. pneumoniae 6303 MIK =0,0015 pg ml
S. pneumoniae 49619 erm MIK = 0,008 pg mL
S. pneumoniae 994 mef MIK =0,125 ug mL
S. pyogenes 19615 MIK = 0,008 pg mL
H. influenzae 38 MIK = 0,125 pg mL-
Moraxela 8176 MIK = 0,125 pg mL-

56

Slika 41. Strukturne formule molekula spojeva 56 i 57 i odredene vrijednosti MIK za neke

bakterijske sojeve!

Ketolid 58 (slika 42.) pokazao je dva puta veéu djelotvornost od telitromicina protiv sojeva
navedenih na slici 43, dok je aktivnost na vankomicin rezistentni soj E. faecalis usporediva sa

aktivnosti telitromicina.®®
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Slika 42. Strukturna formula molekule spoja 58 i odredena vrijednost MIK za neke
bakterijske sojeve.!
Nadalje, medu pripravljenim derivatima istiCe se aktivnost spojeva 59 i 60 (slika 43.) na

sojeve naznacene na slici 44.%*

N-N S. aureus ATCC25923 MIK = <0,0625 pg mL™*
NZN% E. coli ATCC25922 MIK = 4 pg mL
| o
0 \
N~ b
?" e D
At :O\-' .-N/

oH !

59 Yy
o] N7

S. aureus ATCC6538 MIK = 0,063 pg mL*
S. epidermidis ATCC12228 MIK =<0,0625 pg mL~
1

Slika 43. Strukturne formule molekula spojeva 59 i 60 i odredene vrijednosti MIK za neke
bakterijske sojevel
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Pavlovié i suradnici® pripravili su ketolide s atipiénom modifikacijom polozaja C11 i C12.
Najbolji rezultati bioloskog testiranja, dva do cetiri puta veca aktivnost od aktivnosti

azitromicina i telitromicina zabiljezena je za spoj 61 (slika 44.).

NS/ \; S. aureus MIK = <0,125ug mL™*
J— S. aureus iMLS MIK = 0,125ug mL !
S. pyogenes iMLSg MIK = 0,25ug mL™*

S. pyogenes M MIK = 0,25ug mL™*

Slika 44. Strukturna formula molekule spoja 61 i odredena vrijednost MIK za neke

bakterijske sojeve!
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2.3. Dosadasnja istrazivanja interakcija makrolida i bioloSkih meta

Za razumijevanje cjelokupnog bioloskog profila i dizajn novih derivata makrolida potrebno
je istraziti interakcije makrolida s bioloskim metama.® Osim ribosoma, makrolidi intereagiraju
s bakterijskim membranama, zu¢nim Kkiselinama i nekim proteinima. Prilikom dizajna
potencijalnog lijeka treba voditi racuna o lipofilnosti i polarnosti spoja. Cilj je pripraviti lijek
zadovoljavajucih farmakokinetickih svojstava kao §to su apsorpcija, distribucija, metabolizam
1 izlu¢ivanje lijeka iz organizma. Stoga se tocnim odredivanjem mjesta vezanja i interakcija u
bioloskim kompleksima mogu poboljsati fizikalno — kemijska svojstva novog potencijalnog
lijeka.l?

Spektroskopija NMR brza je i pouzdana metoda za proucavanje interakcija makromolekula
i liganada.® Dosadasnja istrazivanja obuhvatila su intenzivno prou¢avanje interakcija i sklonosti
vezanja makrolida na ribosom®3%¢, 7uéne kiseline®’, albumin® te bioloske membrane®®. U tu
svrhu koristeno je vise tehnika NMR kako za kvalitativhu (metoda razlike prijenosa zasi¢enja,
engl. Saturation transfer difference, STD) tako i za kvantitativnhu analizu (titracijski,
relaksacijski, difuzijski eksperimenti itd.).56-69

Osim spektroskopije NMR, za proucavanje bioloskih kompleksa Cesto je primijenjena i
rendgenska strukturna analiza te molekulsko modeliranje. Za razliku od rendgenske strukturne
analize koja daje stati¢nu sliku, NMR pruZza uvid u dinamiku kompleksa bioloska molekula-
ligand. Eksperimentima NMR moguce je dobiti viSe informacija kao §to su mjesto i sklonost
vezanja liganda, konformacija kompleksa te lokalna pokretljivost kompleksa i slobodnih
liganada.> %172

Glavni nedostatak tehnike NMR je nemoguénost odredivanja strukture velikih bioloskih
molekula (> 70 kDa) kao §to su proteini i nukleinske kiseline, dok se kristalografijom mogu
dobiti precizne vrijednosti njihovih strukturnih parametara. Ipak, stati¢na struktura u ¢vrstom
stanju ne mora odgovarati konformaciji u otopini.®> Unato¢ tome, difrakcija rendgenskog
zracenja na monokristalu je uvelike pripomogla analizi strukture i funkcije ribosoma. Pomocu
kristalne strukture kompleksa makrolid - ribosom otkrivene su klju¢ne interakcije i mehanizmi
djelovanja makrolidal? o ¢emu je vise govora u poglavljima 2.1.2. i 2.3.1.

Opcenito, za karakterizaciju sustava receptor-ligand dodatno se koriste sljedece tehnike:
titracijska kalorimetrija, fluorescencijska spektroskopija, infracrvena spektroskopija, cirkularni
dikroizam, otisak stopa (engl. footprinting), otisak prsta (engl. toeprinting) itd.®
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2.3.1. Interakcije makrolid-ribosom

Primarna meta djelovanja makrolida jest ribosom. Makrolidi se vezu na 50S podjedinicu
bakterijskog ribosoma u blizini ili na centar peptidil-transferaze. Na taj nacin blokiraju izlazni
tunel za novosintetizirane bakterijske peptide i stericki ometaju njihovu sintezu. Svi makrolidi
sprjeCavaju sintezu peptida u ranoj fazi translacije, odnosno ometaju stvaranje prve, druge ili
tre¢e peptidne veze. Izmedu makrolida i ribosoma uspostavljaju se hidrofobne interakcije te
vodikove i kovalentne veze.!?

Prema literaturnim podatcima nacin vezanja makrolida za ribosom varira ovisno o strukturi
makrolida i prou¢avanom soju bakterije.! Primjerice, ovisno o prou¢avanom soju bakterije (H.
marismortui, D. radiodurans, E. coli) opaZene su razlike u orijentaciji aglikonskog prstena i
uspostavljanju interakcija n-n izmedu telitromicina i nukleobaza ribosoma. Nadalje, male
razlike uocene su kod vezanja Cetrnaestero¢lanih, petnaesteroclanih i Sesnaesterolanih
makrolida ovisno o prisutnim kemijskim skupinama, veli¢ini aglikonskog prstena i duljini
saharidnih jedinica. Primjerice, spiramicin se veze na nacin da se uspostavlja kovalentna veza
izmedu aldehidne skupine antibiotika i amino-skupine nukleobaze ribosoma, dok nepostojanje
aldehidne skupine kod azitromicina utjeCe na neSto drugacije pozicioniranje unutar
ribosomskog tunela. Ipak, svim makrolidima zajednicki je nacin vezanja aminoSeéerne jedinice
koja igru kljuénu ulogu u vezanju makrolida na ribosom. 13

Tijekom godina istrazivanja kompleksa makrolid-ribosom dvije naj¢esée koriStene
komplementarne metode su spektroskopija NMR i difrakcija rendgenskog zraCenja na
monokristalu.?

Pomoc¢u difrakcije rendgenskog zracenja na monokristalu odredena je konformacija i
epitopi vezanja nekoliko makrolida (eritromicin, azitromicin, telitromicin, metimicin,
pikromicin) za razli¢ite sojeve bakterija (H. marismortui, D. radiodurans, T. thermophilus, E.
coli).”7® Proces kristalizacije kompleksa makrolid-ribosom nije jednostavan, stoga difrakcijom
rendgenskog zraCenja na monokristalu nije bilo moguce istraziti komplekse makrolida 1 klini¢ki
relevantnih bakterija.®

Kao §to je ve¢ spomenuto na primjeru telitromicina, uo¢ene su razlike u vezanju makrolida

ovisno o prouc¢avanom soju (slika 45.).”
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Slika 45. Interakcije telitromicina i 23 rRNA iz ribosoma E. coli (sivo obojeno) te
konformacije telitromicina u veznom mjestu: E. coli (rozo obojeno), D. radiodurans (tirkizno

obojeno) i H. marismortui (zuto obojeno)’”

Pretpostavlja se da se razlike mogu prije pripisati razli¢itim postupcima kristalizacije sustava i
interpretaciji rezultata, nego specifiénosti bakterijskog soja.”’

Proucavanjem strukturnih modela okarakterizirane su razli¢ite konformacije makrolida.
Pokazano je da 14-¢lani makrolidi u vezanom stanju zauzimaju izvrnutu konformaciju, dok 15-
¢lani makrolidi zauzimaju konformaciju 3-endo-folded-out. Polarne skupine makrolaktonskog
prstena usmjerene su prema lumenu ribosomskog tunela, dok je hidrofobni dio
makrolaktonskog prstena usmjeren prema zidu tunela. Na slici 46. prikazane su kristalne
strukture molekula eritromicina i azitromicina u vezanom stanju. Naznacene su udaljenosti C4-
Cl1 i C3-Cll. Udaljenost izmedu atoma C4-C11 je krata §to upucuje na izvrnutu
konformaciju.’+"®
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Slika 46. Kristalne strukture (a) eritromicina’ i (b) azitromicina’ u veznom mjestu 50S

podjedinice ribosoma izoliranog iz bakterije H. marismortui®®

lako je difrakcija rendgenskog zracenja na monokristalu pripomogla analizi sustava makrolid-
ribosom, istraZivanja su pokazala da je vazno koristiti 1 druge metode prilikom odredivanja
odnosa strukture 1 aktivnosti makrolida. Prvi razlog je nemoguénost kokristalizacije klinickih
relevantnih bakterija, a drugi razlog je provjeravanje vjerodostojnosti rezultata. Treba istraziti
zaSto su dobiveni razli¢iti modeli vezanja za razli¢ite bakterije.

Metode NMR temeljene na prijenosu magnetizacije kao §to su STD i trNOESY intenzivno
su se koristile za proucavanje sustava makrolid-ribosom.3®® Vazno je napomenuti da je
navedene eksperimente NMR moguce uspjesno provesti samo u slucaju brze izmjene liganda
izmedu slobodnog i vezanog stanja,’* odnosno, metoda je ograni¢ena na sustave sa slabim i
umjerenim vezanjem (Kq > 107° mol L™). Kao $to je ve¢ opisano u poglavlju 2.1.2., prvi korak
vezanja makrolida uklju¢uje slabo vezanje, a drugi korak jako vezanje.®

Tehnika razlike prijenosa zasi¢enja (STD) korisna je tehnika za detekciju kemijskih skupina
liganda koje sudjeluju u vezanju za receptor, to jest za mapiranje epitopa. Tehnika se temelji na
snimanju referentnog spektra (engl. off resonance) tijekom kojeg ne dolazi do pobude receptora,

i spektra zasicenja (engl. on resonance) tijekom kojeg dolazi do selektivne pobude receptora i
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prijenosa magnetizacije na ligand. Spektar razlike STD nastaje oduzimanjem referentnog
spektra i spektra zasi¢enja te sadrzi samo signale protona liganda koji su primili magnetizaciju
s receptora (slika 47.). Mjerenjem intenziteta signala moze se otkriti koji protoni su najblizi
receptoru, a koji su najudaljeniji. Najintenzivniji signal imat ¢e protoni koji su u bliskom

kontaktu s receptorom.’*"8

b
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Slika 47. Spektri 'H NMR oleandomicina i ribosoma E. coli: a) spektar zasi¢enja (8 ppm),
b) referentni spektar (50 ppm) i c) spektar razlike STD, snimljeni u tris-di1 puferu pri 298 K!

Proucavanjem vezanja 6-O-metil homoeritormicina za ribosom pretpostavljeno je kako se u
vezanom stanju prvo uspostavljaju hidrofobne interakcije u kojima sudjeluju Secer kladinoza te
metilne i metilenske skupine laktonskog prstena.'® Prepoznavanjem aktivnog mjesta optimalno
se pozicionira Sec¢er desozamin 1 dolazi do ¢vrS¢eg vezanja makrolida stvaranjem vodikovih
veza izmedu skupina 2'-OH i 3'-NMe; i ribosoma. Provedbom eksperimenata STD NMR
dokazano je kako iste skupine sudjeluju i u vezanju azitromicina na ribosom. Usporedba
pojacanja signala u spektru STD NMR i udaljenosti atoma dobivenih difrakcijom rendgenskog

zracenja na monokristalu prikazana je na slici 48.
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Slika 48. Pojacanje signala STD i udaljenosti atoma azitromicina u kompleksu s

ribosomom?

Opazeno je najvece pojacanje signala STD (50—100 %) za atome molekule azitromicina koji su
najblize ribosomu (3,0-3,3 A), dok je pojadanje signala za udaljenije atome postupno opadalo.®

Tehnika water-LOGSY (engl. Ligand Observed via Gradient SpectroscopY) zasniva se ha
sli¢nom principu kao 1 STD. Temelji se na pobudi protona vode i prijenosu magnetizacije
izmedu molekula vode, proteina i liganda putem efekta NOE i kemijske izmjene. Metoda je
primjenjiva na sustave velike molekulske mase i omoguéava kvalitativnu i kvantitativnu analizu
vezanja. NajceSce se koristi za probir vezucih liganada ¢ija je konstanta vezanja Kp reda
veli¢éine uM-mM. Ovom tehnikom mogu se odrediti vrijednosti Kp pomoc¢u eksperimenta
titracije liganada. Nadalje, tehnika se moze primijeniti za mapiranje epitopa odnosno
odredivanje orijentacije liganda tijekom vezanja.’®%

Tehnikom trNOESY moze se saznati dolazi li do vezanja makrolida na ribosom te se moze
prouciti konformacija molekule makrolida u vezanom stanju. Tehnika se temelji na efektu
NOE, kriznoj relaksaciji dipolno spregnutih spinova. Dipolno sprezanje spinova ukljucuje
spregu preko prostora te se interpretacijom spektra dobiva informacija o sprezi spinova ¢ija je
udaljenost manja od 5 A. Osim o udaljenosti spinova, ja¢ina efekta NOE ovisi o korelacijskom
vremenu molekule koje pak ovisi o veli¢ini molekule i1 viskoznosti otapala. Ukoliko imamo

male molekule (M < 500 Da) vrijednost NOE bit ¢e pozitivna, dok u slu¢aju molekula srednje
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veli¢ine (M ~ 500-1000 Da) vrijednost NOE bit ¢e mala ili jednaka nuli. Za velike molekule
NOE poprima negativnu vrijednost.2! Spektar NOESY azitromicina prije i nakon dodatka

ribosoma prikazan je na slici 49.
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Slika 49. Spektri a) NOESY azitromicina prije i b) tr-NOESY azitromicina nakon dodatka

ribosoma E. coli®!

Prije dodatka ribosoma veéina izvandijagonalnih signala azitromicina (Mw = 748.996 gmol )
izostaje, dok nakon dodatka ribosoma azitromicin poprima svojstvo velike molekule i time
dolazi do pojave signala u spektru.

Konformacije molekula eritromicina A, Klaritromicina, azitromicina 1 njihovih
dekladinozil-derivata u vezanom stanju istrazene su asignacijom spektara tr-NOESY i uz
pomoé¢ molekulskog modeliranja.®2 Dobiveni rezultati ukazali su da ovi spojevi zauzimaju
izvrnutu konformaciju. Unatoc¢ strukturnoj sli¢nosti dvaju makrolida, konformacija molekule
klaritromicina u vezanom stanju pokazala se rigidnijom od konformacije molekule
azitromicina. S obzirom na ¢injenicu kako je azitromicin jedan od najdjelotvornijh makrolidnih
antibiotika, autori smatraju kako razlike u konformacijskoj fleksibilnosti makrolida mogu biti
povezane s njihovim povecanjem ili smanjenjem bioloske aktivnosti.

Objedinjujuci rezultate dobivene difrakcijom rendgenskog zraenja na monokristalu,
spektroskopijom NMR i molekulskim modeliranjem zakljuceno je kako su konformacije
molekula cetrnaesteroclanih i petnaesteroclanih makrolida u vezanom stanju slicne

konformacijama u slobodnom stanju.10:1>16
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Krioelektronska mikroskopija takoder je koriStena za karakterizaciju sustava makrolid-
ribosom. Navedenom metodom pokusao se odrediti odnos strukture i aktivnosti diritromicina
budu¢i da taj antibiotik pokazuje vecu aktivnost od svog prekursora, eritormicina. Proucene su
specifi¢ne interakcije diritromicina u kompleksu s ribosomom E. coli.®® Ujedno se pokusavao
objasniti mehanizam resistencije soja S. aureus na eritromicin. Pokazano je da unosom
eritromicina u bakteriju dolazi do strukturne promjene ribosoma, medutim ta promjena
znacajno ne utjeCe na vezanje eritromicina. Ustanovljeno je da eritromicin u kompleksu s
ribosomom S. aureus zauzima izvrnutu konformaciju, $to je u skladu s rezultatima dobivenim
difrakcijom rendgenskog zraCenja na monokristalu. Ipak, uocene su male razlike
usporedivanjem vezanja eritromicina na podjedinicu 50S i na cijeli ribosom. Razlike u vezanju
ukazuju da konformacijska fleksibilnost eritromicina ovisi o ostvarenim specificnim
interakcijama s okolinom. &

lako prethodno opisane metode (difrakcija rendgenskog zra¢enja na monokristalu,
spektroskopija NMR, krioelektronska mikroskopija) pruzaju pregrst informacija o vezanju
makrolida, mana njihove primjene je S§to interpretacija rezultata zahtijeva dosta vremena.
Potrebno je potpuno strukturno okarakterizirati ligande, receptore te kompleks.

Metode koje pruzaju brzi uvid u vezanje makrolida su: otisak stopa (engl. footprinting),
otisak prsta (engl. toeprinting) i fluorescencijska spektroskopija.®® Prednost ovih metoda je $to
se na brz nac¢in moZe potvrditi vezanje makrolida, identificirati aktivho mjesto makrolida te
procijeniti kako formiranje kompleksa utjece na strukturu i funkciju biomolekule. Nedostatak
navedenih metoda je zahtjevna priprema uzorka. Primjerice, priprava uzorka za
fluorescencijsku spektroskopiju ukljuéuje selektivno oznadavanje ribosoma® ili antibiotika s
fluoroforom. Vazno je napomenuti da derivatizacija analita moze promijeniti njegovu aktivnost
1 kinetiku vezanja. Za izvodenje eksperimenta najpogodniji su manji i neutralni fluorescirajuci
supstituenti (npr. BODIPY, NBD) jer veliki (npr. rodamin, fluorescein) i negativno nabijeni
(npr. Alexa fluor 488) supstituenti smanjuju afinitet vezanja.®

Tereshchenkov i suradnici® pripravili su seriju fluorescirajuéih derivata makrolida te su
istrazili nastajanje kompleksa makrolid-ribosom pracenjem intenziteta signala fluorescentne
polarizacije. Odredili su konstantu disocijacije kompleksa i procijenili afinitet vezanja novih
derivata makrolida. Prednost fluorescentne polarizacije je visoka osjetljivost. Intenzitet signala
ovisi 0 masi fluoresciraju¢e molekule, odnosno o brzini rotacije molekule. Za razliku od male

molekule, kompleks ribosoma i fluoresciraju¢eg liganda posjeduju malu brzinu rotacije sto
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rezultira promjenom intenziteta emitirane polarizirane svjetlosti. Nedostatci metode su
interferencijski faktori poput rasprSenja svjetlosti, gasenje fluorescencije, autofluorescencija
itd. Nadalje, istrazivanje Vvezanja antibiotika na ribosom moguée je provodenjem
kompeticijskih eksperimenata s fluoresciraju¢im ligandom. Prati se promjena intenziteta
fluorescencije kompleksa zamjenom fluorescirajuéeg liganda s antibiotikom.®’

Pomocu spektroskopske metode cirkularnog dikroizma istrazivan je utjecaj zagrijavanja i
metalnih iona na strukturu ribosoma i RNA te su prouc¢avane interakcije s nekim antibioticima.
Cirkularni dikroizam se pokazao kao prikladna metoda za proucavanje konformacijskih
promjena RNA uslijed vezanja antibiotika te za odredivanje konstante disocijacije.%-%

Racunalne simulacije igraju vaznu ulogu u procesu dizajna lijeka, stoga se koriste u
kombinaciji s ekperimentalnim tehnikama. Molekulskim modeliranjem moguce je procijeniti
mehanizme i dinamiku vezanja makrolida, te interakcije u sustavu makrolid-ribosom. Takoder

je moguce procijeniti fizikalno-kemijska svojstva odgovorna za bioaktivnost makrolida.®2-%
2.3.2. Interakcije makrolid-bioloska membrana

Kosol i suradnici®® istrazili su vezanje makrolidnih antibiotika na bioloske membrane pomoéu
difuzijskih eksperimenata NMR i tehnikom pojacanja signala paramagnetskom relaksacijom
(engl. Paramagnetic relaxation enhancements, PRE). Za proucavanje interakcija koristili su
micele deuteriranog dodecilfosfokolina (engl. dodecylphosphocholine, DPC) i deuteriranog
natrijeva dodecil-sulfata (engl. sodium dodecylsulphate, SDS) kao mimetike bioloske
membrane.

Difuzijskim eksperimentima NMR moguce je pratiti vezanje liganda za makromolekulu, Sto
se ocituje u smanjenju vrijednosti difuzijskih koeficijenata (D). Difuzijski koeficijent opisuje
translacijsku difuziju molekule i ovisi o hidrodinami¢kom radijusu molekule. Sto je molekula
veca, vrijednost D bit ¢e manja i obrnuto.’*

Mjerenjem difuzijskih koeficijenata slobodnih makrolida i makrolida u prisutnosti micela
ustanovljeno je kako se makrolidi vezu na mimetike membrane (slika 50.). Istrazeno je vezanje
bioloski aktivnih (azitromicin, klaritromicin, eritromicin) i neaktivnih (aglikon azitromicina,

azahomoeritromicin, dekladinozilazitromicin) makrolida sliénih strukturnih karakteristika.®®
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Slika 50. Difuzijski koeficijenti slobodnih makrolida (crno) i makrolida u prisutnosti DPC
(bijelo) i SDS (sivo)®°®

Usporedbom vrijednosti D kompleksa makrolida-DPC i kompleksa makrolida-SDS
opazeno je kako se makrolid jace veze za negativno nabijeni SDS. Taj podatak ukazuje na
kljuénu ulogu pozitivno nabijene amino skupine desozamina za stvaranje kompleksa makrolid-
micela.

Pomoc¢u tehnike pojacanja signala paramagnetskom relaksacijom autori su odredili
orijentaciju makrolida u kompleksu, to jest na¢in vezanja makrolida za micele. Eksperiment je
proveden titriranjem otopine kompleksa makrolid-DPC s inertnim paramagnetskim reagensom
Gd(DTPA-BMA). Dodatkom paramagnetskog reagensa dobiva se tzv. ,paramagnetsko
otapalo®. Brzina relaksacije za pojedine jezgre makrolida ovisit ¢e o udaljenosti atoma od
otapala. Iz ovisnosti brzine longitudinalne relaksacije o koncentraciji paramagnetnog reagensa
dobiju se vrijednosti PRE pomoc¢u kojih se mogu odrediti lokanti makrolida koji su prostorno

najbliZi i najudaljeniji od micele (slika 51.).%°
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Slika 51. Vrijednosti PRE nekih makrolida®

Visoke vrijednosti PRE ukazuju na lokante koji su najblizi povrSini micele, dok nize
vrijednosti ukazuju na lokante makrolida najudaljenije od povrsine micele. Dobiveni rezultati
upuéuju na ostvarivanje elektrostatskih interakcija amino-skupine desozamina i negativno
nabijene fosfatne skupine micela. Na slici 51. crvenom su bojom oznaceni dijelovi makrolida
za koje se pretpostavlja da ostvaruju nablizi kontakt s micelama.

Osim sklonosti 1 nacina vezanja makrolida za membrane, Kosol 1 suradnici istrazili su
mehanizam fosfolipidoze, nuspojave koju induciraju makrolidi. Naime, unosom vece koli¢ine
makrolida u organizam blokira se djelovanje fosfolipaze Al, enzima odgovornog za razgradnju
lipida Sto dovodi do nekontroliranog nakupljanja fosfolipida u stanicama.

Kako bi se istrazila uloga makrolida u procesu fosfolipidoze, snimljeni su i usporedeni
spektri *H NMR smjese fosfolipaze Al i fosfatidilserina, prije i nakon dodatka azitromicina
(slika 52.).
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Slika 52. Jednodimenzijski spektri *H NMR: a) fosfatidilserina (PS) i fosfolipaze (PL), b)

azitromicina bez i u prisutnosti fosfatidilserina (PS) i fosfolipaze (PL)®

Na slici 52. a) vidljivo je kako enzim fosfolipaza A1l razgraduje lipide tek nakon nekog
vremena §to se o€ituje u promjeni izgleda signala u spektru (uzi, o$triji signali). Na slici 52. b)
usporedbom spektara *H azitromicina prije i nakon dodatka micela uo¢ava se $irenje linija u
spektru Sto ukazuje na nastanak kompleksa azitromicin-micela, dok se dodatkom enzima u
otopinu azitromicina i lipida ne uo¢avaju promjene u spektru. Kao §to je i o¢ekivano, iz spektara
je vidljivo kako u prisutnosti azitromicina u otopini enzima i lipida ne dolazi do razgradnje
lipida ¢ak niti nakon nekog vremena.

Na temelju dobivenih rezultata zakljuc¢eno je da fosfolipidoza nije uzrok izravne inhibicije
enzima fosfolipaze A1 ve¢ makrolidi vezanjem na povrSinu membrana steri¢ki sprjecavaju

vezanje enzima, a time i razgradnju lipida (slika 53.).%°
fosfolipaza A1

> | ¥

© membrana makrolidi

64 CLELLLLL SELALELL LLL\ )
. g 8 EEEEEVESSEEES
Vi radd 3 ot
il i i
Si-; :
| A
I [

Slika 53. Pretpostavljeni mehanizam zastitne uloge makrolida na lipidne membrane, t;.

uzroka fosfolipidoze®®
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Yuan i suradnici® proucavali su interakcije makrolida azalomicina s membranama pomoéu
spektroskopije 3P NMR. Snimali su spektre modela membrana te su promatrali kemijske
pomake fosfora prije i nakon dodatka makrolida.

Ciesielski i suradnici® opisali su primjenu spektroskopije NMR u &vrstom stanju 13C MAS
(engl. magic angle spinning) za proucavanje interakcija makrolida amfotericina B i natamicina

s modelima membrana.

2.3.3. Interakcije makrolid-Zucna kiselina

Oko 60 — 70 % makrolidnih antibiotika izlu¢uje se iz organizma putem 7uéi.%” Neka istrazivanja
su pokazala povezanost ¢este upotrebe makrolidnih antibiotika sa pojavom nekoliko bolesti
7uénog sustava.®® Nadalje, dokazan je utjecaj makrolida na izlu¢ivanje drugih lijekova putem
7uei. %

Kako bi se objasnio mehanizam utjecaja makrolida na zué¢ni sustav, Glanzer i suradnici®’
istrazili su interakcije unutar kompleksa makrolid-zuc¢na kiselina pomocu spektroskopije NMR.
U tu svrhu Kkoristili su relaksacijske, titracijske i difuzijske eksperimente NMR.

Titracijskim eksperimentima NMR dokazano je vezanje makrolidnih antibiotika na micele

zu¢nih kiselina. Vezanje se o€ituje u promjenama kemijskih pomaka i Sirenju signala u spektru

'H NMR makrolida (slika 54.).
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Slika 54. Jednodimenzijski spektar *H NMR: a) otopine azitromicina i zuéne kiseline (A —
signali azitromicina , B — signali Zu¢ne kiseline, Glu — signali glukoze), b) uvecani dio spektra
otopine azitromicina i zucne kiseline (crveno) i slobodnog azitromicina (plavo), c¢) uvecani

dio spektra aglikona azitromicina u odsutnosti (plavo) i u prisutnosti zu¢ne kiseline (crveno)®’

Difuzijskim eksperimentima NMR dobivene su informacije o jakosti vezanja razli¢itih
makrolida na micele Zzu¢nih kiselina. Usporedbom vrijednosti difuzijskih koeficijenata
slobodnih makrolida i makrolida u prisutnosti micela potvrdeno je stvaranje kompleksa
makrolid-zu¢na kiselina. Kvantitativna informacija o jakosti vezanja makrolida i micela
izrazena je particijskim koeficijentom (Kp), to jest omjerom vezanih liganada (Ap) i slobodnih
liganada u otopini (Af). Za izratun Kp, jednadzba (1), potrebno je izmjeriti vrijednosti
difuzijskih koeficijenata: slobodnih makrolida (Ds), micela zu¢ne kiseline (Dmic) i kompleksa

makrolid-micela (De).

= 2 (1)
Diic—De Af

KP ==

Na slici 55. prikazana je vrijednost K, za bioloski aktivne (azitromicin, klaritromicin,
eritromicin) i neaktivne (aglikon azitromicina, azahomoeritromicin, dekladinozilazitromicin)
makrolide. Sli¢ne vrijednosti Kp dobivene su za sve istraZzene zZucne kiseline (natrijev kolat,

natrijev deoksikolat i natrijev taurokolat).’
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Slika 55. Particijski koeficijent (Kp) makrolida u prisutnosti zu¢nih kiselina: natrijev kolat

(crno), natrijev deoksikolat (tamno sivo) i natrijev taurokolat (svijetlo sivo)®’

Najveca vrijednost Kp izracunata je za azitromicin i klaritromicin, najhidrofobnije proucavane
makrolide.

Pomoc¢u eksperimenata temeljenih na paramagnetskoj relaksaciji (PRE) istrazen je nacin
vezanja i pozicioniranje makrolida u kompleksu makrolid-zucna kiselina. Dobivene su sli¢ne
vrijednosti PRE za sve atome makrolidnih antibiotika 1 zuc¢nih kiselina $to upucuje na

nepostojanje preferirane orijentacije makrolida u kompleksu (slika 56).”

Ivana Mikulandra Doktorska disertacija



§ 2. Literaturni pregled 57

1.08/1.24 H 11w
0.92

Slika 56. Vrijednosti PRE [ MM s] kolata i azitromicina®’

2.3.4. Interakcije makrolid-albumin

Visoka bioraspolozivost je bitno fizikalno-kemijsko svojstvo lijeka. Buduci da bioraspoloZivost
ovisi o vezanju makrolida za plazma proteine, ona se moZe procijeniti istraZivanjem interakcija
u kompleksu makrolid-albumin. Albumini spadaju u skupinu plazma proteina koji reverzibilno
intereagiraju s lijekovima i tako utje¢u na bioraspolozivost.%

Autori su proucavali interakcije makrolida s albuminom iz govedeg seruma (engl. bovine
serum albumin, BSA) pomoc¢u tehnike STD NMR. Odredili su epitope vezanja azitromicina,
oleandomicina i telitromicina. Ustanovljeno je kako azitromicin i oleandomicin imaju sli¢ne
epitope. Protoni desozamina u bliskom su kontaktu s albuminom. Za telitromicin uocen je
drugaciji na¢in vezanja. Za razliku od azitromicina i oleandomicina, desozaminski protoni

telitromicina nesto su udaljniji od albumina. Drugaciji nacin vezanja pripisuje se strukturnoj

razlici makrolida.®®
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§ 3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Materijali i metode

Sve koristene kemikalije i otapala su analiticke Cistoce.

Tijek reakcija pracen je tankoslojnom kromatografijom (TLC) na plo¢icama silikagela

Macherey-Nagel (SIL G-25 / UVa2s4 + UV3g6) Uz Sustave otapala:

diklormetan : metanol : amonijak (25 %) =90:9:15

diklormetan : metanol : amonijak (25 %) =90:9:0,5

heksan : etil-acetat: dietil-amin =50 : 50 : 20
Reaktanti i produkti na TLC plo¢icama vizualizirani su pomoc¢u UV svjetla i prskanjem plocica
s 10 % -tnom otopinom sumporne kiseline u etanolu.

Prisutnost spojeva u reakcijskoj smjesi potvrdena je spektrometrijom masa, a udio spojeva
u reakcijskoj smjesi odreden je tekuc¢inskom kromatografijom visoke djelotvornosti (engl. High
performance liquid chromatography, HPLC).

Spojevi su proc¢is¢eni pomocu kromatografije na stupcu, flash kromatografije,
semipreparativne i preparativne tekucinske kromatografije visoke djelotvornosti te spregnutog
sustava tekuc¢inska kromatografija visoke djelotvornosti-ekstrakcija na ¢vrstoj fazi (HPLC-
SPE). Za svaku klasu spojeva odabrani su optimalni uvjeti kromatografskog razdvajanja.
Variran je sastav pokretne faze, duljina i sastav punila kolone, nacin eluiranja te protok pokretne
faze.

Kao nepokretna faza u kromatografiji na stupcu koristen je silikagel, a kao pokretna faza
diklormetan i smjesa otapala diklormetan : metanol : amonijak, 25 % =90: 15 : 1,5. Provedeno
je gradijentno eluiranje koje je zapoceto s Cistim diklormetanom. Zatim se postupno smanjivao
volumni udio diklormetana za 10 %, a povecao se udio smjese otapala za 10 %. Sakupljane su
frakcije volumena 15 mL. Eluat se analizirao tankoslojnom kromatografijom.

Flash kromatografija provedena je na instrumentu Combi Flash Nextgen 300+. Kao
nepokretna faza koristen je silikagel (kolona Silica 12 g), a kao pokretna faza:

diklormetan i smjesa otapala diklormetan : metanol : amonijak, 25% =90:9:0,5

diklormetan i smjesa otapala diklormetan : metanol : amonijak, 25 % =90:18:0,5
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Gradijentno eluiranje zapoceto je sa sastavom pokretne faze od 100 % diklormetana, nakon
¢ega se volumni udio diklormetana postupno smanjivao za 10 %, a udio smjese otapala DCM
: MeOH : NHs poveéavao za 10 %. Protok pokretne faze iznosio je 20 mL min* te su sakupljane
frakcije od 5 mL koje su se potom analizirale tankoslojnom kromatografijom.
Semipreparativna i preparativna tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti provedena
je na instrumentu Agilent 1260 Infinity Il opremljenim s UV detektorom s nizom fotodioda
(DAD). Za analizu su pripremljeni uzorci makrozona u dimetil-sulfoksidu masene
koncentracije 30 mg mL™. Kao pokretna faza koristena je smjesa otapala acetonitril i 0,1 %-
tna mravlja kiselina, a kao nepokretna faza koristene su kolone C18 Zorbax dimenzija 250 mm
x 9,6 mmi 150 mm x 21,2 mm, promjera Cestica punila 5 pm. Volumen injektiranja iznosio je
600 pL. Provedeno je gradijentno eluiranje (tablica 1.) uz protok od 30 mL min™?. Valna duljina

detekcije bila je u rasponu od 210 do 360 nm.

Tablica 1. Sastav pokretne faze za procisavanje makrozona semipreparativnom i

preparativnom HPLC kromatografijom

Mobilna faza
t/ min acetonitril mravlja Kiselina (0,1 %)
0,80 15 85
5,00 40 60
5,90 100 0
5,95 100 0
5,96 15 85

Proc¢is¢avanje spojeva spregnutim sustavom tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti-
ekstrakcija na ¢vrstoj fazi (HPLC-SPE) provedena je na tekuéinskom kromatografu Agilent
1260 Infinity opremljenim s detektorom DAD i instrumentu Prospekt 2 (Spark Holland).
Koristena je kromatografska kolona Waters XBridge Phenyl dimenzija 150 mm x 4,6 mm i
promjera Cestica punila 3,5 um, te pokretna faza acetonitril i amonija¢ni pufer (NH3/NH4HCO3)
vrijednosti pH 10. Za analizu pripremljeni su uzorci makrozona u acetonitrilu masene
koncentracije 5 mg mL1. Volumen injektiranja bio je 15 pL. Protok pokretne faze iznosio je 1
mL min~! uz gradijentno eluiranje (tablica 2.). Dodatni protok pufera (tzv. make-up protok)
iznosio je 1,5 mL min~t. Nakon izolacije spojeva na kolonama C18 SPE dimenzija 10 mm x 2
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mm, provedeno je njihovo susenje u struji dusika te su spojevi eluirani deuteriranim

acetonitrilom u cjev¢ice NMR.

Tablica 2. Sastav pokretne faze za proc¢is¢avanje makrozona sustavom HPLC-SPE

Mobilna faza
t/ min acetonitril pufer pH 10 (NHs/NHsHCO3)
0 50 50
20 68 32
21 100 0
30 100 0
30,1 50 50

Cisto¢a spojeva takoder je odredena tekuéinskom kromatografijom visoke djelotvornosti.
Pripravljeni prociSceni spojevi okarakterizirani su spektroskopijom NMR i spektrometrijom
masa.

Spektri NMR u otopini snimani su na spektrometrima NMR Bruker Neo 600 MHz i Bruker
Avance IIl HD 400 MHz opremljenima s 5 mm inverznom probom BBI sa z-gradijentnom
zavojnicom i 5 mm direkthom BBO krio-probom Prodigy sa z-gradijentnom zavojnicom.
Mjerenja su izvedena pri sobnoj temperaturi u cjevéicama promjera 5 mm i 3 mm. Kao otapala
koriSteni su deuterirani kloroform-dz, dimetil sulfoksid-ds, acetonitril-ds, voda-d> i tris-d.1 pufer
(c =1 mol dm™3, pH = 7,4) uz tetrametil silan kao unutarnji standard. Za svaki spoj optimirani
su parametri bitni za uspjesno izvodenje eksperimenta.

Za odredivanje strukture koristene su jedno- i dvodimenzijske tennike NMR: H, DEPTQ
(engl. Distortionless Enhancement by Polarisation Transfer), COSY (engl. Correlation
Spectroscopy), HSQC (engl. Heteronuclear Single Quantum Coherence) i HMBC (engl.
Heteronuclear Multiple Bond Correlation). Spektri *H NMR snimani su uz spektralnu §irinu
od 9kHz, broj pulseva od 16 do 128 i digitalno razlucivanje od 0,18 Hz do 0,36 Hz po toc¢ki. Za
DEPTQ spektre koriStena je spektralna Sirina 35 kHz, digitalno razluc¢ivanje 0,67 Hz po tocki
te je broj pulseva iznosio 3072.

Eksperimenti COSY snimani su uz sljedeée uvjete: spektralna Sirina 5,6 kHz, broj pulseva

3-5, digitalno razlucivanje 5,46 Hz po to¢ki u dimenziji f2, odnosno 43,7 Hz po tocki u dimenziji
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f1. Za snimanje spektara COSY su primijenjene 2048 tocke u dimenziji f te 512 inkremenata u
u dimenziji f1.

Za spektre HSQC i HMBC kori$tena je spektralna Sirina od 6 kHz do 9,6 kHz u dimenziji
f2 1 27,1 kHz u dimenziji f;. Digitalno razluc¢ivanje iznosilo je od 2,93 do 4,69 Hz po to¢ki u
dimenziji f2, odnosno od 172,94 do 212,3 Hz po tocki u dimenziji fi. Primijenjeno je 4096
toc¢aka u dimenziji fo te 256 inkremenata u dimenziji f1. Broj pulseva za spektre HSQC bio je u
rasponu od 40 do 64, odnosno za spektre HMBC od 70 do 160.

Konformacija molekule spojeva u slobodnom stanju odredena je pomocu tehnika NOESY
I ROESY. Spektri NOESY snimani su s 50 pulseva i spektralnom $irinom 6 kHz, relaksacijskim
vremenom odgode 2 s i vremenom mijeSanja 400 ms. KoriSteno je 2048 tocaka u dimenziji f2,
odnosno 1024 inkremenata u f1 te digitalno razlu¢ivanje 9,39 Hz po toc¢ki u dimenziji f2,
odnosno 18,7 Hz po tocki u dimenziji f1.

Spektri ROESY snimljeni su primjenom 80 pulseva, spektralne Sirine od 3,2 kHz i
digitalnog razlu¢ivanja od 3,1 Hz po to¢ki u dimenziji f, odnosno 25,5 Hz po tocki u dimenziji
f1. Sirovi podaci (engl. Free Induction Decay, FID) su sakupljeni u matricu podataka veli¢ine
2048 x 256.

Za proucavanje vezanja novopripravljenih spojeva na ribosom izoliran iz bakterije E. coli
primijenjena je tehnika razlike prijenosa zasi¢enja STD NMR , tehnika prijenosnog nuklearnog
Overhauserovog efekta trNOESY i tehnika waterLOGSY. Za eksperimente STD i trNOESY
pripravljeni su uzorci masene koncentracije 2-4 mg mL™! u D20 i tris-d11 puferu. Koristen je
deuterirani 70S ribosom iz bakterije E. coli mnozinske koncentracije 14,8 pmol mL™". Prilikom
1izvodenja eksperimenata omjer spojeva i ribosoma iznosio je 3500:1.

Spektri waterLOGSY snimani su s 256 pulseva. Uzorci masene koncentracije 2 mg mL™!
otopljeni su u 95 % protoniranog fosfatnog pufera i 5 % D20. Za svaki uzorak snimljena su tri
eksperimenta prije i nakon dodatka ribosoma E. coli. Omjer spojeva i ribosoma bio je 3500:1.
Tijekom svakog eksperimenta varirano je vrijeme mijeSanja te je iznosilo 1,5 s, 0,75 s 1 0,25 s.

Za snimanje spektara trNOESY kori$teni su isti uvjeti kao i za spektre NOESY osim $to je
vrijeme mijeSanja podeSeno na 75 ms te je povecan broj pulseva na 80. Broj tocaka u dimenziji
f2 iznosio je 2048, a u dimenziji f; 512. Digitalno razlu¢ivanje u dimenziji f1 bilo je 37,5 Hz po
tocki.

Eksperimenti STD NMR snimani su s 256 pulseva, i spektralnom $irinom od 9 kHz te 32

768 tocaka u vremenskoj domeni. Vrijeme zasi¢enja iznosilo je 3 s. Za razliCite spojeve varirana
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je vrijednost frekvencije zasi¢enja. U zasi¢enom spektru (tzv. on resonance) frekvencija
zasi¢enja mijenjala se u rasponu od 8 do 11 ppm, a u referentnom spektru (tzv. off resonance)
postavljena je na 50 ppm. Selektivno zasi¢enje ribosoma postignuto je uporabom pulsa Gauss
u trajanju od 50 ms. Snimljeno je ukupno deset STD eksperimenata. Svaki je zasebno obraden,
odnosno dobiven je spektar razlike oduzimanjem zasi¢enog spektra od referentnog spektra.
Konacan spektar STD dobiven je zbrajanjem 10 spektara razlike.

Spektri NMR u ¢vrstom stanju snimani su na instrumentima Bruker Avance Neo 300 MHz
i 400 MHz opremljenih s BB MAS probom. Mjerenja su izvedena u rotorima promjera 4 mm
pri sobnoj temperaturi. Snimljeni su spektri 1*C i *°N CP-MAS (engl. Cross-Polarization Magic
Angle Spinning) uz vrtnju pri magi¢nom kutu od 10 kHz. Za snimanje spektara 3C CP-MAS
broj pulseva bio je u rasponu od 16 do 1024, dok su spektri *°N CP-MAS snimljeni s 16 384
pulsa. Vrijeme odgode iznosilo je 7 s za **C CP-MAS i 3,5 s za >N CP-MAS.

Spektri masa snimani su na uredajima LC-MS/MS proizvodaca Waters i Agilent
Tehnologies uz ionizaciju elektrorasprsenjem. Pripravljene su otopine uzoraka u metanolu
masene koncentracije 100 ug ml™! i injektirane u sustav uz eluiranje s 50 %-tnim metanolom.

Za potrebe provodenja eksperimenata UV-VIS te mjerenja fluorescencije i cirkularnog
dikroizma pripravljene su stock otopine makrozona 4''-3b (c = 4,96x10~° mol dm™), 4"'-3g (c
= 5,38x107° mol dm™) i 9a-3e (¢ = 1,49x107> mol dm3) u DMSO. Koristeni su receptori
ctDNA (calf thymus DNA, c¢o = 2,21x107* mol dm™), pApU (poly A-poly U RNA, ¢y =
2,93x107° mol dm™3), BSA (co =1x10> mol dm~) i 70S ribosom E. coli (o = 7,4 pmol mL™2).
Svi dobiveni podaci obradeni su u programu Origin 9.

Eksperimenti UV-VIS provedeni su na spektrofotometru Varian Cary 100 Bio u kvarcnoj
kiveti s optickim putem od 1,00 cm. Najprije je snimljena slijepa proba, 1 mL kakodilatnog
pufera (I = 0,05 mol dm™3, pH = 7). Razrjedivanjem stock otopine s kakodilatnim puferom
pripremljeni su uzorci makrozona 4''-3g mnozinskih koncentracija: 5,38x107® mol dm,
1,08x107° mol dm™, 1,61x10°° mol dm™ i 2,15x10°° mol dm™3; uzorci makrozona 4'-3b
mnozinskih koncentracija: 4,96x10° mol dm™, 9,92x10°® mol dm™, 1,48x107°> mol dm™ i
1,98x107°mol dm3 te uzorci makrozona 9a-3e mnozinskih koncentracija: 4,97x10® mol dm,
1,00x10°° mol dm™3, 1,50x107° mol dm™ i 2,00x107° mol dm3. Zatim su snimani njihovi
spektri u rasponu valnih duljina od 220 nm do 400 nm. Mjerenja su izvedena pri 25 °C 1 90 °C.

Fluorescencijski spektri naprije su snimani na instrumentu Agilent Eclipse u kvarcnoj Kiveti

s optickim putem od 1,00 cm. Nakon snimanja bazne linije, 2 mL kakodilatnog pufera (I = 0,05
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mol dm~3, pH = 7) uslijedilo je snimanje uzoraka makrozona 4''-3g mnozinskih koncentracija:
5,38x107® mol dm™, 1,08x10° mol dm~, 1,61x10°> mol dm~ i 2,15x10°> mol dm. Uzorci
su pripremljeni dodavanjem alikvota stock otopine makrozona u kivetu s kakodilatnim
puferom. Spektri su snimani u rasponu valnih duljina od 340 nm do 600 nm. Valna duljina
pobude prilikom snimanja emisijskog spektra odgovarala je valnoj duljini maksimalne
apsorpcije te je iznosila leksc = 325 nm. Sirina pobudne i emisijske pukotine bila je 20 nm.
Mjerenja su provedena pri 25 °C i 90 °C. Preeliminarna mjerenja takoder su ukljucila titracijske
eksperimente spoja 4''-3g mnozinske koncentracije 2,15x10° mol dm~ s DNA i BSA.

Zatim su provedeni titracijski eksperimenti pri 25 °C na osjetljivijem fluorimetru Edinburgh
Instruments FS5. Snimljen je spektar kakodilatnog pufera (slijepe probe) te spektri spojeva 4''-
3b (¢ = 9,92x107" mol dm™) i 4"-3g (c = 9,95x10"" mol dm™). Potom je uslijedila titracija
spojeva4'-3b i 4'-3g s proteinom BSA, te titracija spoja 4'*-3b s RNA. Nakon svakog dodatka
alikvota BSA i RNA vrijeme inkubacije iznosilo je 1 min kako bi se postigla ravnoteza u
reakcijskoj smjesi. Spektri su snimani u rasponu valnih duljina od 340 do 550 nm pri valnoj
duljini pobude eksc = 325 nm. Sirina pobudne i emisijske pukotine iznosila je 4 nm. Nakon
provedenih preeliminarnih istrazivanja s DNA, RNA i BSA provedeni su titracijski
eksperimenti s ribosomom uz identi¢ne uvjete snimanja osim po¢etne mnozinske koncentracije
spojeva (¢ = 5x10° mol dm™).

Kompeticijski eksperimenti izvedeni su s fluorescentno obiljeZenim makrolidom 9a-NBD-
azitromicinom. Pripravljena je njegova stock otopina u DMSO mnozinske koncentracije
5,31x107% mol dm™3. Razrjedenjem s kakodilatnim puferom pripravljen je uzorak 9a-NBD-
azitromicina mnozinske koncentracije 1x10°® mol dm. Najprije je snimljena bazna linija.
Zatim je provedena titracija s ribosomom do zasiCenja, tako da je pocetna mnozinska
koncentracija ribosoma iznosila 510" mol dm™. Nakon 3to je do$lo do znatne promjene
intenziteta fluorescencije (> 10 %) u istu otopinu se dodavao makrozon i pratila se promjena
fluorescencije. Potetna mnozinska koncentracija makrozona iznosila je 5x10~" mol dm™.
Spektri su snimani u rasponu valnih duljina od 485 do 700 nm pri valnoj duljini maksimalne
pobude 475 nm. Na instrumentu Perkin Elmer LS55 sirina pobudne pukotine iznosila je 5 nm
I 10 nm, a Sirina emisijske pukotine iznosila je 10 nm. Prilikom snimanja na osjetljivijem
fluorimetru Edinburgh Instruments FS5 podesena je Sirina pobudne i emisijske pukotine na 5

nm.
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Eksperimenti cirkularnog dikrozma (CD) izvedeni su na spektrometru JASCO J-815 CD u
kiveti duljine opti¢kog puta od 1,00 cm pri 25 °C. Spektri su snimani u rasponu od 220 nm do
400 nm, brzinom snimanja 200 nm min* te je osjetljivost podesena na 5 mdeg. Kona¢an CD
spektar prosjek je tri snimanja. Najprije je snimljen spektar kakodilatnog pufera (slijepa proba)
pa spektri spojeva 4'"-3b (¢ = 1,97x107° mol dm~3; 5x10°° mol dm™) i 4"-3g (c = 1,98x10°°
mol dm™3; 3.95x10° mol dm®; 5x10° mol dm™), nakon ¢ega su uslijedili titracijski
eksperimenti s DNA, RNA, BSA i ribosomom.
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3.2. Priprava tiosemikarbazida

U otopinu odgovarajucéeg izotiocijanata u izopropanolu (10 mL) doda se hidrazin monohidrat
(1,2 ekv.). Reakcijska smjesa mijeSa Se na magnetskoj mijesalici 1 h pri 0 °C pri ¢emu dolazi
do nastanka taloga. Smjesa se profiltrira preko Biichnerovog lijevka.

Svi tiosemikarbazidi pripravljeni su prema opisanom opcéem postupku. U tablici 3.

prikazane su koli¢ine polaznih reaktanata koriStenih u sintezi tiosemikarbazida.

Tablica 3. Koli¢ine polaznih reaktanata koristenih u sintezi tiosemikarbazida

Izotiocijanati

Hidrazin monohidrat

Oznaka Naziv m/mg V/puL V/uL
a 2-feniletil-izotiocijanat - 298 234
b piridin-3-il-izotiocijanat - 1175 90,95
c 3,5-dimetilizoksazol-4-il- - 180 85

Izotiocljanat
d naftalen-1-il-izotiocijanat 189 - 90,95
e benzil-izotiocijanat - 135 90,95
f metil-3- izotiocijanatotiofen-2- 199 - 90,95
karboksilat
g 4-trifluormetoksifenil- - 167,37 90,95
Izotiocljanat
h 3-fenilpropan-1-il-izotiocijanat - 169 90,95
i 4-(piperidin-1-ilsulfonil)fenil- 2911 - 90,95
izotiocijanat
) 3,4-metilendioksifenil-
j o 179,2 - 90,95
izotiocijanat
tetrahidrofuran-2-ilmetil-
k - 130,48 90,95

izotiocijanat
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N-(2-feniletil)hidrazinkarbotioamid (1a)
4 2
12 6 H H
S
10 : 8 ]a
N-(piridin-3-il)hidrazinkarbotioamid (1b)

2 4
1H2N/ \lgf 5| =y
s 9 7

1b 8

5= 46,4 %
IH NMR (400 MHz, DMSO [4 / ppm]:

4.4 (2H, H-1), 7,8 (1H, H-2), 8,7 (1H, H-3),
3,61 (2H, H-5), 2,81 (2H, H-6), 7,36 (2H, H-
8,12), 7,35 (2H, H-9,11), 7,38 (1H, H-10)

n=916%

IH NMR (400 MHz, DMSO-de) [6 / ppm]:
9,33 (1H, H-4), 8,71 (1H, H-6), 8,29 (1H, H-
7), 7,33 (1H, H-8), 8,10 (1H, H-9)

N-(3,5-dimetilizoksazol-4-il)hidrazinkarbotioamid (1c)

O—N le

N-(naftalen-1-il)hidrazinkarbotioamid (1d)

]
NH,
2y
3
s

4HN/K
1

1 5

N-benzilhidrazinkarbotiaomid (1e)

1
2 _NH,
HNT

4/3K
HN s

n=624%
IH NMR (400 MHz, DMSO-ds) [ / ppm]:
2,2 (3H, H-7), 2,1 (3H, H-9)

n=717%

IH NMR (400 MHz, DMSO-ds) [6 / ppm]:
9,23 (1H, H-2), 9,34 (1H, H-4), 7,54-7,96
(7H, H-6,7,8,11,12,13,14)

5 =60 %
IH NMR (400 MHz, DMSO-ds) [6 / ppm]:
4,5 (2H, H-1), 8,74 (1H, H-2), 8,30 (1H, H-
4), 4,73 (2H, H-5), 7,31 (2H, H-7,11), 7.3
(2H, H-8,10), 7,24 (1H, H-9)
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Metil-3-(hidrazinkarbotioamido)tiofen-2- karboksilat (1f)

o n=79,2%
/
s 90 'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) [6 / ppm]:
AN \5 . 7,83 (1H, H-6), 8,95 (1H, H-7), 3,82 (1H,
6 NH
)3\ H-10)
s NH 2
If e,

1

N-(4-trifluormetoksifenil)hidrazinkarbotioamid (1g)

_NH, ! n=457%
2hN
) j\ 'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) [é / ppm]:
HN S
5 9,26 (1H, H-4), 7,78 (2H, H-6,10), 7,30 (2H,
10 6
H-7,9)
9 7

N-(3-fenilpropan-1-il)hidrazinkarbotioamid (1h)

N n=65%
2uNT
nS 1H NMR (400 MHz, DMSO-ds) [6 / ppml:
6 5 7,86 (1H, H-4), 3,48 (2H, H-5), 1,82 (2H, H-
" N 7 6), 2,58 (2H, H-7), 7,22 (2H, H-9,13), 7,28
1h
WA (2H, H-10,12), 7,17 (1H, H-11)

N-[4-(piperidin-1-ilsulfonil)fenil]hidrazinkarbotioamid (1i)

o n=2811%
1H2N/HTH\© IH NMR (400 MHz, DMSO-ds) [é / ppm]:
AN ﬂ//s//i’u % 8,10 (1H, H-2), 7,9 (1H, H-4), 7,8 (2H, H-
. ° 1, 6,10), 7,6 (2H, H-7,9), 2,9 (2H, H-12,16), 1.5
1 (2H, H-13,15), 1,3 (2H, H-14)
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N-(3,4-metilendioksifenil)hidrazinkarbotioamid (1j)

5 =40 %
s 6 A0 'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) [¢ / ppm]:
1“2“\N)31\N/5©o:o>9 4,7 (2H, H-1), 9,1 (1H, H-4), 6,81 (1H, H-6),
A 6,86 (1H, H-7), 6,01 (2H, H-9), 7,26(1H, H-
I 11)
N-(tetrahidrofuran-2-ilmetil)hidrazinkarbotioamid (1k)
n =69 %
2y 1H NMR (400 MHz, DMSO-de) [ / ppm]:
4HN/3J\S 45 (2H, H-1), 8,70 (1H, H-2), 7,77 (1H, H-
o s s 4), 3,43;3,63 (2H, H-5), 3,97 (1H, H-6),
9@% 1k 157:1,83 (2H, H-7), 1,83 (2H, H-8),
8 3,61;3,76 (2H, H-9)
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3.3. Priprava tiosemikarbazona

Dobiveni tiosemikarbazidi otope se u izopropanolu (10 mL) uz dodatak 4-formil-benzojeve

kiseline (1 ekv.) i ledene octene kiseline (0,1 ekv.). Reakcijska smjesa mijesa se na magnetskoj

mijesalici pri sobnoj temperaturi 24 h i zatim se nastali talog profiltrira preko Biicherovog

lijevka.

Svi tiosemikarbazoni pripravljeni su prema opisanom opéem postupku. U tablici 4.

prikazane su koli¢ine polaznih reaktanata koriStenih u sintezi tiosemikarbazona.

Tablica 4. Koli¢ine polaznih reaktanata koristenih u sintezi tiosemikarbazona

Tiosemikarbazidi

4-formil-benzojeva kiselina

Ledena octena kiselina

Oznaka m/ mg m/ mg V/uL
la 181,37 139,32 5,1
1b 147,59 132,6 5
1c 111,44 71,8 4,1
1d 155,98 107,7 4,1
le 100,50 82,8 3,2
1f 173,15 112,4 4,3
19 107,96 64,51 2,5
1h 130,20 93,38 3,6
1i 247,92 118,3 4,5
1j 74,8 53,3 2
1k 114,86 58,4 3,7
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4-{[2-(feniletilkarbamotioil)hidraziniliden]metil}benzojeva kiselina (2a)

6
9a /gk
HN s
11 10
12
13 17
14 6 2a

n=82,3%

IH NMR (400 MHz, DMSO-ds) [4 / ppm]: 12,5 (1H-1a),
7,89 (2H, H-3, 7), 7,96 (2H, H-4, 6), 8,11 (1H, H-8), 11,6
(1H, H-8a), 8,7 (1H, H-9a), 3,79 (2H, H-10), 2,94 (1H, H-
11), 7,32 (4H, H-13, 17, 14, 16), 7,24 (1H, H-15)

13C NMR (400 MHz, DMSO-ds) [ / ppm]: 167,5 (C-1),
132,05 (C-2), 130,3 (C-3,7), 127,2 (C-4,6), 138,86 (C-5),
1415 (C-8), 177,6 (C-9), 45,6 (C-10), 35,7 (C-11), 139,65
(C-12), 129,04 (C-13, 17, 14, 16), 136,49 (C-15)

4-{[2-(piridin-3-ilkarbamotioil)hidraziniliden]metil}benzojeva kiselina (2b)

8 [
9a ¢
HN S
10
11 = 14
2
12 \ N b

n=54%

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) [6 / ppm]: 7,98 (2H, H-3,
7), 8,05 (2H, H-4, 6), 8,23 (1H, H-8), 12,15 (1H, H-8a),
10,34 (1H, H-9a), 7,98 (1H, H-11), 7,43 (1H, H-12), 8,42
(1H, H-13), 8,69 (1H, H-14)

13C NMR (400 MHz, DMSO-ds) [6 / ppm]: 167,42 (C-1),
132,13 (C-2), 129,99 (C-3,7), 128,15 (C-4,6), 138,50 (C-5),
142,67 (C-8), 172,39 (C-9), 136,41 (C-10), 134,23 (C-11),
123,47 (C-12), 146,73 (C-13), 147,93 (C-14)

4-{[2-(3,5-dimethilizoksazol-4-ilkarbamotioil)hidraziniliden]metil}benzojeva kiselina (2c)

O—N 2c

n=52%

IH NMR (400 MHz, DMSO) [ / ppm]: 13,1 (1H, H-1a),
8,01 (2H, H-3, 7), 7,95 (2H, H-4, 6), 8,19 (1H, H-8), 12,15
(1H, H-8a), 9,72 (1H, H-9a), 2,27 (3H, H-12), 2,13 (3H, H-
13)

13C NMR (400 MHz, DMSO) [ / ppm]: 167,42 (C-1),
132,13 (C-2), 129,99 (C-3,7), 128,15 (C-4,6), 138,50 (C-5),
142,67 (C-8), 172,39 (C-9), 116,91 (C-10), 164,5 (C-11),
11,38 (C-12), 10,27 (C-13), 159,2 (C-14)
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4-{[2-(naftalen-1-ilkarbamotioil)hidraziniliden]metil}benzojeva kiselina (2d)
n=765%
IH NMR (400 MHz, DMSO-ds) [6 / ppm]: 13,04 (1H, H-
1a), 8,08 (2H, H-3, 7), 7,92 (2H, H-4, 6), 8,27(1H, H-8),

s 12,08 (1H, H-8a), 10,53 (1H, H-9a), 7,51 (LH, H-11), 7,84
4 1 ~oH
i S 5 , ta (1H, H-12), 7,92 (1H, H-13), 7,52 (1H, H-15), 7,55 (2H, H-

K ¢° 16, 17), 7,59 (1H, H-18)

s HN S

Yy 13C NMR (400 MHz, DMSO-ds) [6 / ppm]: 167,45 (C-1),

2d 132,1 (C-2), 128,07 (C-3,7), 129,97 (C-4,6), 138,8 (C-5),
Tow 141,87 (C-8), 178,6 (C-9), 136, 1 (C-10), 127,51 (C-11),

123,92 (C-12), 127,52 (C-13), 131,07 (C-14), 127,01 (C-
15), 126,56 (C-16,17), 125,93 (C-18), 136,17 (C-19)

4-{[2-(benzilkarbamotioil)hidraziniliden]metil}benzojeva kiselina (2e)

n=283%

IH NMR (400 MHz, DMSO-ds) [6 / ppm]: 13,05 (1H, H-
\/4@)1‘\0.4 1a), 7,94 (2H, H-3, 7), 7,94 (2H, H-4, 6), 8,14 (1H, H-8),
N3 . 1= 1175 (1H, H-8a), 9,21 (1H, H-%), 4,87 (2H, H-10), 7,36

% /E‘K °oe (1H, H-12,16), 7,34 (2H, H-13,15), 7,25 (1H, H-14)

12 13C NMR (400 MHz, DMSO-ds) [é / ppm]: 167,44 (C-1),
137,79 (C-2), 129,96 (C-3,7), 127,72 (C-4,6), 138,76 (C-5),
141,43 (C-8), 178,27 (C-9), 47,11 (C-10), 139,85 (C-11),
127,73 (C-12,16), 128,65 (C-13,15), 127,23 (C-14)

4-{[2-(3-(metoksikarbonil)tiofen-2-ilkarbamotioil)hidraziniliden]metil}benzojeva kiselina (2f)

n=79%

.0 IH NMR (400 MHz, DMSO-ds) [6 / ppm]: 8,06 (2H, H-3,

) ﬁ 7), 8,01 (2H, H-4, 6), 8,26 (1H, H-8), 12,46 (1H, H-8a),

. /J; NN 12,18 (1H, H-9a), 7,93 (1H, H-11), 8,88 (1H, H-12), 3,96
e (3H, H-15)

)\@ i 13C NMR (400 MHz, DMSO-ds) [¢ / ppm]: 167,35 (C-1),

132,43 (C-2), 130,22 (C-3,7), 128,03 (C-4,6), 138,26 (C-5),
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141,89 (C-8), 174,3 (C-9), 145,41 (C-10), 132,68 (C-11),
122,29 (C-12), 111,80 (C-13), 164,35 (C-14), 52,61 (C-15)

4-{[2-(4-trifluormetoksifenilkarbamotioil)hidraziniliden]metil}benzojeva kiselina (2g)
n =53 %
X IH NMR (400 MHz, DMSO-ds) [é / ppm]: 13,10 (1H, H-
N\)‘;QEALEH 1a), 7,98 (2H, H-3, 7), 8,04 (2H, H-4, 6), 8,23 (1H, H-8),
/g{ N Y 12,09 (1H, H-8a), 10,3 (1H, H-9a), 7,70 (2H, H-11,15), 7,39
s (2H, H-12,14)

13C NMR (400 MHz, DMSO-ds) [é / ppm]: 167,3 (C-1),
13 132,13 (C-2), 130,15 (C-3,7), 128,23 (C-4,6), 138,56 (C-5),

Fuyg O 2g
Fﬁg/ 142,65 (C-8), 177,02 (C-9), 138,74 (C-10), 128,23 (C-
11,15), 121,24 (C-12,14), 146,1 (C-13)

4-{[2-(3-fenilpropan-1-ilkarbamotioil)hidraziniliden]metil}benzojeva kiselina (2h)
n=65%
'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) [é / ppm]: 13,10 (1H, H-
1a), 7,95 (2H, H-3, 7), 7,92 (2H, H-4, 6), 8,10 (1H, H-8),

V@gﬂk 8,68 (1H, H-9a), 3,59 (2H, H-10), 1,92 (2H, H-11), 2,64 (2H,
BN ST H-12), 7,24 (2H, H-14,18), 7,27 (2H, H-15,17), 7,18 (1H, H-

HN S 16),
Lt 13C NMR (400 MHz, DMSO-ds) [6 / ppm]: 167,5 (C-1),
N . 131,85 (C-2), 130,0 (C-3,7), 127,61 (C-4,6), 138,93 (C-5),
7 141,30 (C-8), 177,60 (C-9), 43,94 (C-10), 30,83 (C-11),

32,98 (C-12), 142,3 (C-13), 128,83 (C-14,18), 128,78 (C-
15,17), 126,28 (C-16)
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4-{[2-(4-(piperidin-1-ilsulfonil)fenilkarbamotioil)hidraziniliden]metil}benzojeva kiselina (2i)

7 =668 %
. IH NMR (400 MHz, DMSO-ds) [4 / ppm]: 7,99 (2H, H-3,
;@ALOH 7), 7,74 (2H, H-4, 6), 8,25 (1H, H-8), 12,2 (1H, H-8a), 10,43
s MIS A7 (1M, H-9a), 7,96 (2H, H-11, 15), 8,04 (2H, H-12, 14), 2,90
7 s

. (2H, H-16, 20), 1,56 (2H, H-17, 19), 1,37 (1H, H-18)
gy 13C NMR (400 MHz, DMSO-ds) [4 / ppm]: 167,39 (C-1),
N U 132,22 (C-2), 130,01 (C-3,7), 128,05 (C-4,6), 138,39 (C-5),
OZ?_ND o 2 140,93 (C-8), 176,3 (C-9), 143,61 (C-10), 125,69 (C-11,15),
© 25 128,22 (C-12,14), 47,14 (C-16,20), 25,18 (C-17,19), 23,41

(C-18)

4-{[3,4-metilendioksifenilkarbamotioil)hidraziniliden]metil}benzojeva kiselina (2J)
n = 88,6 %
H NMR (400 MHz, DMSO-ds) [é / ppm]: 7,96 (2H, H-3,

s 7), 8,03 (2H, H-4, 6), 8,19 (1H, H-8), 11,9 (1H, H-84), 10,11
4 1 ~oH
w e sk e (1H,H-92), 6,91 (IH, H-11), 6,01 (1H, H-12), 7,14 (1H, H-
N
/QL 5 15), 6,05 (1H, H-16)
9a
15C NMR (400 MHz, DMSO-ds) [6 / ppm]: 167,43 (C-1),

K :i 131,95 (C-2), 129,97 (C-3,7), 128,05 (C-4,6), 138,68 (C-5),
e D 141,92 (C-8), 177,12 (C-9), 133,49 (C-10), 120,04 (C-11),

(o]
16 107,85 (C-12), 145,43 (C-13), 147,03 (C-14), 108,55 (C-15),

101,77 (C-16)

4-{[2-((tetrahidrofuran-2-ilmetil)karbamotioil)hidraziniliden]metil}benzojeva kiselina (2k)

. 7=886%
\;@)#OH IH NMR (400 MHz, DMSO-ds) [8 / ppm]: 13,13 (1H, H-
SN 18), 797 (2H, H-3, 7), 791 (2H, H-4, 6), 8,13 (IH, H-8),
N 11,69 (1H, H-8a), 8,55 (1H, H-a), 3,58:3,68 (2H, H-10),
L 4,14 (1H, H-11), 1,82; 1,86 (2H, H-12), 1,66; 1,92 (2H, H-
ok 13), 3,65: 3,81 (2H, H-14)
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13C NMR (400 MHz, DMSO-ds) [4 / ppm]: 167,35 (C-1),
132,0 (C-2), 130,19 (C-3,7), 127,61 (C-4,6), 138,8 (C-5),
141,53 (C-8), 177,84 (C-9), 47,9 (C-10), 77,13 (C-11), 25,7
(C-12), 28,87 (C-13), 67,6 (C-14)

3.4. Priprava 4"-O-(3-aminopropil)azitromicina (P5)

Spoj 4"-O-(3-aminopropil)azitromicin (P5) je prekursor u sintezi prve klase makrozona.
Priprava 4"-O-(3-aminopropil)azitromicina sastoji se od pet koraka (shema 1.).1%

Azitromicin (3 g) se otopi u toluenu (30 mL) te se doda N,N-dimetilformamid-dimetilacetal
(5 ekv., 2,66 mL). Reakcijska smjesa mijeSa Se na magnetskoj mijeSalici 24 h pri temperaturi
od 60 °C. Zatim se doda jo§ N,N-dimetilformamid-dimetilacetala (3 ekv., 1,59 mL) i smjesa se
nastavi mijeSati 5 h pri istoj temperaturi. Zavrsetkom reakcije toluen se upari na rotacijskom
uparivacu i dobije se produkt P1 (3 g).

Spoj P1 (3 g) otopi se u etil-acetatu (30 mL) te se reakcijska smjesa ohladi na 0 °C.
Postepeno se dokapava acetanhidrid (1 ekv., 360 pL). Nakon dodatka acetanhidrida reakcijska
smjesa mijesa se 5 h pri sobnoj temperaturi. Potom se smjesa ispire sa zasi¢enom otopinom
NaHCOz3 (2 x 9 mL). Organski sloj osusi se na bezvodnom K>COg, profiltrira te upari do suha.
Sirovi produkt suspendira se u dietil eteru pri 0 °C i profiltrira. Talog se potom dodatno ispere
s dietil eterom te osusi na 45 °C. Dobije se produkt P2 (2,51 g).

U dvogrloj tikvici otopi se spoj P2 (2,51 g) u acetonitrilu (17 mL) pod atmosferom dusika.
Dokapa se kroz septum smjesa tBuOH i THF (1:1, 1,9 mL) te se reakcijska smjesa ohladi na -
10 °C smjesom leda i soli. Postepeno se doda NaH (1,1 ekv., 130 mg, 60 %-tna disperzija u
mineralnom ulju) i smjesa se nastavi mijesati 2 h pri sobnoj temperaturi. Zatim se smjesa upari
do suha i doda se etil acetat (16 mL). Nastala suspenzija profiltrira se preko Biichnerovog
lijevka u koji je stavljen celit. Filtrat se ispere sa zasicenom otopinom NaHCO3 (2 x 8 mL),
osusi na bezvodnom K>COs i upari do suha. Zatim se sirovi produkt otopi u diklormetanu (3
mL). Dodatkom n-heksana (20 mL) dolazi do nastanka suspenzije. Nastala suspenzija se
profiltrira te se filtrat upari do suha. Dobije se produkt P3 (2,1 g).

Otopini spoja P3 (2,1 g) u ledenoj octenoj kiselini (7 mL) doda se PtO2 (200 mg) te se
provede hidrogeniranje 24 h pri tlaku od 3,5 bara. Uspjesnost reakcije se provjerava prskanjem

plo€ice s otopinom ninhidrina. Nakon hidrogeniranja doda se diklormetan (7 mL), reakcijska
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smjesa se profiltrira i filtrat se upari do suha. Sirovi produkt se otopi u diklormetanu (7 mL),
doda se voda (14 mL) te se provede gradijentna ekstrakcija pri tri pH vrijednosti (4,2, 6,5 i
8,15). pH vrijednosti se podeSavaju dodatkom 0,1 M HCI i 0,1 M NaOH. Uparavanjem
organskih ekstrakata pri pH = 8 dobije se sirovi produkt. Sirovi produkt se suspendira u dietil
eteru pri 0 °C i profiltrira. Dobije se produkt P4 (1,2 g).

Spoj P4 (1,2 g) otopi se u metanolu (100 mL). Smjesa se mijeSa 24 h na magnetskoj
mijesalici pri temperaturi od 45 °C. Otapalo se upari pod snizenim tlakom i dobije se produkt
P5. Dobiveni produkt se pro¢isti kromatografijom na stupcu silikagela uz sustav otapala dimetil
klorid : metanol : amonijak, 25 % = 90 : 9 : 1,5 nakon Cega se dobije Cisti 4"-O-(3-
aminopropil)azitromicin P5 (1,05 g).

9a

n=35%

MS (ESI+) m/z 807.0

'H NMR (400 MHz, kloroform-d) [é6/ppm]:

2,73 (1H, H-2), 1,17 (3H, H-2 Me), 4,23 (1H, H-3), 1,96 (1H, H-4), 1,03 (3H, H-4 Me), 3,60
(1H, H-5), 1,30 (3H, H-6 Me), 1,78; 1,27 (2H, H-7), 1,98 (1H, H-8), 0,88 (3H, H-8Me), 2,52;
2,02 (2H, H-9), 2,31 (3H, H-9a), 2,66 (1H, H-10), 1,06 (3H, H-10 Me), 3,63 (1H, H-11), 1,08
(3H, H-12 Me), 4,66 (1H, H-13), 1,89; 1,44 (2H, H-14), 0,87 (3H, H-14 Me), 4,52 (1H, H-1Y),
3,19 (1H, H-2"), 2,52 (1H, H-3"), 2,27 (6H, H-3' NMey), 1,62; 1.18 (2H, H-4'), 3,75 (1H, H-5"),
1,19 (3H, H-5' Me), 5,09 (1H, H-1"), 2,34; 1,51 (2H, H-2"), 1,25 (3H, H-3" Me), 3,31 (3H, H-
3" OMe), 2,76 (1H, H-4"), 3,68 (2H, H-4" a), 1,75; 1,72 (2H, H-4" b), 2,77; 2,75 (2H, H-4"¢c),
4,29 (1H, H-5"), 1,28 (3H, H-5" Me).
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13C NMR (400 MHz, kloroform-d) [6/ppm]:

179,3 (C-1), 45,2 (C-2), 14,4 (C-2Me), 77,8 (C-3), 42,3 (C-4), 8,9 (C-4 Me), 83,3 (C-5), 73,4
(C-6), 27,7 (C-6 Me), 42,4 (C-7), 26,6 (C-8), 21,9 (C-8 Me), 70,1 (C-9), 36,3 (C-9a), 62,4 (C-
10), 7,1 (C-10 Me), 73,4 (C-11), 73,9 (C-12), 16,2 (C-12 Me), 77,4 (C-13), 21,2 (C-14), 11,2
(C-14 Me), 102,4 (C-1", 71,1 (C-2), 65,1 (C-3'), 40,3 (C-3' NMe), 28,6 (C-4"), 67,8 (C-5"), 21,7
(C-5'Me), 94,8 (C-1"), 35,4 (C-2"), 73,8 (C-3"), 21,6 (C-3" Me), 49,5 (C-3"OMe), 87,7 (C-4"),
72,6 (C-4" a), 33,8 (C-4" b), 39,5 (C-4" ¢), 64,4 (C-5"), 18,6 (C-5" Me).

3.5. Priprava 3-dekladinozil-O-(3-aminopropil)azitromicina (S6)

Spoj 3-dekladinozil-O-(3-aminopropil)azitromicin (S6) je prekursor u sintezi druge klase
makrozona. Priprava navedenog spoja se sastoji od $est koraka i prikazana je na shemi 2.1%

Otopina azitromicina (3 g) u etil-acetatu (30 mL) ohladi se na 0 °C. Ohladenoj otopini
postepeno se dodaje acetanhidrid (1 ekv., 392 pL). Nakon §to je sav acetanhidrid dodan smjesa
se mijesa 5 h na sobnoj temperaturi. Reakcijska smjesa se zatim ispere sa zasi¢enom otopinom
NaHCOz3 (2 x 9 mL) nakon Cega se organski sloj susi na bezvodnom K>COz3. Otapalo se upari
uz snizeni tlak i dobije se produkt S1 (3,5 Q).

Spoj S1 otopi se u klorovodi¢noj kiselini (¢ = 6 mol dm, 20 mL). Smjesa se mijesa 4 h pri
0 °C nakon ¢ega se ekstrahira s diklormetanom (3 x 10 mL). Zatim se podesi pH vrijednost na
pH =~ 8-9 dodatkom 6 M NaOH te se smjesa ponovno ekstrahira s diklormetanom. Organski
ekstrakti se osuse na bezvodnom K>COz31 upare do suha ¢ime se dobije produkt S2 (2,95 g).

U otopinu spoja S2 (2,95 g) u toluenu (30 mL) doda se N,N-dimetilformamid-dimetilacetal
(5 ekv., 3,10 mL). Nakon 24 h mijeSanja na 60 °C doda se jo§ N,N-dimetilformamid-
dimetilacetala (3 ekv., 1, 85 mL) i smjesa se nastavi mijesati 5 h pri istim uvjetima. Otapalo se
upari pod snizenim tlakom i dobije se produkt S3 (3 g).

U dvogrloj tikvici otopi se spoj S3 (3 g) u akrilonitrilu (25 mL) pod atmosferom dusika.
Potom se kroz septum dokapa smjesa tBuOH:THF (1:1, 2,8 mL) i reakcijska smjesa se ohladi
na -10 °C smjesom soli i leda. U smjesu se postepeno dodaje NaH (1,1 ekv., 192 mg, 60 %-tna
disperzija u mineralnom ulju). Nakon dodatka NaH smjesa se mijesa 2 h pri sobnoj temperaturi.
Akrilonitril se upari na rotacijskom uparivacu te se dobiveni sirovi produkt otopi u etil acetatu
(18 mL). Nastala suspenzija se profiltrira preko Biicnherovog lijevka u koji je stavljen celit.

Filtrat se ispere sa zasi¢enom otopinom NaHCO3 (2 x 9 mL) i osus$i na bezvodnom K2COs.
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Organski sloj se upari do suha. Dobivena smjesa se otopi u diklormetanu (3 mL), doda se n-
heksan (20 mL) i nastala suspenzija se profiltrira. Filtrat se upari do suha ¢ime se dobije produkt
S4 (1,78 g).

Otopini spoja S4 (1,78 g) u ledenoj octenoj kiselini (6 mL) doda se katalizator PtO, (180
mQ) te se provede hidrogeniranje 24 h pri tlaku od 3,5 bara. Uspjesnost reakcije provjerava se
prskanjem TLC plocice s ninhidrinom. Nakon hidrogeniranja doda se diklormetan (6 mL) i
reakcijska smjesa se profiltrira te se filtrat upari do suha. Sirovi produkt se zatim otopi u
diklormetanu (6 mL), doda se voda (12 mL) i smjesa se ekstrahira pri tri razli¢ite pH vrijednosti
(4,2, 6,51 8,15). pH vrijednosti se podesavaju dodatkom 0,1 M HC11i 0,1 M NaOH. Organski
ekstrakti pri pH = 8 se upare do suha i zatim suspendiraju u dietil eteru pri 0 °C. Smjesa se
profiltrira te se dobije produkt S5 (853 mg).

Spoj S5 (853 mg) otopi se u metanolu uz dodatak K>CO3. Smjesa se mije$a na magnetskoj
mijesalici 24 h pri temperaturi od 45 °C. Otapalo se upari pod sniZzenim tlakom te se dobije

produkt S6.

9a

12Me W

140

n=28%
MS (ESI+) m/z 648,4
'H NMR (400 MHz, kloroform-d) [6/ppm]:

2,82 (1H, H-2), 1,29 (3H, H-2 Me), 3,51 (1H, H-3), 2,11 (1H, H-4), 0,99 (3H, H-4 Me), 3,68
(1H, H-5), 1,24 (3H, H-6 Me), 1,68: 1,26 (2H, H-7), 1,90 (1H, H-8), 0,90 (3H, H-8Me), 2,48;
2,05 (2H, H-9), 2,34 (3H, H-9a), 2,73 (1H, H-10), 1,09 (3H, H-10 Me), 3,60 (1H, H-11), 1,04
(3H, H-12 Me), 4,65 (1H, H-13), 1,88; 1,53 (2H, H-14), 0,88 (3H, H-14 Me), 4,48 (1H, H-1),
3,23 (1H, H-2), 2,54 (1H, H-3"), 2,29 (6H, H-3' NMey), 1,67; 1,25 (2H, H-4"), 3,49 (1H, H-5"),
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1,21 (3H, H-5' Me), 3,73 (2H, H-3 a), 1,84: 1,74 (2H, H-3 b), 2,81 (2H, H-3 ), 7,43 (2H,H-3
d).

13C NMR (400 MHz, kloroform-d) [é/ppm]:

178,1 (C-1), 44,3 (C-2), 16,1 (C-2Me), 85,6 (C-3), 37,7 (C-4), 8,82 (C-4 Me), 84,1 (C-5), 73,3
(C-6), 26,5 (C-6 Me), 41,3 (C-7), 26,4 (C-8), 21,5 (C-8 Me), 70,6 (C-9), 36,6 (C-9a), 62,1 (C-
10), 7,38 (C-10 Me), 75,7 (C-11), 74,2 (C-12), 16,1 (C-12 Me), 77,8 (C-13), 20,8 (C-14), 11,0
(C-14 Me), 101,5 (C-17), 71,0 (C-2"), 65,5 (C-3), 40,4 (C-3' NMey), 29,1 (C-4'), 69,1 (C-5),
21,3 (C-5' Me), 72,7 (C-3 a), 34,5 (C-3 b), 39,7 (C-3 ¢).
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3.6. Priprava makrozona

Pripravljene su tri klase makrozona: klasa I (4"-makrozoni), klasa Il (3-makrozoni) i klasa 111
(9a makrozoni). Priprava prekursora za makrozone klase | i klase 11 opisana je u poglavljima
3.4 1 3.5. Prekursor za pripravu makrozona klase 111 pripravljen je u tvrtki Fidelta d.o.o.

Makrozoni su pripravljeni reakcijom amidacije derivata aminopropil-azitromicina i
tiosemikarbazona. Otopini tiosemikarbazona u diklormetanu (5 mL) doda se HATU (1,1 ekv.)
i DIPEA (3 ekv.) pri sobnoj temperaturi. Nakon 30 min mijeSanja na magnetskoj mijesalici
reakcijskoj smjesi se doda prekursor (1 ekv.) te se smjesa nastavlja mijesati 24 h. Zatim se
otapalo upari na rotacijskom uparivacu.

Svi makrozoni su pripravljeni prema opisanom op¢em postupku. U tablicama 5.,6. i 7.
navedene su koli¢ine reaktanata koriStenih u sintezi. ISskoriStenja reakcija krec¢u se u rasponu od

30 do 70 %.

Tablica 5. Koli¢ina koristenih reaktanata u sintezi makrozona klase |

Tiosemikarbazoni HATU DIPEA 4"-O-(3-aminopropil)azitromicin
Oznaka m/mg m/ mg V /L m/ mg
2a 40,61 51,88 64,8 100
2b 22,34 31,13 38,8 60
2cC - - - -
2d 26,01 31,13 38,8 60
2e 23,31 31,13 38,8 60
2f 27,03 31,13 38,8 60
29 28,58 31,13 38,8 60
2h 56,88 69,68 87 134,31
2i 33,22 31,13 38,8 60
2] 25,56 31,13 38,8 60
2k 22,87 31,13 38,8 60
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Tablica 6. Koli¢ina koriStenih reaktanata u sintezi makrozona klase 11

3-dekladinozil-O-(3-

Tiosemikarbazoni HATU DIPEA
aminopropil)azitromicin
Oznaka m/mg m/ mg V/pL m/ mg

2a 30,34 38,56 48,4 60
2b - - - -

2¢C - - - -

2d 32,37 38,56 48,4 60
2e 29,03 38,56 48,4 60
2f 33,65 38,56 48,4 60
29 16,56 18,07 22,5 28
2h 31,6 38,56 48,4 60
2i 31,01 29,04 36,29 45
2j 31,81 38,56 48,4 60
2k 36,11 49,15 61,4 76,15

Tablica 7. Koli¢ina koriStenih reaktanata u sintezi makrozona klase 111

Tiosemikarbazoni HATU DIPEA 9a-aminopropil-azitromicin
Oznaka m/mg m/ mg V/nL m/ mg

2a 25,2 32,2 40,3 60
2b - - - -

2¢C 24,54 32,2 40,3 60
2d 26,93 32,2 40,3 60
2e 24,16 32,2 40,3 60
2f 28 32,2 40,3 60
29 29,55 32,2 40,3 60
2h 26,3 32,2 40,3 60
2i 34,4 32,2 40,3 60
2j 26,47 32,2 40,3 60
2k 23,7 32,2 40,3 60
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3.6.1. Priprava 4"-makrozona (klasa I)

2-feniletil-4"-makrozon (4''-3a)

9a

MS (ESI+) m/z 1115,66

'H NMR (400 MHz, acetonitril-ds) [6/ppm]:

2,70 (1H, H-2), 1,17 (3H, H-2 Me), 4,27 (1H, H-3), 1,95 (1H, H-4), 1,04 (3H, H-4 Me), 3,59
(1H, H-5), 1,34 (3H, H-6 Me), 1,72; 1,30 (2H, H-7), 2,05 (1H, H-8), 0,94 (3H, H-8Me), 2,65;
2,26 (2H, H-9), 2,48 (3H, H-9a), 2,85 (1H, H-10), 1,17 (3H, H-10 Me), 3,60 (1H, H-11), 1,09
(3H, H-12 Me), 4,72 (1H, H-13), 1,84; 1,46 (2H, H-14), 0,88 (3H, H-14 Me), 7,88 (2H, H-
17,21), 7,79 (2H, H-18,20), 7,98 (1H, H-22), 3,91 (2H, H-24), 3,01 (2H, H-25), 7,37 (2H, H-
27,31), 7,34 (2H, H-28,30), 7,28 (1H, H-29), 4,53 (1H, H-1"), 3,14 (1H, H-2'), 2,50 (1H, H-3'),
2,62 (6H, H-3' NMey), 1,67; 1,15 (2H, H-4"), 3,77 (1H, H-5), 1,23 (3H, H-5' Me), 4,95 (1H, H-
1), 2,36; 1,53 (2H, H-2"), 1,26 (3H, H-3" Me), 3,38 (3H, H-3" OMe), 2,83 (1H, H-4"), 3,71;
3,85 (2H, H-4" a), 1,91 (2H, H-4" b), 3,56 (2H, H-4"c), 7,76 (1H, H-4"d), 4,26 (1H, H-5"), 1,33
(3H, H-5" Me).

13C NMR (400 MHz, acetonitril-ds) [6/ppm]:

178,1 (C-1), 45,28 (C-2), 14,9 (C-2Me), 78,3 (C-3), 42,25 (C-4), 9,3 (C-4 Me), 83,5 (C-5), 73,7
(C-6), 26,68 (C-6 Me), 42,17 (C-7), 26,28 (C-8), 21,79 (C-8 Me), 69,2 (C-9), 36,52 (C-9a),
62,31 (C-10), 7,83 (C-10 Me), 74,63 (C-11), 74,0 (C-12), 16,44 (C-12 Me), 77,27 (C-13), 21,24
(C-14), 11,24 (C-14 Me), 165,9 (C-15), 135,75 (C-16), 136,72 (C-19), 127,38 (C-17, 21),
127,07 (C-18, 20), 141,07 (C-22), 177,81 (C-23), 45,1 (C-24), 34,78 (C-25), 139,32 (C-26),
128,93 (C-27,31), 126,45 (C-28,30), 126,47 (C-29), 102,49 (C-1'), 70,7 (C-2'), 65,41 (C-3)),
38,85 (C-3' NMe), 29,03 (C-4'), 68,03 (C-5"), 21,28 (C-5' Me), 95,39 (C-1"), 35,15 (C-2"),
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73,89 (C-3"), 18,22 (C-3" Me), 39,06 (C-3"OMe), 87,29 (C-4"), 73,64 (C-4" a), 29,47 (C-4"
b), 38,8 (C-4" ), 64,55 (C-5"), 17,72 (C-5" Me).

Piridin-3-il-4"-makrozon (4''-3b)

9a

MS (ESI+) m/z 1088,78

'H NMR (400 MHz, acetonitril-ds) [6/ppm]:

2,77 (1H, H-2), 1,17 (3H, H-2 Me), 4,22 (1H, H-3), 2,01 (1H, H-4), 1,04 (3H, H-4 Me), 3,60
(1H, H-5), 1,32 (3H, H-6 Me), 1,47; 1,63 (2H, H-7), 2,06 (1H, H-8), 0,96 (3H, H-8Me), 2,47;
2,66 (2H, H-9), 2,38 (3H, H-9a), 2,99 (1H, H-10), 1,16 (3H, H-10 Me), 3,69 (1H, H-11), 1,09
(3H, H-12 Me), 4,75 (1H, H-13), 1,84; 1,47 (2H, H-14), 0,88 (3H, H-14 Me), 7,91 (2H, H-
17,21), 7,96 (2H, H-18,20), 8,12 (1H, H-22), 8,11 (1H, H-25), 7,39 (1H, H-26), 8,44 (1H, H-
27), 8,78 (1H, H-28), 4,56 (1H, H-1'), 3,20 (1H, H-2"), 2,77 (1H, H-3'), 2,35 (6H, H-3' NMey),
1,78; 1,21 (2H, H-4"), 3,75 (1H, H-5"), 1,21 (3H, H-5' Me), 4,94 (1H, H-1"), 2,38; 1,57 (2H, H-
2"), 1,24 (3H, H-3" Me), 3,30 (3H, H-3" OMe), 2,88 (1H, H-4"), 3,85; 3,74 (2H, H-4" a), 1,87
(2H, H-4" b), 3,43; 3,60 (2H, H-4"c), 4,28 (1H, H-5"), 1,32 (3H, H-5" Me).

13C NMR (400 MHz, acetonitril-ds) [6/ppm]:

178,04 (C-1), 45,26 (C-2), 14,45 (C-2Me), 78,07 (C-3), 41,93 (C-4), 8,97 (C-4 Me), 83,25 (C-
5), 73,72 (C-6), 26,36 (C-6 Me), 41,87 (C-7), 26,12 (C-8), 21,48 (C-8 Me), 68,03 (C-9), 35,82
(C-9a), 63,18 (C-10), 7,38 (C-10 Me), 73,13 (C-11), 73,1 (C-12), 16,35 (C-12 Me), 76,79 (C-
13), 21,18 (C-14), 10,66 (C-14 Me), 166,64 (C-15), 136,1 (C-16), 136,3 (C-19), 127,47 (C-17,
21), 127,72 (C-18, 20), 142,61 (C-22), 135,4 (C-24),132,86 (C-25), 123,02 (C-26), 146,48 (C-
27), 146,97 (C-28), 102,57 (C-1'), 70,73 (C-2'), 65,50 (C-3"), 39,82 (C-3' NMe), 29,14 (C-4),
67,78 (C-5'), 21,07 (C-5' Me), 95,27 (C-1"), 34,74 (C-2"), 73,79 (C-3"), 21,02 (C-3" Me), 49,08
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(C-3"OMe), 87,19 (C-4"), 73,21 (C-4" a), 29,8 (C-4" b), 38,32 (C-4" c), 64,46 (C-5"), 18,04
(C-5" Me).

Naftalen-1-il-4"-makrozon (4''-3d)

9a

MS (ESI+) m/z 1137,78

'H NMR (400 MHz, acetonitril-ds) [6/ppm]:

2,68 (1H, H-2), 1,15 (3H, H-2 Me), 4,26 (1H, H-3), 1,87 (1H, H-4), 1,01 (3H, H-4 Me), 3,55
(1H, H-5), 1,28 (3H, H-6 Me), 1,29 (2H, H-7), 2,0 (1H, H-8), 0,93 (3H, H-8Me), 2,55; 2,33
(2H, H-9), 2,38 (3H, H-9a), 2,90 (1H, H-10), 1,13 (3H, H-10 Me), 3,61 (1H, H-11), 1,10 (3H,
H-12 Me), 4,80 (1H, H-13), 1,88; 1,51 (2H, H-14), 0,90 (3H, H-14 Me), 7,93 (2H, H-17,21),
7,97 (2H, H-18,20), 8,23 (1H, H-22), 7,98 (3H, H-25, 26, 27), 7,58 (4H, H-29, 30, 31, 32), 4,49
(1H, H-1), 3,11 (1H, H-2"), 2,52 (1H, H-3), 2,24 (6H, H-3' NMey), 1,67; 1,14 (2H, H-4'), 3,68
(1H, H-5, 1,17 (3H, H-5' Me), 4,93 (1H, H-1"), 2,38; 1,56 (2H, H-2"), 1,25 (3H, H-3" Me),
3,28 (3H, H-3" OMe), 2,89 (1H, H-4"), 3,86; 3,74 (2H, H-4" a), 1,87 (2H, H-4" b), 3,43; 3,65
(2H, H-4"c), 7,58 (1H, H-4" d), 4,29 (1H, H-5"), 1,29 (3H, H-5" Me).

13C NMR (400 MHz, acetonitril-ds) [6/ppm]:

178,4 (C-1), 45,36 (C-2), 12,0 (C-2Me), 78,23 (C-3), 41,89 (C-4), 9,0 (C-4 Me), 83,26 (C-5),
73,73 (C-6), 26,82 (C-6 Me), 42,04 (C-7), 26,38 (C-8), 21,47 (C-8 Me), 68,45 (C-9), 35,73 (C-
9a), 62,6 (C-10), 7,4 (C-10 Me), 73,94 (C-11), 74,5 (C-12), 16,28 (C-12 Me), 76,73 (C-13),
21,49 (C-14), 10,57 (C-14 Me), 165,5 (C-15), 135,98 (C-16), 136,7 (C-19), 127,31 (C-17, 21),
127,77 (C-18, 20), 142,18 (C-22), 123,06 (C-25, 26, 27), 126,19 (C-29, 30, 31, 32), 102,57 (C-
1Y, 70,73 (C-2", 65,50 (C-3'), 39,82 (C-3' NMe), 29,14 (C-4), 67,78 (C-5"), 21,07 (C-5' Me),
95,27 (C-1"), 34,74 (C-2"), 73,79 (C-3"), 21,02 (C-3" Me), 49,08 (C-3"OMe), 87,19 (C-4"),
73,21 (C-4" a), 29,8 (C-4" b), 38,32 (C-4" ¢), 64,46 (C-5"), 18,04 (C-5" Me).
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Benzil-4"-makrozon (4"'-3e)

MS (ESI+) m/z 1101,64

'H NMR (400 MHz, acetonitril-ds) [6/ppm]:

2,63 (1H, H-2), 1,09 (3H, H-2 Me), 4,18 (1H, H-3), 1,82 (1H, H-4), 0,95 (3H, H-4 Me), 3,39
(1H, H-5), 1,29 (3H, H-6 Me), 1,71; 1,19 (2H, H-7), 1,96 (1H, H-8), 0,87 (3H, H-8Me), 2,56;
2,14 (2H, H-9), 2,34 (3H, H-9a), 2,78 (1H, H-10), 1,07 (3H, H-10 Me), 3,58 (1H, H-11), 1,04
(3H, H-12 Me), 4,67 (1H, H-13), 1,81; 1,41 (2H, H-14), 0,78 (3H, H-14 Me), 8,05 (2H, H-
17,21), 7,80 (2H, H-18,20), 8,41 (1H, H-22), 4,89 (2H, H-24), 7,33 (2H, H-26, 30), 7,25 (2H,
H-27,29), 7,18 (1H, H-28), 4,44 (1H, H-1), 3,17 (1H, H-2), 2,64 (1H, H-3"), 2,71 (6H, H-3'
NMey), 1,61; 1,12 (2H, H-4'), 3,57 (1H, H-5"), 1,13 (3H, H-5' Me), 4,99 (1H, H-1"), 2,28; 1,44
(2H, H-2"), 1,23 (3H, H-3" Me), 3,20 (3H, H-3" OMe), 2,75 (1H, H-4"), 3,79; 3,65 (2H, H-4"
a), 1,81 (2H, H-4" b), 3,33; 3,68 (2H, H-4"c), 4,23 (1H, H-5"), 1,29 (3H, H-5" Me).

13C NMR (400 MHz, acetonitril-ds) [6/ppm]:

178,9 (C-1), 45,76 (C-2), 14,83 (C-2Me), 78,64 (C-3), 42,21 (C-4), 9,31 (C-4 Me), 83,41 (C-
5), 73,74 (C-6), 27,26 (C-6 Me), 42,20 (C-7), 26,51 (C-8), 21,99 (C-8 Me), 69,34 (C-9), 36,66
(C-9a), 62,87 (C-10), 7,46 (C-10 Me), 73,31 (C-11), 74,56 (C-12), 16,39 (C-12 Me), 77,19 (C-
13), 21,07 (C-14), 11,05 (C-14 Me), 135,6 (C-16), 136,0 (C-19), 127,22 (C-17, 21), 127,61 (C-
18, 20), 147,32 (C-22), 47,85 (C-24), 127,64 (C-26, 30), 128,48 (C-27, 29), 127,31 (C-28),
102,49 (C-1"), 70,37 (C-2", 65,22 (C-3"), 38,85 (C-3' NMe), 29,55 (C-4"), 68,03 (C-5'), 21,28
(C-5' Me), 95,15 (C-1"), 35,15 (C-2"), 73,89 (C-3"), 18,22 (C-3" Me), 39,06 (C-3"OMe), 87,29
(C-4"), 73,64 (C-4" a), 29,47 (C-4" b), 38,99 (C-4" c), 64,55 (C-5"), 17,72 (C-5" Me).
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Metil-3-tiofen-2-karboksil-4"-makrozon (4''-3f)

MS (ESI+) m/z 1151,89

'H NMR (400 MHz, acetonitril-ds) [6/ppm]:

2,70 (1H, H-2), 1,17 (3H, H-2 Me), 4,19 (1H, H-3), 1,95 (1H, H-4), 1,04 (3H, H-4 Me), 3,59
(1H, H-5), 1,34 (3H, H-6 Me), 1,72; 1,30 (2H, H-7), 2,05 (1H, H-8), 0,94 (3H, H-8Me), 2,65;
2,26 (2H, H-9), 2,48 (3H, H-9a), 2,87 (1H, H-10), 1,17 (3H, H-10 Me), 3,75 (1H, H-11), 1,09
(3H, H-12 Me), 4,72 (1H, H-13), 1,84: 1,46 (2H, H-14), 0,88 (3H, H-14 Me), 7,95 (2H, H-
17,21), 7,99 (2H, H-18,20), 8,06 (1H, H-22), 12,29 (1H, H-23a), 7,45 (1H, H-25), 8,97 (1H, H-
26), 3,93 (3H, H-29), 4,61 (1H, H-1'), 3,42 (1H, H-2'), 3,12 (1H, H-3), 2,62 (6H, H-3' NMey),
1,84; 1,26 (2H, H-4"), 3,77 (1H, H-5Y, 1,23 (3H, H-5' Me), 5,09 (1H, H-1"), 2,36; 1,53 (2H, H-
2"), 1,26 (3H, H-3" Me), 3,38 (3H, H-3" OMe), 2,83 (1H, H-4"), 3,71; 3,85 (2H, H-4" ), 1,91
(2H, H-4" b), 3,53; 3,61 (2H, H-4"c), 7,76 (1H, H-4"d), 4,26 (1H, H-5"), 1,33 (3H, H-5" Me).
13C NMR (400 MHz, acetonitril-ds) [6/ppm]:

178,1 (C-1), 45,28 (C-2), 14,9 (C-2Me), 78,3 (C-3), 42,25 (C-4), 9,3 (C-4 Me), 83,5 (C-5), 73,7
(C-6), 26,68 (C-6 Me), 42,17 (C-7), 26,28 (C-8), 21,79 (C-8 Me), 69,2 (C-9), 36,52 (C-9a),
63,5 (C-10), 7,83 (C-10 Me), 72,4 (C-11), 74,0 (C-12), 16,44 (C-12 Me), 77,27 (C-13), 21,24
(C-14), 11,24 (C-14 Me), 166,9 (C-15), 135,7 (C-16), 136,8 (C-19), 127,71 (C-17, 21), 127,88
(C-18, 20), 141,8 (C-22), 174,2 (C-23), 145,1 (C-24), 130,4 (C-25), 122,3 (C-26), 112,3 (C-
27), 164,4 (C-28), 51,83 (C-29), 102,49 (C-1'), 70,37 (C-2'), 65,22 (C-3"), 38,85 (C-3' NMe),
29,55 (C-4'), 68,03 (C-5), 21,28 (C-5' Me), 95,15 (C-1"), 35,15 (C-2"), 73,89 (C-3"), 18,22 (C-
3" Me), 39,06 (C-3"OMe), 87,29 (C-4"), 73,64 (C-4" a), 29,47 (C-4" b), 38,99 (C-4" C), 64,55
(C-5"), 17,72 (C-5" Me).
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4-trifluorometoksifenil-4"-makrozon (4''-39)

a8Me 5'Me

120H 60H
HO, 11 7 OH
OH 5
12Me W12 11OH  gf"m O 4
. _fMe L 3k, _3NVe
14 W (N ’O Y N
OH

MS (ESI+) m/z 1171,76

'H NMR (400 MHz, acetonitril-ds) [6/ppm]:

2,74 (1H, H-2), 1,18 (3H, H-2 Me), 4,28 (1H, H-3), 1,97 (1H, H-4), 1,04 (3H, H-4 Me), 3,61
(1H, H-5), 1,30 (3H, H-6 Me), 1,67; 1,38 (2H, H-7), 1,99 (1H, H-8), 0,94 (3H, H-8Me), 2,52;
2,22 (2H, H-9), 2,33 (3H, H-9a), 2,80 (1H, H-10), 1,06 (3H, H-10 Me), 3,56 (1H, H-11), 1,06
(3H, H-12 Me), 4,75 (1H, H-13), 1,82; 1,47 (2H, H-14), 0,87 (3H, H-14 Me), 7,92 (2H, H-
17,21), 7,95 (2H, H-18,20), 8,12 (1H, H-22), 7,81 (2H, H-25, 29), 7,33 (2H, H-26, 28), 4,53
(1H, H-1), 3,12 (1H, H-2), 2,44 (1H, H-3"), 2,15 (6H, H-3' NMe), 1,63; 1,11 (2H, H-4'), 3,67
(1H, H-5Y, 1,19 (3H, H-5' Me), 4,93 (1H, H-1"), 2,37; 1,57 (2H, H-2"), 1,24 (3H, H-3" Me),
3,22 (3H, H-3" OMe), 2,89 (1H, H-4"), 3,86; 3,74 (2H, H-4" a), 1,87 (2H, H-4" b), 3,37; 3,68
(2H, H-4"c), 4,31 (1H, H-5"), 1,31 (3H, H-5" Me).

13C NMR (400 MHz, acetonitril-ds) [6/ppm]:

178,7 (C-1), 45,36 (C-2), 14,79 (C-2Me), 78,55 (C-3), 41,74 (C-4), 9,04 (C-4 Me), 83,41 (C-
5), 73,48 (C-6), 27,29 (C-6 Me), 42,33 (C-7), 26,27 (C-8), 21,45 (C-8 Me), 68,84 (C-9), 35,65
(C-9a), 62,10 (C-10), 6,99 (C-10 Me), 74,4 (C-11), 74,05 (C-12), 16,21 (C-12 Me), 77,17 (C-
13), 20,98 (C-14), 10,49 (C-14 Me), 165,64 (C-15), 136,04 (C-16), 136,33 (C-19), 127,45 (C-
17, 21), 127,73 (C-18, 20), 142,5 (C-22), 137,61 (C-24), 127,07 (C-25, 29), 120,84 (C-26, 28),
145,97 (C-27), 102,61 (C-1'), 70,87 (C-2)), 65,44 (C-3"), 39,42 (C-3' NMe), 28,84 (C-4'), 67,97
(C-5, 21,20 (C-5' Me), 95,51 (C-1"), 34,86 (C-2"), 73,73 (C-3"), 20,94 (C-3" Me), 49,13 (C-
3"OMe), 87,32 (C-4"), 73,41 (C-4" a), 29,7 (C-4" b), 38,41 (C-4" ¢), 64,35 (C-5"), 18,08 (C-5"
Me).
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3-fenilpropan-1-il-4"-makrozon (4'*-3h)

9a

MS (ESI+) m/z 1129,68

'H NMR (400 MHz, acetonitril-ds) [6/ppm]:

2,81 (1H, H-2), 1,20 (3H, H-2 Me), 4,28 (1H, H-3), 2,00 (1H, H-4), 1,07 (3H, H-4 Me), 3,61
(1H, H-5), 1,30 (3H, H-6 Me), 1,43; 1,67 (2H, H-7), 2,01 (1H, H-8), 0,92 (3H, H-8Me), 2,25;
2,56 (2H, H-9), 2,38 (3H, H-9a), 3,00 (1H, H-10), 1,10 (3H, H-10 Me), 3,56 (1H, H-11), 1,10
(3H, H-12 Me), 4,78 (1H, H-13), 1,84; 1,49 (2H, H-14), 0,88 (3H, H-14 Me), 7,88 (2H, H-
17,21), 7,86 (2H, H-18,20), 7,96 (1H, H-22), 3,71 (2H, 24), 2,01 (1H, H-25), 2,72 (1H, H-26),
7,28 (2H, H-28,32), 7,31 (2H, H-29,31), 7,21 (1H, H-30), 4,53 (1H, H-1), 3,20 (1H, H-2"), 2,77
(1H, H-3), 2,20 (6H, H-3' NMez), 1,66; 1,13 (2H, H-4), 3,75 (1H, H-5"), 1,19 (3H, H-5' Me),
4,92 (1H, H-1"), 2,37; 1,57 (2H, H-2"), 1,25 (3H, H-3" Me), 3,25 (3H, H-3" OMe), 2,89 (1H,
H-4"), 3,85; 3,74 (2H, H-4" a), 1,87 (2H, H-4" b), 3,39; 3,62 (2H, H-4"c), 7,44 (1H, H-4"d),
4,31 (1H, H-5"), 1,31 (3H, H-5" Me).

13C NMR (400 MHz, acetonitril-ds) [6/ppm]:

178,4 (C-1), 45,08 (C-2), 14,61 (C-2Me), 78,33 (C-3), 41,68 (C-4), 8,91 (C-4 Me), 83,33 (C-
5), 73,72 (C-6), 26,98 (C-6 Me), 42,2 (C-7), 26,11 (C-8), 21,44 (C-8 Me), 68,68 (C-9), 35,80
(C-9a), 63,06 (C-10), 7,0 (C-10 Me), 74,81 (C-11), 73,1 (C-12), 16,6 (C-12 Me), 76,83 (C-13),
20,93 (C-14), 10,72 (C-14 Me), 165,68 (C-15), 135,85 (C-16), 136,31 (C-19), 127,38(C-17,
21), 127,42 (C-18, 20), 141,1 (C-22), 178,0 (C-23), 43,7 (C-24), 30,86 (C-25), 32,86 (C-26),
142,0 (C-27), 128,42 (C-28,32), 128,42 (C-29,31), 125,89 (C-30), 102,55 (C-1'), 70,73 (C-2)),
65,50 (C-3"), 39,34 (C-3' NMe), 28,88 (C-4'), 67,78 (C-5"), 21,1 (C-5' Me), 95,46 (C-1"), 35,02
(C-2"), 73,79 (C-3"), 21,01 (C-3" Me), 49,0 (C-3"OMe), 87,35 (C-4"), 72,96 (C-4" a), 29,74
(C-4" b), 38,39 (C-4" ¢), 64,48 (C-5"), 18,16 (C-5" Me).
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4-(piperidin-1-ilsulfonil)fenil-4"-makrozon (4"-3i)

22a 29b 3 3

H 20
N/N\T"/N 24 28 (34 Y31
18 ‘ 27 N
19-22 S 25 < 30
26 4 Ng
20 e

MS (ESI+) m/z 1234,83

'H NMR (400 MHz, acetonitril-ds) [6/ppm]:

2,74 (1H, H-2), 1,16 (3H, H-2 Me), 4,30 (1H, H-3), 1,95 (1H, H-4), 1,06 (3H, H-4 Me), 3,62
(1H, H-5), 1,31 (3H, H-6 Me), 1,71; 1,49 (2H, H-7), 2,01 (1H, H-8), 0,95 (3H, H-8Me), 2,33;
2,52 (2H, H-9), 2,34 (3H, H-9a), 2,83 (1H, H-10), 1,07 (3H, H-10 Me), 3,59 (1H, H-11), 1,02
(3H, H-12 Me), 4,75 (1H, H-13), 1,82; 1,46 (2H, H-14), 0,87 (3H, H-14 Me), 7,92 (2H, H-
17,21), 7,75 (2H, H-18,20), 8,14 (1H, H-22), 7,93 (2H, H-25,29), 8,12 (2H, H-26,28), 3,0 (2H,
H-30,34), 1,63 (2H, H-31,33), 1,44 (1H, H-32), 4,55 (1H, H-1"), 3,13 (1H, H-2'), 2,46 (1H, H-
3), 2,14 (6H, H-3' NMey), 1,64; 1,13 (2H, H-4"), 3,67 (1H, H-5'), 1,24 (3H, H-5' Me), 4,93 (1H,
H-1"), 2,34; 1,57 (2H, H-2"), 1,2 (3H, H-3" Me), 3,19 (3H, H-3" OMe), 2,9 (1H, H-4"), 3,89;
3,76 (2H, H-4" a), 1,88 (2H, H-4" b), 3,36; 3,71 (2H, H-4"c), 7,67 (1H, H-4"d), 4,32 (1H, H-
5", 1,31 (3H, H-5" Me).

13C NMR (400 MHz, acetonitril-ds) [6/ppm]:

178,32 (C-1), 45,35 (C-2), 14,85 (C-2Me), 78,75 (C-3), 41,82 (C-4), 9,09 (C-4 Me), 83,54 (C-
5), 73,81 (C-6), 27,22 (C-6 Me), 42,67 (C-7), 26,3 (C-8), 21,53 (C-8 Me), 68,63 (C-9), 35,76
(C-9a), 62,06 (C-10), 7,05 (C-10 Me), 73,66 (C-11), 74,49 (C-12), 16,17 (C-12 Me), 77,01 (C-
13), 20,99 (C-14), 10,54 (C-14 Me), 165,75 (C-15), 136,3 (C-16), 136,03 (C-19), 127,59 (C-
17, 21), 127,91 (C-18, 20), 142,95 (C-22), 142,7 (C-24), 127,53 (C-25,29), 123,92 (C-26,28),
132,03 (C-27), 47,01 (C-30,34), 25,06 (C-31,33), 23,23 (C-32), 102,81 (C-1), 70,83 (C-2),
65,34 (C-3"), 39,53 (C-3' NMe), 28,96 (C-4'), 68,08 (C-5"), 21,02 (C-5' Me), 95,66 (C-1"), 35,02
(C-2"), 74,3 (C-3"), 21,12 (C-3" Me), 49,05 (C-3"OMe), 87,15 (C-4"), 73,5 (C-4" a), 29,62 (C-
4" b), 38,79 (C-4" ¢), 64,41 (C-5"), 17,96 (C-5" Me).
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3,4-metilendioksifenil-4"-makrozon (4''-3j)

MS (ESI+) m/z 1131,91

'H NMR (400 MHz, acetonitril-ds) [6/ppm]:

2,76 (1H, H-2), 1,17 (3H, H-2 Me), 4,30 (1H, H-3), 1,96 (1H, H-4), 1,04 (3H, H-4 Me), 3,61
(1H, H-5), 1,28 (3H, H-6 Me), 1,36; 1,63 (2H, H-7), 1,97 (1H, H-8), 0,91 (3H, H-8Me), 2,16;
2,47 (2H, H-9), 2,29 (3H, H-9a), 2,76 (1H, H-10), 1,05 (3H, H-10 Me), 3,57 (1H, H-11), 1,06
(3H, H-12 Me), 4,75 (1H, H-13), 1,83; 1,47 (2H, H-14), 0,87 (3H, H-14 Me), 7,90 (2H, H-
17,21), 7,93 (2H, H-18,20), 8,07 (LH, H-22), 7,22 (1H, H-25), 6,85 (1H, H-26), 6,98 (1H, H-
29), 6,02 (2H, H-30), 4,51 (1H, H-1'), 3,06 (1H, H-2'), 2,36 (1H, H-3), 2,12 (6H, H-3' NMey),
1,58; 1,08 (2H, H-4'), 3,66 (1H, H-5"), 1,24 (3H, H-5' Me), 4,95 (1H, H-1"), 2,38; 1,57 (2H, H-
2"), 1,17 (3H, H-3" Me), 3,24 (3H, H-3" OMe), 2,88 (1H, H-4"), 3,85; 3,74 (2H, H-4" a), 1,87
(2H, H-4" b), 3,39; 3,62 (2H, H-4"c), 4,32 (1H, H-5"), 1,30 (3H, H-5" Me).

13C NMR (400 MHz, acetonitril-ds) [6/ppm]:

178,71 (C-1), 45,36 (C-2), 14,71 (C-2Me), 78,47 (C-3), 41,84 (C-4), 8,96 (C-4 Me), 83,18 (C-
5), 73,41 (C-6), 27,42 (C-6 Me), 42,47 (C-7), 26,42 (C-8), 21,55 (C-8 Me), 69,08 (C-9), 35, 6
(C-9a), 61,80 (C-10), 6,81 (C-10 Me), 74,96 (C-11), 74,3 (C-12), 16,44 (C-12 Me), 77,05 (C-
13), 20,92 (C-14), 10,49 (C-14 Me), 165,83 (C-15), 135,04 (C-16), 136,47 (C-19), 127,39 (C-
17,21), 127,70 (C-18, 20), 142,06 (C-22), 132,82 (C-24), 107,59 (C-25), 145,97 (C-28), 146,99
(C-27), 107,46 (C-28), 119,22 (C-29), 101,73 (C-30), 102,76 (C-1'), 71,01 (C-2'), 65,22 (C-3),
39,60 (C-3' NMe), 28,79 (C-4"), 68,06 (C-5'), 20,99 (C-5' Me), 95,40 (C-1"), 35,07 (C-2"),
73,89 (C-3"), 21,28 (C-3" Me), 49,09 (C-3"OMe), 87,39 (C-4"), 73,24 (C-4" a), 29,72 (C-4"
b), 38,54 (C-4" c), 64,42 (C-5"), 18,27 (C-5" Me).

Ivana Mikulandra Doktorska disertacija



§ 3. Eksperimentalni dio 90

Tetrahidrofuran-2-ilmetil-4"-makrozon (4''-3Kk)

9a

MS (ESI+) m/z 1095,81

'H NMR (400 MHz, acetonitril-ds) [6/ppm]:

2,79 (1H, H-2), 1,19 (3H, H-2 Me), 4,29 (1H, H-3), 2,01 (1H, H-4), 1,07 (3H, H-4 Me), 3,59
(1H, H-5), 1,30 (3H, H-6 Me), 1,63; 1,43 (2H, H-7), 2,03 (1H, H-8), 0,93 (3H, H-8Me), 2,32;
2,54 (2H, H-9), 2,37 (3H, H-9a), 2,87 (1H, H-10), 1,11 (3H, H-10 Me), 3,61 (1H, H-11), 1,08
(3H, H-12 Me), 4,81 (1H, H-13), 1,86; 1,47 (2H, H-14), 0,88 (3H, H-14 Me), 7,97 (2H, H-
17,21), 7,90 (2H, H-18,20), 8,03 (1H, H-22), 8,09 (1H, H-22a), 3,62; 3,86 (2H, H-24), 4,15
(1H, H-25), 2,00; 1,65 (2H, H-26), 1,91 (2H, H-27), 3,88;3,75 (2H, H-28), 4,53 (1H, H-1'), 3,14
(1H, H-2), 2,55 (1H, H-3", 2,23 (6H, H-3' NMey), 1,67; 1,14 (2H, H-4"), 3,69 (1H, H-5), 1,19
(3H, H-5' Me), 4,95 (1H, H-1"), 2,36; 1,58 (2H, H-2"), 1,25 (3H, H-3" Me), 3,28 (3H, H-3"
OMe), 2,89 (1H, H-4"), 3,86; 3,74 (2H, H-4" a), 1,87 (2H, H-4" b), 3,41; 3,61 (2H, H-4"c), 7,53
(1H, H-4"d), 4,32 (1H, H-5"), 1,31 (3H, H-5" Me).

13C NMR (400 MHz, acetonitril-ds) [6/ppm]:

178,4 (C-1), 45,32 (C-2), 14,50 (C-2Me), 78,16 (C-3), 41,95 (C-4), 8,68 (C-4 Me), 83,31 (C-
5), 73,54 (C-6), 27,08 (C-6 Me), 42,0 (C-7), 26,27 (C-8), 21,49 (C-8 Me), 68,43 (C-9), 35,75
(C-9a), 62,39 (C-10), 7,28 (C-10 Me), 74,36 (C-11), 74,35 (C-12), 16,41 (C-12 Me), 76,86 (C-
13), 20,97 (C-14), 10,54 (C-14 Me), 165,8 (C-15), 135,96 (C-16), 136,83 (C-19), 127,58 (C-
17, 21), 127,24 (C-18, 20), 141,51 (C-22), 178,18 (C-23), 48,04 (C-24), 77,07 (C-25), 28,39
(C-26), 25,37 (C-27), 67,68 (C-28), 102,46 (C-1'), 70,82 (C-2), 65,41 (C-3"), 39,55 (C-3' NMe),
29,36 (C-4), 67,80 (C-5"), 21,12 (C-5' Me), 95,28 (C-1"), 34,93 (C-2"), 73,79 (C-3"), 20,82 (C-
3" Me), 49,07 (C-3"OMe), 87,47 (C-4"), 73,11 (C-4" a), 29,68 (C-4" b), 38,35 (C-4" C), 64,58
(C-5"), 18,40 (C-5" Me).
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3.6.2. Priprava 3-makrozona (klasa I1)

2-feniletil-3-makrozon (3-3a)

20 22
3-3a A=
s NH 22b

MS (ESI+) m/z 957,57
'H NMR (400 MHz, acetonitril-ds) [6/ppm]:

2,83 (1H, H-2), 1,30 (3H, H-2 Me), 3,46 (1H, H-3), 2,10 (1H, H-4), 0,94 (3H, H-4 Me), 3,64
(1H, H-5), 1,23 (3H, H-6 Me), 1,57; 1,38 (2H, H-7), 1,94 (1H, H-8), 0,91 (3H, H-8Me), 2,50;
2,17 (2H, H-9), 2,43 (3H, H-9a), 2,85 (1H, H-10), 1,08 (3H, H-10 Me), 3,56 (1H, H-11), 1,05
(3H, H-12 Me), 4,79 (1H, H-13), 1,85; 1,52 (2H, H-14), 0,89 (3H, H-14 Me), 7,85 (2H, H-
17,21), 7,77 (2H, H-18,20), 7,96 (1H, H-22), 3,91 (2H, H-24), 3,01 (2H, H-25), 7,37 (2H, H-
27,31), 7,34 (2H, H-28,30), 7,28 (1H, H-29), 4,48 (1H, H-1'), 3,17 (1H, H-2"), 2,76 (1H, H-3'),
2,39 (6H, H-3' NMey), 1,78; 1,26 (2H, H-4'), 3,57 (1H, H-5"), 1,18 (3H, H-5' Me), 3,80 (2H, H-
3 a), 1,98 (2H, H-3 b), 3,48 (2H, H-3 ¢), 7,43 (2H, H-3 d).

13C NMR (400 MHz, acetonitril-ds) [6/ppm]:

178,2 (C-1), 44,3 (C-2), 15,73 (C-2Me), 85,8(C-3), 37,44 (C-4), 8,2 (C-4 Me), 84,4 (C-5), 73,3
(C-6), 25,67 (C-6 Me), 40,91 (C-7), 25,86 (C-8), 21,52 (C-8 Me), 69,5(C-9), 36,18 (C-9a), 62,4
(C-10), 7,43 (C-10 Me), 75,6 (C-11), 74,2 (C-12), 16,5 (C-12 Me), 77,5 (C-13), 20,84 (C-14),
10,32 (C-14 Me), 165,9 (C-15), 135,75 (C-16), 136,72 (C-19), 127,38 (C-17, 21), 127,07 (C-
18, 20), 141,07 (C-22), 177,81 (C-23), 45,1 (C-24), 34,78 (C-25), 139,32 (C-26), 128,93 (C-
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27,31), 126,45 (C-28,30), 126,47 (C-29), 101,7 (C-1'), 70,3 (C-2'), 65,2 (C-3"), 39,46 (C-3'
NMes), 28,95 (C-4'), 68,7 (C-5'), 20,46 (C-5' Me), 72,8 (C-3 a), 30,08 (C-3 b), 37,47 (C-3 ¢).

Naftalen-1-il-3-makrozon (3-3d)

MS (ESI+) m/z 979,56
'H NMR (400 MHz, acetonitril-ds) [6/ppm]:

2,81 (1H, H-2), 1,28 (3H, H-2 Me), 3,41 (1H, H-3), 2,15 (1H, H-4), 0,97 (3H, H-4 Me), 3,64
(1H, H-5), 1,18 (3H, H-6 Me), 1,51; 1,32 (2H, H-7), 1,9 (1H, H-8), 0,9 (3H, H-8Me), 2,42; 2,14
(2H, H-9), 2,3 (3H, H-9a), 2,81 (1H, H-10), 1,05 (3H, H-10 Me), 3,55 (1H, H-11), 1,02 (3H,
H-12 Me), 4,76 (1H, H-13), 1,83; 1,51 (2H, H-14), 0,87 (3H, H-14 Me), 7,86 (2H, H-17,21),
7,94 (2H, H-18,20), 8,15 (1H, H-22), 7,98 (3H, H-25, 26, 27), 7,58 (4H, H-29, 30, 31, 32), 4,48
(1H, H-1'), 3,07 (1H, H-2), 2,53 (1H, H-3"), 2,24 (6H, H-3' NMey), 1,65: 1,15 (2H, H-4"), 3,49
(1H, H-5", 1,13 (3H, H-5' Me), 3,81 (2H, H-3 a), 1,96 (2H, H-3 b), 3,47 (2H, H-3 c), 7,43
(2H,H-3 d).

13C NMR (400 MHz, acetonitril-ds) [6/ppm]:

178,2 (C-1), 44,1 (C-2), 15,5 (C-2Me), 86,02 (C-3), 37,40 (C-4), 8,5 (C-4 Me), 84,03 (C-5),
73,3 (C-6), 26,1 (C-6 Me), 41,29 (C-7), 26,4 (C-8), 20,7 (C-8 Me), 69,54(C-9), 35,7 (C-9a),
61,57 (C-10), 6,4 (C-10 Me), 76,53 (C-11), 74,2 (C-12), 16,1 (C-12 Me), 77,5 (C-13), 20,8 (C-
14), 9,9 (C-14 Me), 166,0 (C-15), 136,13 (C-16), 136,6 (C-19), 127,34 (C-17, 21), 127,34 (C-
18, 20), 142,13 (C-22), 122,88 (C-25, 26, 27), 126,30 (C-29, 30, 31, 32), 101,7 (C-1'), 70,72
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(C-2'), 65,29 (C-3), 39,84 (C-3' NMey), 28,6 (C-4'), 68,91 (C-5'), 20,7 (C-5' Me), 72,98 (C-3
a), 30,24 (C-3 b), 37,58 (C-3 ¢).

Benzil-3-makrozon (3-3e)

9

10Me 8 Lonti8Me 5Me
120H 60H
HO, 11 7 OH

OH 5

12Me W12 11CH  gYfum O7 2 g

6Me
U3 4Me, . I >3 3'NMe
1A N g . “tyy 2 N/

)

20 2 2
3-3e )\ 22b

MS (ESI+) m/z 943,56
'H NMR (400 MHz, acetonitril-ds) [6/ppm]:

2,83 (1H, H-2), 1,30 (3H, H-2 Me), 3,46 (1H, H-3), 2,10 (1H, H-4), 0,94 (3H, H-4 Me), 3,64
(1H, H-5), 1,23 (3H, H-6 Me), 1,57; 1,38 (2H, H-7), 1,94 (1H, H-8), 0,91 (3H, H-8Me), 2,50;
2,17 (2H, H-9), 2,30 (3H, H-9a), 2,80 (1H, H-10), 1,05 (3H, H-10 Me), 3,56 (LH, H-11), 1,05
(3H, H-12 Me), 4,79 (1H, H-13), 1,85; 1,52 (2H, H-14), 0,89 (3H, H-14 Me), 7,85 (2H, H-
17,21), 7,77 (2H, H-18,20), 7,96 (1H, H-22), 4,93 (2H, H-24), 3,01 (2H, H-25), 7,37 (2H, H-
27,31), 7,34 (2H, H-28,30), 7,28 (1H, H-29), 4,48 (1H, H-1'), 3,17 (1H, H-2"), 2,51 (1H, H-3'),
2,24 (6H, H-3' NMey), 1,66; 1,14 (2H, H-4'), 3,57 (1H, H-5"), 1,18 (3H, H-5' Me), 3,80 (2H, H-
3 a), 1,98 (2H, H-3 b), 3,48 (2H, H-3 ¢), 7,43 (2H, H-3 d).

13C NMR (400 MHz, acetonitril-ds) [6/ppm]:

178,2 (C-1), 44,3 (C-2), 15,73 (C-2Me), 85,8(C-3), 37,44 (C-4), 8,2 (C-4 Me), 84,4 (C-5), 73,3
(C-6), 25,67 (C-6 Me), 40,91 (C-7), 25,86 (C-8), 21,52 (C-8 Me), 69,5(C-9), 39,70 (C-9a), 61,2
(C-10), 6,38 (C-10 Me), 75,6 (C-11), 74,2 (C-12), 16,5 (C-12 Me), 77,5 (C-13), 20,84 (C-14),
10,32 (C-14 Me), 165,9 (C-15), 135,75 (C-16), 136,72 (C-19), 127,38 (C-17, 21), 127,07 (C-
18, 20), 141,07 (C-22), 177,81 (C-23), 46,93 (C-24), 34,78 (C-25), 139,32 (C-26), 128,93 (C-
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27,31), 126,45 (C-28,30), 126,47 (C-29), 101,7 (C-1'), 70,3 (C-2'), 65,5 (C-3"), 39,46 (C-3'
NMey), 28,77 (C-4), 68,7 (C-5'), 20,46 (C-5' Me), 72,8 (C-3 a), 30,08 (C-3 b), 37,47 (C-3 ¢).

Metil-3-tiofen-2-karboksil-3-makrozon (3-3f)

9a

3-3f s NH 220 o 2

MS (ESI+) m/z 993,5
'H NMR (400 MHz, acetonitril-ds) [6/ppm]:

2,77 (1H, H-2), 1,25 (3H, H-2 Me), 3,41 (1H, H-3), 2,13 (1H, H-4), 0,98 (3H, H-4 Me), 3,63
(1H, H-5), 1,18 (3H, H-6 Me), 1,53:; 1,34 (2H, H-7), 1,84 (1H, H-8), 0,90 (3H, H-8Me), 2,42;
2,16 (2H, H-9), 2,31 (3H, H-9a), 2,80 (1H, H-10), 1,05 (3H, H-10 Me), 3,56 (1H, H-11), 0,99
(3H, H-12 Me), 4,79 (1H, H-13), 1,82; 1,47 (2H, H-14), 0,86 (3H, H-14 Me), 7,90 (2H, H-
17,21), 8,05 (2H, H-18,20), 8,11 (1H, H-22), 12,29 (1H, H-23a), 8,98 (1H, H-25), 7,70 (1H, H-
26), 3,93 (3H, H-29), 4,44 (1H, H-1'), 3,08 (1H, H-2"), 2,47 (1H, H-3"), 2,25 (6H, H-3' NMey),
1,63; 1,14 (2H, H-4"), 3,47 (1H, H-5), 1,14 (3H, H-5' Me), 3,81 (2H, H-3 a), 1,98 (2H, H-3 b),
3,50 (2H, H-3 ¢), 7,24 (2H, H-3 d).

13C NMR (400 MHz, acetonitril-ds) [6/ppm]:

177,3 (C-1), 44,46 (C-2), 15,54 (C-2Me), 86,1 (C-3), 37,38 (C-4), 8,6 (C-4 Me), 84,2 (C-5),
73,22 (C-6), 26,06 (C-6 Me), 40,98 (C-7), 26,19 (C-8), 20,8 (C-8 Me), 69,33 (C-9), 35,75 (C-
9a), 61,79 (C-10), 6,23 (C-10 Me), 76,1 (C-11), 74,4 (C-12), 16,31 (C-12 Me), 77,3 (C-13),
20,78 (C-14), 10,27 (C-14 Me), 166,9 (C-15), 136,3 (C-16), 136,6 (C-19), 127,67 (C-17, 21),
127,67 (C-18, 20), 142,26 (C-22), 174,2 (C-23), 145,1 (C-24), 122,1 (C-25), 131,3 (C-26),
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112,3 (C-27), 164,4 (C-28), 51,83 (C-29), 101,39 (C-1"), 70,06 (C-2"), 64,87 (C-3"), 39,68 (C-
3' NMey), 29,48 (C-4"), 68,85 (C-5"), 20,71 (C-5' Me), 73, 2 (C-3 a), 30,19 (C-3 b), 37,6 (C-3
c).

4-trifluorometoksifenil-3-makrozon (3-3g)

9a

5'Me

120H 60H
Ho, 11 OH
12me Y12 11oH oY O7 % R
- B s _3NMe
14 W e is) < N

14Me o 2o 3NMe
2Me 3@ N\ 3b
3c Ny 3d
1 17
o 1 18
19
21 AN~ 228
20
3-3g s 220
24
25 29
26 28

OCF3

MS (ESI+) m/z 1015,6
'H NMR (400 MHz, acetonitril-ds) [6/ppm]:

2,77 (1H, H-2), 1,24 (3H, H-2 Me), 3,39 (1H, H-3), 2,07 (1H, H-4), 0,92 (3H, H-4 Me), 3,59
(1H, H-5), 1,16 (3H, H-6 Me), 1,53; 1,29 (2H, H-7), 1,84 (1H, H-8), 0,85 (3H, H-8Me), 2,40;
2,12 (2H, H-9), 2,26 (3H, H-9a), 2,76 (1H, H-10), 1,01 (3H, H-10 Me), 3,51 (1H, H-11), 0,99
(3H, H-12 Me), 4,79 (1H, H-13), 1,82; 1,46 (2H, H-14), 0,81 (3H, H-14 Me), 7,90 (2H, H-
17,21), 7,83 (2H, H-18,20), 8,08 (1H, H-22), 7,69 (2H, H-25, 29), 7,30 (2H, H-26, 28), 4,42
(1H, H-1'), 3,09 (1H, H-2), 2,52 (1H, H-3"), 2,22 (6H, H-3' NMey), 1,62; 1,12 (2H, H-4"), 3,46
(1H, H-5'), 1,18 (3H, H-5' Me), 3,76 (2H, H-3 a), 1,94 (2H, H-3 b), 3,44 (2H, H-3 ¢), 7,57 (2H,
H-3 d).

13C NMR (400 MHz, acetonitril-ds) [6/ppm]:

177,3 (C-1), 44,46 (C-2), 15,54 (C-2Me), 85,93 (C-3), 37,38 (C-4), 8,58 (C-4 Me), 84,28 (C-
5), 73,22 (C-6), 26,04 (C-6 Me), 40,98 (C-7), 26,19 (C-8), 20,73 (C-8 Me), 69,33 (C-9), 35,75
(C-9a), 61,82 (C-10), 6,19 (C-10 Me), 75,73 (C-11), 74,4 (C-12), 16,31 (C-12 Me), 77,46 (C-
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13), 20,78 (C-14), 10,09 (C-14 Me), 166,9 (C-15), 136,0 (C-16), 136,58 (C-19), 127,58 (C-17,
21), 127,58 (C-18, 20), 142,71 (C-22), 137,82 (C-24), 127,26 (C-25, 29), 121,04 (C-26, 28),
146,54 (C-27), 121,09 (C-30), 101,39 (C-1'), 71,01 (C-2'), 64,87 (C-3), 39,68 (C-3' NMey),
29,48 (C-4'), 68,85 (C-5'), 20,47 (C-5' Me), 72,72 (C-3 a), 30,06 (C-3 b), 37,39 (C-3 c).

3-fenilpropan-1-il-3-makrozon (3-3h)

9a

,,,,, neMe  gme

N
10Me A
120H 6OH
HO, 11 . CH
OH o5
12Me W12 110H 8 é'll\,!l 4
Lzame,, LMe 3y _3NMe
14 W o . s N
1 I

o)

-
o OH
Z) 20H 3NMe

14Me o 2

19
21 # N\NHZZE
0 22
)@
§% N2

24 25

3-3h

32
26822 31

28 30
29

MS (ESI+) m/z 971,6
'H NMR (400 MHz, acetonitril-ds) [6/ppm]:

2,77 (1H, H-2), 1,25 (3H, H-2 Me), 3,38 (1H, H-3), 2,11 (1H, H-4), 0,94 (3H, H-4 Me), 3,59
(1H, H-5), 1,15 (3H, H-6 Me), 1,50; 1,30 (2H, H-7), 1,84 (1H, H-8), 0,87 (3H, H-8Me), 2,40;
2,12 (2H, H-9), 2,27 (3H, H-9a), 2,77 (1H, H-10), 1,02 (3H, H-10 Me), 3,53 (1H, H-11), 0,99
(3H, H-12 Me), 4,74 (1H, H-13), 1,82; 1,47 (2H, H-14), 0,83 (3H, H-14 Me), 7,88 (2H, H-
17,21), 7,86 (2H, H-18,20), 7,96 (1H, H-22), 3,67 (2H, 24), 1,98 (1H, H-25), 2,67 (1H, H-26),
7,28 (2H, H-28,32), 7,31 (2H, H-29,31), 7,21 (1H, H-30), 4,56 (1H, H-1"), 3,05 (1H, H-2), 2,47
(1H, H-3), 2,22 (6H, H-3' NMe), 1,63; 1,11 (2H, H-4'), 3,47 (1H, H-5), 1,10 (3H, H-5' Me),
3,77 (2H, H-3 a), 1,94 (2H, H-3 b), 3,44 (2H, H-3 ¢), 7,24 (2H, H-3 d).

13C NMR (400 MHz, acetonitril-ds) [6/ppm]:

177,3 (C-1), 44,46 (C-2), 15,54 (C-2Me), 85,93 (C-3), 37,38 (C-4), 8,58 (C-4 Me), 84,28 (C-
5), 73,22 (C-6), 26,04 (C-6 Me), 40,98 (C-7), 26,19 (C-8), 20,73 (C-8 Me), 69,33 (C-9), 35,75
(C-9a), 61,82 (C-10), 6,19 (C-10 Me), 75,73 (C-11), 74,4 (C-12), 16,31 (C-12 Me), 77,46 (C-
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13), 20,78 (C-14), 10,09 (C-14 Me), 166,3 (C-15), 136,35 (C-16), 136,81 (C-19), 127,34 (C-
17, 21), 127,34 (C-18, 20), 141,3 (C-22), 178,0 (C-23), 43,76 (C-24), 30,51 (C-25), 32,75 (C-
26), 142,16 (C-27), 128,41 (C-28,32), 128,41 (C-29,31), 125,82 (C-30), 101,0 (C-1), 71,01 (C-
2'), 64,87 (C-3"), 39,68 (C-3' NMey), 29,48 (C-4'), 68,85 (C-5'), 20,47 (C-5' Me), 72,72 (C-3 a),
30,06 (C-3 b), 37,39 (C-3 ¢).

4-(piperidin-1-ilsulfonil)fenil-3-makrozon (3-3i)

N

\\\\\ W 8Me 5Me

10Me
10
120H 60OH
HO, 11 7 OH
OH o~
----------

rave :§4M11OH : é,Me 1 :: 3'NM

140 el;,l"' ", . e e

0

0

3-3i %

MS (ESI+) m/z 1076,5
'H NMR (400 MHz, acetonitril-ds) [6/ppm]:

2,77 (1H, H-2), 1,25 (3H, H-2 Me), 3,41 (1H, H-3), 2,13 (1H, H-4), 0,95 (3H, H-4 Me), 3,63
(1H, H-5), 1,18 (3H, H-6 Me), 1,53; 1,34 (2H, H-7), 1,84 (1H, H-8), 0,89 (3H, H-8Me), 2,42;
2,16 (2H, H-9), 2,31 (3H, H-9a), 2,80 (1H, H-10), 1,05 (3H, H-10 Me), 3,56 (1H, H-11), 0,99
(3H, H-12 Me), 4,81 (1H, H-13), 1,82; 1,47 (2H, H-14), 0,86 (3H, H-14 Me), 7,87 (2H, H-
17,21), 7,94 (2H, H-18,20), 8,11 (1H, H-22), 7,95 (2H, H-25,29), 8,13 (2H, H-26,28), 3,01 (2H,
H-30,34), 1,60 (2H, H-31,33), 1,42 (1H, H-32), 4,42 (1H, H-1'), 3,08 (1H, H-2"), 2,47 (1H, H-
3), 2,25 (6H, H-3' NMey), 1,63; 1,14 (2H, H-4), 3,47 (1H, H-5), 1,14 (3H, H-5' Me), 3,81 (2H,
H-3 a), 1,98 (2H, H-3 b), 3,50 (2H, H-3 c).

13C NMR (400 MHz, acetonitril-ds) [6/ppm]:
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177,3 (C-1), 44,46 (C-2), 15,54 (C-2Me), 86,1 (C-3), 37,38 (C-4), 8,6 (C-4 Me), 84,2 (C-5),
73,22 (C-6), 26,06 (C-6 Me), 40,98 (C-7), 26,19 (C-8), 20,8 (C-8 Me), 69,33 (C-9), 35,75 (C-
9a), 61,79 (C-10), 6,23 (C-10 Me), 76,1 (C-11), 74,4 (C-12), 16,31 (C-12 Me), 77,3 (C-13),
20,78 (C-14), 10,27 (C-14 Me), 166,9 (C-15), 136,3 (C-16), 136,6 (C-19), 127,67 (C-17, 21),
127,67 (C-18, 20), 142,26 (C-22), 142,7 (C-24), 127,53 (C-25,29), 123,92 (C-26,28), 132,03
(C-27), 47,01 (C-30,34), 25,06 (C-31,33), 23,23 (C-32), 101,39 (C-1'), 70,06 (C-2'), 64,87 (C-
3, 39,68 (C-3' NMey), 29,48 (C-4"), 68,85 (C-5'), 20,71 (C-5' Me), 73, 2 (C-3 a), 30,19 (C-3
b), 37,6 (C-3 c).

3,4-metilendioksifenil-3-makrozon (3-3j)

9a

3-3j 24

MS (ESI+) m/z 973,5
'H NMR (400 MHz, acetonitril-ds) [6/ppm]:

2,77 (1H, H-2), 1,25 (3H, H-2 Me), 3,38 (1H, H-3), 2,11 (1H, H-4), 0,94 (3H, H-4 Me), 3,59
(1H, H-5), 1,19 (3H, H-6 Me), 1,54: 1,33 (2H, H-7), 1,84 (1H, H-8), 0,87 (3H, H-8Me), 2,44;
2,16 (2H, H-9), 2,31 (3H, H-9a), 2,80 (1H, H-10), 1,05 (3H, H-10 Me), 3,57 (1H, H-11), 0,99
(3H, H-12 Me), 4,74 (1H, H-13), 1,82; 1,47 (2H, H-14), 0,87 (3H, H-14 Me), 7,86 (2H, H-
17,21), 7,90 (2H, H-18,20), 8,07 (1H, H-22), 7,22 (1H, H-25), 6,85 (1H, H-28), 6,98 (1H, H-
29), 6,02 (2H, H-30), 4,44 (1H, H-1'), 3,08 (1H, H-2"), 2,47 (1H, H-3"), 2,25 (6H, H-3' NMey),
1,63; 1,14 (2H, H-4"), 3,47 (1H, H-5, 1,13 (3H, H-5' Me), 3,80 (2H, H-3 a), 1,94 (2H, H-3 b),
3,47 (2H, H-3 ¢), 7,24 (2H, H-3 d).

13C NMR (400 MHz, acetonitril-ds) [é/ppm]:

Ivana Mikulandra Doktorska disertacija



§ 3. Eksperimentalni dio 99

177,3 (C-1), 44,46 (C-2), 15,54 (C-2Me), 85,93 (C-3), 37,38 (C-4), 8,58 (C-4 Me), 84,28 (C-
5), 73,22 (C-6), 26,04 (C-6 Me), 40,98 (C-7), 26,19 (C-8), 20,73 (C-8 Me), 69,5 (C-9), 35,9 (C-
9a), 61,7 (C-10), 6,3 (C-10 Me), 76,29 (C-11), 74,4 (C-12), 16,31 (C-12 Me), 77,46 (C-13),
20,78 (C-14), 10,2 (C-14 Me), 165,83 (C-15), 135,04 (C-16), 136,47 (C-19), 127,39 (C-17, 21),
127,70 (C-18, 20), 142,06 (C-22), 132,82 (C-24), 107,59 (C-25), 145,97 (C-26), 146,99 (C-27),
107,46 (C-28), 119,22 (C-29), 101,73 (C-30), 101,39 (C-1'), 71,01 (C-2'), 64,87 (C-3"), 39,8
(C-3' NMey), 29,48 (C-4'), 68,85 (C-5"), 20,47 (C-5' Me), 72,72 (C-3 a), 30,06 (C-3 b), 37,5 (C-
30).

Tetrahidrofuran-2-ilmetil-3-makrozon (3-3k)

3-3k Qakzto>
28
MS (ESI+) m/z 936,5

'H NMR (400 MHz, acetonitril-ds) [6/ppm]:

2,78 (1H, H-2), 1,25 (3H, H-2 Me), 3,39 (1H, H-3), 2,10 (1H, H-4), 0,94 (3H, H-4 Me), 3,59
(1H, H-5), 1,15 (3H, H-6 Me), 1,51; 1,30 (2H, H-7), 1,84 (1H, H-8), 0,86 (3H, H-8Me), 2,40;
2,12 (2H, H-9), 2,28 (3H, H-9a), 2,76 (1H, H-10), 1,02 (3H, H-10 Me), 3,53 (1H, H-11), 1,00
(3H, H-12 Me), 4,75 (1H, H-13), 1,81; 1,47 (2H, H-14), 0,83 (3H, H-14 Me), 7,82 (2H, H-
17,21), 7,78 (2H, H-18,20), 7,96 (1H, H-22), 7,97 (1H, H-22b), 3,63; 3,81 (2H, H-24), 4,13
(1H, H-25), 1,97; 1,63 (2H, H-26), 1,88 (2H, H-27), 3,85; 3,71 (2H, H-28), 4,43 (1H, H-1'),
3,05 (1H, H-2), 2,48 (1H, H-3"), 2,22 (6H, H-3' NMey), 1,62; 1,11 (2H, H-4"), 3,47 (1H, H-5"),
1,09 (3H, H-5' Me), 3,77 (2H, H-3 a), 1,94 (2H, H-3 b), 3,44 (2H, H-3 ¢), 7,29 (2H, H-3 d).

13C NMR (400 MHz, acetonitril-ds) [6/ppm]:
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177,3 (C-1), 44,3 (C-2), 15,64 (C-2Me), 86,0 (C-3), 37,5 (C-4), 8,64 (C-4 Me), 84,20 (C-5),
73,04 (C-6), 26,20 (C-6 Me), 41,08 (C-7), 26,07 (C-8), 20,83 (C-8 Me), 69,46 (C-9), 35,82 (C-
9a), 61,72 (C-10), 6,39 (C-10 Me), 76,05 (C-11), 74,12 (C-12), 16,22 (C-12 Me), 77,44 (C-13),
20,72 (C-14), 10,36 (C-14 Me), 166,3 (C-15), 135,92 (C-16), 136,67 (C-19), 127,55 (C-17, 21),
127,11 (C-18, 20), 141,55 (C-22), 178,2 (C-23), 47,78 (C-24), 77,01 (C-25), 28,40 (C-26),
2541 (C-27), 67,7 (C-28), 101,39 (C-1'), 71,01 (C-2'), 64,87 (C-3"), 39,68 (C-3' NMey), 29,48
(C-4"), 68,85 (C-5'), 20,47 (C-5' Me), 72,72 (C-3 a), 30,06 (C-3 b), 37,39 (C-3 c).

3.6.3. Priprava 9a-makrozona (klasa I11)

2-feniletil-9a-makrozon (9a-3a)

MS (ESI+) m/z 1101,84

'H NMR (400 MHz, acetonitril-ds) [6/ppm]:

2,84 (1H, H-2), 1,19 (3H, H-2 Me), 4,10 (1H, H-3), 2,05 (1H, H-4), 1,03 (3H, H-4 Me), 3,59
(1H, H-5), 1,25 (3H, H-6 Me), 1,58; 1,47 (2H, H-7), 1,99 (1H, H-8), 0,92 (3H, H-8Me), 2,22;
2,73 (2H, H-9), 3,05; 2,65 (2H, H-9a), 1,90:1,77 (2H, H-9 b), 3,36 (2H, H-9 ¢), 7,50 (1H, 9 d)
2,85 (1H, H-10), 1,11 (3H, H-10 Me), 3,67 (1H, H-11), 1,07 (3H, H-12 Me), 4,80 (1H, H-13),
1,84; 1,47 (2H, H-14), 0,87 (3H, H-14 Me), 7,85 (2H, H-17,21), 7,74 (2H, H-18,20), 7,96 (1H,
H-22), 3,89 (2H, H-24), 2,99 (2H, H-25), 7,36 (2H, H-27,31), 7,35 (2H, H-28,30), 7,28 (1H,
H-29), 4,46 (1H, H-1'), 3,07 (1H, H-2"), 2,52 (1H, H-3"), 2,27 (6H, H-3' NMey), 1,70; 1,11 (2H,
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H-4"), 3,59 (1H, H-5), 1,14 (3H, H-5' Me), 4,95 (1H, H-1"), 2,38: 1,59 (2H, H-2"), 1,21 (3H,
H-3" Me), 3,31 (3H, H-3" OMe), 2,98 (1H, H-4"), 4,09 (1H, H-5"), 1,25 (3H, H-5" Me).

13C NMR (400 MHz, acetonitril-ds) [6/ppm]:

178,2 (C-1), 45,11 (C-2), 14,58 (C-2Me), 78,55 (C-3), 40,97 (C-4), 8,86 (C-4 Me), 83,16 (C-
5), 74,16 (C-6), 26,93 (C-6 Me), 41,17 (C-7), 28,08 (C-8), 21,98 (C-8 Me), 63,94 (C-9), 47,62
(C-9a), 27,21 (C-9 b), 38,12 (C-9 c), 60,98 (C-10), 8,45 (C-10 Me), 74,61 (C-11), 74,81 (C-
12), 16,62 (C-12 Me), 77,19 (C-13), 21,23 (C-14), 10,26 (C-14 Me), 166,6 (C-15), 136,07 (C-
16), 136,81 (C-19), 127,38 (C-17, 21), 126,92 (C-18, 20), 141,28 (C-22), 177,81 (C-23), 45,24
(C-24), 34,93 (C-25), 139,44 (C-26), 128,93 (C-27,31), 126,45 (C-28,30), 126,41 (C-29),
102,44 (C-19), 70,92 (C-2'), 65,36 (C-3"), 39,75 (C-3' NMe), 28,89 (C-4'), 68,19 (C-5'), 20,89
(C-5' Me), 95,43 (C-1"), 34,76 (C-2"), 72,80 (C-3"), 20,62 (C-3" Me), 49,04 (C-3"OMe), 77,88
(C-4"), 65,42 (C-5"), 18,25 (C-5" Me).

3,5-dimetilizoksazol-4-il-9a-makrozon (9a-3c)

26Me

26
22p og/ N

HN |
22a o \ (o]
HN 25
/
N s 25M
e
3 22

MS (ESI+) m/z 1092,79

'H NMR (400 MHz, acetonitril-ds) [6/ppm]:

2,82 (1H, H-2), 1,19 (3H, H-2 Me), 4,11 (1H, H-3), 2,04 (1H, H-4), 1,04 (3H, H-4 Me), 3,59
(1H, H-5), 1,24 (3H, H-6 Me), 1,54; 1,47 (2H, H-7), 1,99 (1H, H-8), 0,92 (3H, H-8Me), 2,21
2,69 (2H, H-9), 3,05; 2,64 (2H, H-9a), 1,88:1,75 (2H, H-9 b), 3,36 (2H, H-9 c), 7,36 (1H, 9 d)
2,84 (1H, H-10), 1,11 (3H, H-10 Me), 3,67 (1H, H-11), 1,08 (3H, H-12 Me), 4,82 (1H, H-13),
1,82; 1,48 (2H, H-14), 0,87 (3H, H-14 Me), 7,90 (2H, H-17,21), 7,86 (2H, H-18,20), 8,09 (1H,
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H-22), 2,31 (3H, H-25Me), 2,19 (3H, H-26Me), 4,46 (1H, H-1"), 3,09 (1H, H-2'), 2,51 (1H, H-
3Y), 2,27 (6H, H-3' NMey), 1,70; 1,13 (2H, H-4"), 3,59 (1H, H-5'), 1,14 (3H, H-5' Me), 4,92 (1H,
H-1"), 2,38; 1,58 (2H, H-2"), 1,21 (3H, H-3" Me), 3,31 (3H, H-3" OMe), 2,96 (1H, H-4"), 4,07
(1H, H-5"), 1,23 (3H, H-5" Me).

13C NMR (400 MHz, acetonitril-ds) [6/ppm]:

177,83 (C-1), 44,84 (C-2), 14,58 (C-2Meg), 78,46 (C-3), 40,89 (C-4), 9,04 (C-4 Me), 83,24 (C-
5), 74,07 (C-6), 26,81 (C-6 Me), 41,40 (C-7), 28,21 (C-8), 21,97 (C-8 Me), 63,81 (C-9), 47,77
(C-9a), 27,19 (C-9 b), 37,96 (C-9 c), 60,82 (C-10), 8,53 (C-10 Me), 74,71 (C-11), 74,83 (C-
12), 16,88 (C-12 Me), 77,19 (C-13), 21,14 (C-14), 10,51 (C-14 Me), 166,34 (C-15), 136,49 (C-
16), 136,30 (C-19), 127,58 (C-17, 21), 127,58 (C-18, 20), 142,40 (C-22), 115,90 (C-24), 165,23
(C-25), 10,39 (C-25Me), 159,07 (C-26), 9,16 (C-26Me), 102,54 (C-1'), 71,01 (C-2'), 65,28 (C-
3, 39,74 (C-3' NMe), 28,91 (C-4'), 68,21 (C-5'), 20,83 (C-5' Me), 95,34 (C-1"), 34,65 (C-2"),
72,79 (C-3"), 20,70 (C-3" Me), 48,91 (C-3"OMe), 77,89 (C-4"), 65,34 (C-5"), 18,02 (C-5" Me).

Naftalen-1-il-9a-makrozon (9a-3d)

MS (ESI+) m/z 1124,0

'H NMR (400 MHz, acetonitril-ds) [6/ppm]:

2,80 (1H, H-2), 1,19 (3H, H-2 Me), 4,10 (1H, H-3), 2,02 (LH, H-4), 1,04 (3H, H-4 Me), 3,58
(1H, H-5), 1,24 (3H, H-6 Me), 1,53; 1,46 (2H, H-7), 1,97 (1H, H-8), 0,90 (3H, H-8Me), 2,18;
2,65 (2H, H-9), 3,03; 2,61 (2H, H-9a), 1,85;1,73 (2H, H-9 b), 3,35 (2H, H-9 ), 7,46 (1H, 9 d)
2,80 (1H, H-10), 1,10 (3H, H-10 Me), 3,66 (1H, H-11), 1,07 (3H, H-12 Me), 4,82 (1H, H-13),

Ivana Mikulandra Doktorska disertacija



§ 3. Eksperimentalni dio 103

1,81; 1,47 (2H, H-14), 0,87 (3H, H-14 Me), 7,64 (2H, H-17,21), 7,99 (2H, H-18,20), 8,15 (1H,
H-22), 8,38 (1H, H-22b), 7,56 (4H, H-25, 26, 30, 31), 7,95 (3H, H-27, 29, 32), 4,45 (1H, H-1"),
3,09 (1H, H-2), 2,50 (1H, H-3", 2,28 (6H, H-3' NMey), 1,68; 1,10 (2H, H-4'), 3,58 (1H, H-5),
1,12 (3H, H-5' Me), 4,92 (1H, H-1"), 2,34; 1,54 (2H, H-2"), 1,20 (3H, H-3" Me), 3,30 (3H, H-
3" OMe), 2,95 (1H, H-4"), 4,07 (1H, H-5"), 1,22 (3H, H-5" Me).

13C NMR (400 MHz, acetonitril-ds) [6/ppm]:

178,56 (C-1), 44,0 (C-2), 14,55 (C-2Me), 78,40 (C-3), 40,87 (C-4), 9,10 (C-4 Me), 82,9 (C-5),
73,87 (C-6), 26,8 (C-6 Me), 39,9 (C-7), 27,8 (C-8), 20,07 (C-8 Me), 65,7 (C-9), 47,5 (C-9a),
26,8 (C-9 b), 38,9 (C-9 c), 61,2 (C-10), 8,6 (C-10 Me), 74,3 (C-11), 77,8 (C-12), 16,7 (C-12
Me), 77,9 (C-13), 21, 7 (C-14), 10,6 (C-14 Me), 166,4 (C-15), 136,4 (C-16), 137,1 (C-19),
127,5 (C-17, 21), 128,1 (C-18, 20), 142,1 (C-22), 126,29 (C-25, 26, 30, 31), 122,87 (C-27),
129,38 (C-29), 127,97 (C-32), 102,55 (C-1'), 70,82 (C-2"), 65,32 (C-3), 37,79 (C-3' NMe),
28,86 (C-4"), 68,11 (C-5), 20,89 (C-5' Me), 95,27 (C-1"), 34,71 (C-2"), 73,0 (C-3"), 20,64 (C-
3" Me), 48,90 (C-3"OMe), 78,09 (C-4"), 65,32 (C-5"), 18,10 (C-5" Me).

Benzil-9a-makrozon (9a-3e)

oH
20H ¥NMe

3'0Me
/

MS (ESI+) m/z 1087,98

'H NMR (400 MHz, acetonitril-ds) [6/ppm]:

2,81 (1H, H-2), 1,19 (3H, H-2 Me), 4,10 (1H, H-3), 2,03 (LH, H-4), 1,04 (3H, H-4 Me), 3,58
(1H, H-5), 1,24 (3H, H-6 Me), 1,53; 1,46 (2H, H-7), 1,97 (1H, H-8), 0,90 (3H, H-8Me), 2,16;
2,64 (2H, H-9), 3,03; 2,60 (2H, H-9a), 1,85;1,73 (2H, H-9 b), 3,34 (2H, H-9 ¢), 7,36 (1H, 9 d)
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2,81 (1H, H-10), 1,09 (3H, H-10 Me), 3,66 (1H, H-11), 1,07 (3H, H-12 Me), 4,83 (1H, H-13),
1,81; 1,47 (2H, H-14), 0,87 (3H, H-14 Me), 7,83 (2H, H-17,21), 7,81 (2H, H-18,20), 8,01 (1H,
H-22), 8,44 (1H, H-22b), 4,92 (1H, H-24), 7,39 (2H, H-26,30), 7,35 (2H, H-27,29), 7,26 (1H,
H-28), 4,46 (1H, H-1), 3,09 (1H, H-2"), 2,51 (1H, H-3"), 2,27 (6H, H-3' NMey), 1,70; 1,13 (2H,
H-4"), 3,59 (1H, H-5), 1,14 (3H, H-5' Me), 4,92 (1H, H-1"), 2,38: 1,58 (2H, H-2"), 1,21 (3H,
H-3" Me), 3,31 (3H, H-3" OMe), 2,96 (1H, H-4"), 4,07 (1H, H-5"), 1,23 (3H, H-5" Me).

13C NMR (400 MHz, acetonitril-ds) [6/ppm]:

177,56 (C-1), 44,84 (C-2), 14,55 (C-2Me), 78,43 (C-3), 40,87 (C-4), 9,12 (C-4 Me), 83,09 (C-
5), 73,87 (C-6), 27,05 (C-6 Me), 41,32 (C-7), 28,16 (C-8), 22,07 (C-8 Me), 63,71 (C-9), 47,72
(C-9a), 27,21 (C-9 b), 37,95 (C-9 c), 60,67 (C-10), 8,73 (C-10 Me), 74,71 (C-11), 74,66 (C-
12), 16,92 (C-12 Me), 77,33 (C-13), 21,17 (C-14), 10,59 (C-14 Me), 166,50 (C-15), 136,60 (C-
16), 136,63 (C-19), 127,63 (C-17, 21), 127,63 (C-18, 20), 141,72 (C-22), 178,90 (C-23), 47,07
(C-24), 138,80 (C-25), 127,33 (C-26,30), 128,39 (C-27,29), 127,05 (C-28), 102,55 (C-1'), 70,82
(C-2"), 65,32 (C-3"), 37,79 (C-3' NMe), 28,86 (C-4'), 68,11 (C-5), 20,89 (C-5' Me), 95,27 (C-
1", 34,71 (C-2"), 73,0 (C-3"), 20,64 (C-3" Me), 48,90 (C-3"OMe), 78,09 (C-4"), 65,32 (C-5"),
18,10 (C-5" Me).

Metil-3-tiofen-2-karboksil-9a-makrozon (9a-3f)

MS (ESI+) m/z 1137,9
'H NMR (400 MHz, acetonitril-ds) [6/ppm]:
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2,83 (1H, H-2), 1,19 (3H, H-2 Me), 4,11 (1H, H-3), 2,05 (1H, H-4), 1,03 (3H, H-4 Me), 3,59
(1H, H-5), 1,24 (3H, H-6 Me), 1,55; 1,48 (2H, H-7), 2,01 (1H, H-8), 0,92 (3H, H-8Me), 2,23;
2,74 (2H, H-9), 3,07; 2,68 (2H, H-9a), 1,91:1,78 (2H, H-9 b), 3,37 (2H, H-9 c), 2,86 (1H, H-
10), 1,12 (3H, H-10 Me), 3,67 (1H, H-11), 1,07 (3H, H-12 Me), 4,81 (1H, H-13), 1,83; 1,47
(2H, H-14), 0,86 (3H, H-14 Me), 7,90 (2H, H-17,21), 8,03 (2H, H-18,20), 8,10 (1H, H-22),
8,96 (1H, H-25), 7,69 (1H, H-26), 3,97 (3H, H-280Me), 4,46 (1H, H-1), 3,09 (1H, H-2"), 2,53
(1H, H-3), 2,28 (6H, H-3' NMe), 1,69; 1,10 (2H, H-4'), 3,58 (1H, H-5"), 1,14 (3H, H-5' Me),
4,95 (1H, H-1"), 2,39; 1,58 (2H, H-2"), 1,20 (3H, H-3" Me), 3,30 (3H, H-3" OMe), 2,97 (1H,
H-4"), 4,09 (1H, H-5"), 1,24 (3H, H-5" Me).

13C NMR (400 MHz, acetonitril-ds) [6/ppm]:

178,02 (C-1), 44,83 (C-2), 14,58 (C-2Meg), 78,54 (C-3), 40,93 (C-4), 8,96 (C-4 Me), 83,16 (C-
5), 74,21 (C-6), 26,79 (C-6 Me), 41,39 (C-7), 27,95 (C-8), 21,90 (C-8 Me), 64,01 (C-9), 47,73
(C-9a), 27,03 (C-9 b), 37,95 (C-9 c), 61,02 (C-10), 8,58 (C-10 Me), 74,54 (C-11), 74,92 (C-
12), 16,66 (C-12 Me), 77,07 (C-13), 21,33 (C-14), 10,48 (C-14 Me), 166,48 (C-15), 136,30 (C-
16), 136,62 (C-19), 127,68 (C-17, 21), 127,59 (C-18, 20), 142,31 (C-22), 145,60 (C-24), 122,21
(C-25), 131,21 (C-26), 112,31 (C-27), 164,47 (C-28), 51,75 (C-280Me), 102,66 (C-1'), 71,02
(C-2), 65,33 (C-3"), 39,71 (C-3' NMe), 28,87 (C-4"), 68,11 (C-5"), 20,86 (C-5' Me), 95,35 (C-
1), 34,44 (C-2"), 72,91 (C-3"), 20,64 (C-3" Me), 48,80 (C-3"OMe), 77,88 (C-4"), 65,47 (C-
5", 17,92 (C-5" Me).

4-trifluorometoksifenil-9a-makrozon (9a-3g)

29 28

22b

HN
ZZEW 24
7 (\ 25 26
S

OCF,
27 ap

MS (ESI+) m/z 1157,92
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'H NMR (400 MHz, acetonitril-ds) [6/ppm]:

2,84 (1H, H-2), 1,18 (3H, H-2 Me), 4,09 (1H, H-3), 2,05 (1H, H-4), 1,02 (3H, H-4 Me), 3,58
(1H, H-5), 1,26 (3H, H-6 Me), 1,58; 1,45 (2H, H-7), 1,99 (1H, H-8), 0,92 (3H, H-8Me), 2,20;
2,73 (2H, H-9), 3,05; 2,65 (2H, H-9a), 1,76;1,89 (2H, H-9 b), 3,35 (2H, H-9 ¢), 7,61 (1H, H-9
d), 2,84 (1H, H-10), 1,11 (3H, H-10 Me), 3,65 (1H, H-11), 1,07 (3H, H-12 Me), 4,80 (1H, H-
13), 1,83; 1,46 (2H, H-14), 0,86 (3H, H-14 Me), 7,91 (2H, H-17,21), 7,87 (2H, H-18,20), 8,09
(1H, H-22), 7,44 (2H, H-25, 29), 7,33 (2H, H-26,28), 4,45 (1H, H-1'), 3,10 (1H, H-2), 2,54
(1H, H-3"), 2,27 (6H, H-3' NMey), 1,71; 1,14 (2H, H-4"), 3,59 (1H, H-5Y), 1,14 (3H, H-5' Me),
4,96 (1H, H-1"), 2,38; 1,59 (2H, H-2"), 1,21 (3H, H-3" Me), 3,31 (3H, H-3" OMe), 2,98 (1H,
H-4"), 4,09 (1H, H-5"), 1,24 (3H, H-5" Me).

13C NMR (400 MHz, acetonitril-ds) [6/ppm]:

178,10 (C-1), 44,87 (C-2), 14,52 (C-2Me), 78,80 (C-3), 41,0 (C-4), 8,99 (C-4 Me), 83,2 (C-5),
74,06 (C-6), 26,81 (C-6 Me), 41,19 (C-7), 27,95 (C-8), 21,86 (C-8 Me), 64,0 (C-9), 47,61 (C-
9a), 27,12 (C-9 b), 37,99 (C-9 c), 61,24 (C-10), 8,42 (C-10 Me), 74,42 (C-11), 74,67 (C-12),
16,93 (C-12 Me), 77,20 (C-13), 21,27 (C-14), 10,64 (C-14 Me), 166,73 (C-15), 136,14 (C-16),
136,43 (C-19), 127,56 (C-17, 21), 127,48 (C-18, 20), 142,50 (C-22), 137,87 (C-24), 127,17 (C-
25,29), 120,76 (C-26,28), 146,27 (C-27), 102,70 (C-1'), 71,04 (C-2"), 65,28 (C-3"), 39,40 (C-3'
NMe), 29,08 (C-4), 68,11 (C-5'), 20,85 (C-5' Me), 95,30 (C-1"), 34,62 (C-2"), 72,89 (C-3"),
20,65 (C-3" Me), 48,85 (C-3"OMe), 77,92 (C-4"), 65,47 (C-5"), 18,06 (C-5" Me).
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3-fenilpropan-1-il-9a-makrozon (9a-3h)

vy o

on ¥Me 93-3h
4°0H

MS (ESI+) m/z 1115,85

'H NMR (400 MHz, acetonitril-ds) [6/ppm]:

2,79 (1H, H-2), 1,15 (3H, H-2 Me), 4,06 (1H, H-3), 2,01 (1H, H-4), 1,00 (3H, H-4 Me), 3,55
(1H, H-5), 1,22 (3H, H-6 Me), 1,52; 1,43 (2H, H-7), 1,97 (1H, H-8), 0,89 (3H, H-8Me), 2,21
2,70 (2H, H-9), 3,03; 2,62 (2H, H-9a), 1,87:1,93 (2H, H-9 b), 3,32 (2H, H-9 ¢), 7,52 (1H, H-9
d), 2,83 (1H, H-10), 1,09 (3H, H-10 Me), 3,64 (1H, H-11), 1,04 (3H, H-12 Me), 4,78 (1H, H-
13), 1,79; 1,43 (2H, H-14), 0,83 (3H, H-14 Me), 7,82 (2H, H-17,21), 7,78 (2H, H-18,20), 7,95
(1H, H-22), 8,65 (1H, H-22b), 3,66 (2H, H-24), 1,95 (2H, H-25), 2,67 (2H, H-26), 7,22 (2H,
H-28,32), 7,27 (2H, H-29,31), 7,16 (1H, H-30), 4,43 (1H, H-1), 3,06 (1H, H-2), 2,50 (1H, H-
3, 2,26 (6H, H-3' NMe), 1,67; 1,10 (2H, H-4'), 3,56 (1H, H-5"), 1,11 (3H, H-5' Me), 4,92 (1H,
H-1"), 2,34; 1,54 (2H, H-2"), 1,18 (3H, H-3" Me), 3,27 (3H, H-3" OMe), 2,94 (1H, H-4"), 4,05
(1H, H-5"), 1,21 (3H, H-5" Me).

13C NMR (400 MHz, acetonitril-ds) [6/ppm]:

178, 0 (C-1), 45,0 (C-2), 14,63 (C-2Me), 78,54 (C-3), 41,06 (C-4), 8,98 (C-4 Me), 83,05 (C-5),
74,10 (C-6), 26,78 (C-6 Me), 41,22 (C-7), 27,91 (C-8), 21,89 (C-8 Me), 64,0 (C-9), 47,71 (C-
9a), 27,02 (C-9 b), 38,09 (C-9 c), 60,94 (C-10), 8,42 (C-10 Me), 74,26 (C-11), 74,65 (C-12),
16,71 (C-12 Me), 77,16 (C-13), 21,33 (C-14), 10,50 (C-14 Me), 166,60 (C-15), 135,86 (C-16),
136,81 (C-19), 127,48 (C-17, 21), 127,26 (C-18, 20), 141,30 (C-22), 178,02 (C-23), 43,79 (C-
24), 30,4 (C-25), 32,84 (C-26), 142,14 (C-27), 128,33 (C-28, 32), 128,33 (C-29, 31), 125,69
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(C-30), 102,4 (C-1'), 70,89 (C-2'), 65,35 (C-3"), 39,53 (C-3' NMe), 29,03 (C-4"), 68,16 (C-5),
20,83 (C-5' Me), 95,38 (C-1"), 34,56 (C-2"), 72,71 (C-3"), 20,71 (C-3" Me), 48,84 (C-3"OMe),
77,70 (C-4"), 65,35 (C-5"), 17,86 (C-5" Me).

4-(piperidin-1-ilsulfonil)fenil-9a-makrozon (9a-3i)

ENMe

o 3NMe

3'OMe

oH IMe 9a-3i
4"0H

MS (ESI+) m/z 1221,02

'H NMR (400 MHz, acetonitril-ds) [6/ppm]:

2,80 (1H, H-2), 1,16 (3H, H-2 Me), 4,05 (1H, H-3), 2,01 (1H, H-4), 1,01 (3H, H-4 Me), 3,56
(1H, H-5), 1,23 (3H, H-6 Me), 1,54; 1,46 (2H, H-7), 2,00 (1H, H-8), 0,91 (3H, H-8Me), 2,25;
2,71 (2H, H-9), 1,88:1,74 (2H, H-9 b), 3,34 (2H, H-9 c), 7,37 (1H, H-9 d), 2,90 (1H, H-10),
1,12 (3H, H-10 Me), 3,65 (1H, H-11), 1,06 (3H, H-12 Me), 4,79 (1H, H-13), 1,79; 1,44 (2H,
H-14), 0,84 (3H, H-14 Me), 7,85 (2H, H-17,21), 7,90 (2H, H-18,20), 8,08 (1H, H-22), 8,01
(2H, H-25,29), 7,73 (2H, H-26,28), 2,96 (2H, H-30,34), 1,60 (2H, H-31,33), 1,40 (2H, H-32),
4,44 (1H, H-1Y), 3,09 (1H, H-2'), 2,57 (1H, H-3"), 2,30 (6H, H-3' NMe3), 1,70; 1,13 (2H, H-4"),
3,57 (1H, H-5Y, 1,13 (3H, H-5' Me), 4,89 (1H, H-1"), 2,35; 1,55 (2H, H-2"), 1,18 (3H, H-3"
Me), 3,28 (3H, H-3" OMe), 2,94 (1H, H-4"), 4,04 (1H, H-5"), 1,21 (3H, H-5" Me).

13C NMR (400 MHz, acetonitril-ds) [6/ppm]:

177, 83 (C-1), 44,89 (C-2), 14,67 (C-2Me), 78,57 (C-3), 40,74 (C-4), 9,07 (C-4 Me), 83,31 (C-
5), 74,27 (C-6), 26,65 (C-6 Me), 41,16 (C-7), 27,83 (C-8), 21,81 (C-8 Me), 63,87 (C-9), 26,92
(C-9 b), 37,87 (C-9 c), 61,31 (C-10), 8,55 (C-10 Me), 74,27 (C-11), 75,08 (C-12), 16,56 (C-12
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Me), 77,11 (C-13), 21,16 (C-14), 10,47 (C-14 Me), 166,51 (C-15), 136,13 (C-16), 136,14 (C-
19), 127,45 (C-17, 21), 127,58 (C-18, 20), 142,69 (C-22), 142,73 (C-24), 124,01 (C-25,29),
127,97 (C-26,28), 132,25 (C-27), 46,97 (C-30, 34), 25,02 (C-31, 33), 23,2 (C-32), 102,49 (C-
1'), 70,52 (C-2'), 65,27 (C-3)), 39,48 (C-3' NMe), 28,97 (C-4"), 68,15 (C-5'), 20,83 (C-5' Me),
95,53 (C-1"), 34,68 (C-2"), 72,73 (C-3"), 20,66 (C-3" Me), 48,73 (C-3"OMe), 77,86 (C-4"),
65,39 (C-5"), 18,10 (C-5" Me).

3,4-metilendioksifenil-9a-makrozon (9a-3j)

MS (ESI+) m/z 1117,9

'H NMR (400 MHz, acetonitril-ds) [6/ppm]:

2,80 (1H, H-2), 1,17 (3H, H-2 Me), 4,06 (1H, H-3), 2,01 (1H, H-4), 1,01 (3H, H-4 Me), 3,55
(1H, H-5), 1,23 (3H, H-6 Me), 1,53; 1,45 (2H, H-7), 1,98 (1H, H-8), 0,91 (3H, H-8Me), 2,22;
2,71 (2H, H-9), 3,06; 2,64 (2H, H-9 a),1,87:1,74 (2H, H-9 b), 3,34 (2H, H-9 ¢), 7,36 (1H, H-9
d), 2,86 (1H, H-10), 1,10 (3H, H-10 Me), 3,64 (1H, H-11), 1,05 (3H, H-12 Me), 4,78 (1H, H-
13), 1,79; 1,43 (2H, H-14), 0,84 (3H, H-14 Me), 7,82 (2H, H-17,21), 7,86 (2H, H-18,20), 8,03
(1H, H-22), 9,35 (1H, H-22b), 6,92 (1H, H-25), 6,83 (2H, H-26), 5,99 (1H, H-28), 7,15 (2H,
H-30), 4,43 (1H, H-1'), 3,07 (1H, H-2"), 2,54 (1H, H-3"), 2,28 (6H, H-3' NMe), 1,69; 1,11 (2H,
H-4%), 3,57 (1H, H-5), 1,12 (3H, H-5' Me), 4,89 (1H, H-1"), 2,34; 1,54 (2H, H-2"), 1,18 (3H,
H-3" Me), 3,28 (3H, H-3" OMe), 2,94 (1H, H-4"), 4,04 (1H, H-5"), 1,21 (3H, H-5" Me).

13C NMR (400 MHz, acetonitril-ds) [6/ppm]:
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177,79 (C-1), 44,80 (C-2), 14,64 (C-2Me), 78,73 (C-3), 40,82 (C-4), 9,04 (C-4 Me), 83,25 (C-
5), 74,09 (C-6), 26,65 (C-6 Me), 41,02 (C-7), 27,89 (C-8), 21,93 (C-8 Me), 63,69 (C-9), 47,93
(C-9 a), 27,0 (C-9 b), 37,94 (C-9 c), 61,15 (C-10), 8,59 (C-10 Me), 74,54 (C-11), 74,83 (C-12),
16,89 (C-12 Me), 77,09 (C-13), 21,27 (C-14), 10,39 (C-14 Me), 166,47 (C-15), 136,15 (C-16),
136,45 (C-19), 127,46 (C-17, 21), 127,46 (C-18, 20), 142,02 (C-22), 132,77 (C-24), 119,29 (C-
25), 107,26 (C-26), 147,22 (C-27), 101,68 (C-28), 145,74 (C-29), 107,6 (C-30), 102,65 (C-1'),
70,76 (C-2'), 63,54 (C-3'), 39,63 (C-3' NMe), 28,89 (C-4'), 68,21 (C-5'), 20,81 (C-5' Me), 95,42
(C-1"), 34,61 (C-2"), 72,76 (C-3"), 20,70 (C-3" Me), 48,88 (C-3"OMe), 77,83 (C-4"), 65,34
(C-5"), 18,01 (C-5" Me).

Tetrahidrofuran-2-ilmetil-9a-makrozon (9a-3k)

MS (ESI+) m/z 1082,1

'H NMR (400 MHz, acetonitril-ds) [6/ppm]:

2,79 (1H, H-2), 1,16 (3H, H-2 Me), 4,01 (1H, H-3), 2,01 (1H, H-4), 1,02 (3H, H-4 Me), 3,54
(1H, H-5), 1,28 (3H, H-6 Me), 2,11 (1H, H-8), 0,96 (3H, H-8Me), 2,49; 2,90 (2H, H-9), 2,87
(2H, H-9 a),2,03 (2H, H-9 b), 3,40 (2H, H-9 c), 7,96 (1H, H-9 d), 2,94 (1H, H-10), 1,24 (3H,
H-10 Me), 3,73 (1H, H-11), 1,08 (3H, H-12 Me), 4,89 (1H, H-13), 1,83; 1,45 (2H, H-14), 0,81
(3H, H-14 Me), 7,86 (2H, H-17,21), 7,72 (2H, H-18,20), 8,02 (1H, H-22), 3,82; 3,66 (2H, H-
24), 4,13 (1H, H-25), 1,85; 1,73 (2H, H-26), 1,89 (2H, H-27), 3,67; 3,60 (2H, H-28), 4,49 (1H,
H-1'), 3,29 (1H, H-2'), 2,92 (1H, H-3"), 2,52 (6H, H-3' NMey), 1,82; 1,24 (2H, H-4"), 3,57 (1H,
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H-5", 1,13 (3H, H-5' Me), 4,88 (1H, H-1"), 2,35; 1,57 (2H, H-2"), 1,20 (3H, H-3" Me), 3,29
(3H, H-3" OMe), 2,98 (1H, H-4"), 4,05 (1H, H-5"), 1,22 (3H, H-5" Me).

13C NMR (400 MHz, acetonitril-ds) [é/ppm]:

177, 53 (C-1), 45,17 (C-2), 14,64 (C-2Me), 78,64 (C-3), 40,96 (C-4), 9,25 (C-4 Me), 83,88 (C-
5), 74,30 (C-6), 26,15 (C-6 Me), 27,34 (C-8), 21,59 (C-8 Me), 64,06 (C-9), 48,27 (C-9 a), 26,06
(C-9 b), 37,53 (C-9 ¢), 63,2 (C-10), 8,84 (C-10 Me), 73,12 (C-11), 74,90 (C-12), 16,64 (C-12
Me), 76,90 (C-13), 21,42 (C-14), 10,31 (C-14 Me), 166,70 (C-15), 135,95 (C-16), 136,66 (C-
19), 127,52 (C-17, 21), 127,13 (C-18, 20), 141,68 (C-22), 178,2 (C-23), 47,79 (C-24), 77,7 (C-
25), 28,1 (C-26), 25,4 (C-27), 68,4 (C-28), 102,80 (C-1'), 67,90 (C-2'), 65,34 (C-3"), 39,57 (C-
3' NMe), 29,78 (C-4'), 20,54 (C-5' Me), 95,96 (C-1"), 34,65 (C-2"), 72,90 (C-3"), 20,57 (C-3"
Me), 48,96 (C-3"OMe), 77,77 (C-4"), 65,56 (C-5"), 17,96 (C-5" Me).
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3.7. Bioloska aktivnost makrozona

Testovi bioloske aktivnosti in vitro provedeni su u tvrtki Fidelta d.o.o. i na Medicinskom
fakultetu Sveucilista u Zagrebu.

Spojevi su testirani na panel susceptibilnih i rezistentnih Gram pozitivnih (S. aureus, S.
pneumoniae, S. pyogenes, E. faecalis) i Gram negativnih bakterija (E. coli, K. pneumoniae, A.
baumanii, P. aeruginosa, M. catarrhalis) te na eukariotski organizam S. cervisiae.

Odredene su minimalne inhibitorne koncentracije (MIK) mikrodilucijskom metodom prema
standardnim protokolima (CLSI, engl. Clinical Laboratory Standards Institute). MIK je
definirana kao vrijednost koncentracije pri kojoj dolazi do inhibicije rasta bakterija.
Novopripravljeni spojevi i standard azitromicin otopljeni su u dimetilsulfoksidu pri masenoj
koncentraciji od 5 i 10 mg mL 1. Zatim su otopine razrijedene u Mueller-Hinton mediju do
konaénih koncentracija u rasponu 64-0,125 ug mL™!. Rezultati su odredeni nakon 20-22 h

inkubacije pri 37 °C.
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§ 4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. Priprava spojeva

Zbog sve veceg porasta broja rezistentnih patogena svjetska zdravstvena organizacija (WHO)
promice vaznost istrazivanja novih antibiotika. U tu svrhu posljednjih deset godina intenzivno
su se istrazivali derivati CetrnaesteroClanih i petnaesteroclanih makrolida. Provedene su
strukturne modifikacije hidroksilnih skupina na aglikonskom prstenu te na Se¢erima kladinozi
i desozaminu. Testovi bioloSke aktivnosti modificiranih makrolida pokazali su da supstitucija
bilo kojeg polozaja na desozaminu smanjuje biolosku aktivnost, dok se modifikacijom polozaja
aglikonskog prstena i kladinoze ve¢inom zadrzava ili povecava antibakterijska aktivnost.
Desozamin je klju€an za proces vezanja makrolida za ribosom, stoga se derivatizacijom
desozamina dobiju spojevi opéenito losije bioaktivnosti.t

Cilj ovog istrazivanja je pripraviti nove derivate makrolida, konkretno makrozone, koji ¢e
pokazati Siri spektar bioloske aktivnosti s naglaskom na rezistentne bakterijske sojeve.

Makrozoni® predstavljaju konjugate azitromicina i tiosemikarbazona. Azitromicin pripada
skupini azalida. Azalidi su kemijski stabilni petnaestero¢lani makrolidi koji posjeduju izvrsna
farmakokineticka svojstva i antibakterijsku aktivnost na Gram-pozitivne i neke Gram-negativne
bakterije. Za azitromicin je karakteristicno svojstvo visoke akumulacije u stanicama, dugo
vrijeme poluZivota te smanjen broj nuspojava u odnosu na ostale antibiotike.>® Buduéi da su
tiosemikarbazoni prema dosada$njim istraZivanjima pokazali biologku aktivnost*®, koristeni su

za kemijsku modifikaciju azitromicina na tri razli¢ita polozaja (slika 57).
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HO
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W

OH

Slika 57. Strukturna formula molekule azitromicina s naznacenim polozajima za

strukturnu modifikaciju

Osim $to su pokazali Sirok spektar bioloske aktivnosti, dokazano je kako neki derivati
tiosemikarbazona mogu promijeniti mehanizam rezistencije bakterijskog soja Staphylococcus
aureus.'%! Stoga ¢e se konjugacijom tiosemikarbazona i azitromicina pokusati ujediniti izvrsna
farmakokineticka svojstva i bioaktivnost azitromicina s bioaktivnosti tiosemikarbazona.
Pripravljene su tri klase makrozona kemijskom modifikacijom hidroksilne skupine na
polozaju 4" i supstituenta na atomu kisika koji je vezan na polozaju 3 azitromicina te polozaja

9a demetiliranog azitromicina (slika 58.).
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() (b) (©)

Slika 58. Opc¢enite strukturne formule (a) 4"-makrozona, (b) 3-makrozona i (c) 9a-makrozona

Pripravi makrozona iz klase | (4"-makrozoni) i klase Il (3-makrozoni) prethodila je
priprava prekursora. Priprava prekursora, 4"-O-(3-aminopropil)azitromicina P5 (shema 1.) i 3-
dekladinozil-O-(3-aminopropil)azitromicina S6 (shema 2.) sastoji se od viSe koraka koji
obuhvacaju =zaStitu reaktivnijih hidroksilnih skupina, adiciju akrilonitrila popra¢enu
katalitickim hidrogeniranjem te uklanjanje zastitnih skupina. Priprava 3-dekladinozil-O-(3-
aminopropil)azitromicina sastoji se od dodatnog koraka, uklanjanja kladinoze. Prekursor za
pripravu klase 111 (9a-makrozoni), 9a-aminopropil-azitromicin M2 pripravljen je u tvrtki
Fidelta d.o.o0. (shema 3.).
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Shema 2. Priprava 3-dekladinozil-O-(3-aminopropil)azitromicina (S6)

N
\\>
N

] o
w0 -H/]:O N
5 2 - 4 t+BUCHITHF

NH,

.
OH
Ly O
Ha PO,
oy .
oH |

CH3;COOH

? 5 bara, 24 h

Shema 3. Priprava 9a-aminopropil-azitromicina (M2)
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Priprava makrozona iz prekursora sastoji se od tri koraka. Prvi korak ukljucuje reakciju izmedu
izotiocijanata i hidrazin monohidrata pri ¢emu nastaje tiosemikarbazid. Drugi korak ukljucuje
reakciju tiosemikarbazida i 4-formilbenzojeve kiseline te nastajanje tiosemikarbazona (shema

4). Treéi korak obuhvaca reakciju amidacije i nastajanje makrozona (shema 5.).
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Shema 4. Priprava tiosemikarbazona
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Shema 5. Priprava makrozona — ciljnih molekula doktorske disertacije

Spojevi su proc¢is¢eni kromatografskim metodama prema uvjetima opisanim u
eksperimentalnom dijelu. Za potvrdu uspjesnosti sinteze i za strukturnu karakterizaciju
novopripravljenih spojeva koristena je spektroskopija NMR i spektrometrija masa. Pripadajuci
reprezentativni spektri NMR i MS nalaze se u dodatku.

Kao §to je veé opisano u poglavlju 2.2, prijasnja istrazivanja®l su pokazala kako neki
makrolidi s izmijenjenim poloZajem 4", 9a i 3 posjeduju jednak ili bolji bioloski profil u odnosu
na standardne antibiotike (azitromicin, telitromicin, klaritoromicin, eritromicin). Sinergisticki
efekt antimikrobnog djelovanja pokusSavao se posti¢i konjugacijom azitromicina i drugih

bioaktivnih komponenti. Neki od primjera su makroloni®**’, konjugati makrolida i kinolona te
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konjugati makrolida i peptida®®°2. Varirana je duljina i fleksibilnost lanca na razli¢itim
poloZajima azitromicina te su pripravljani biciklicki derivati azitromicina.! Nadalje,
pripravom dekladinozilnih derivata makrolida, primjerice ketolida, pokazano je da kladinoza
ne igra kljuénu ulogu u bioloskoj aktivnosti makrolida.?’

U sklopu ovog istrazivanja tiosemikarbazoni su povezani amidnom vezom preko poveznice
na 4", 9a i 3 poloZzaj azitromicina. Za poveznicu je odabran lanac -CH>CH>CH2NH- jer su

13337 hokazala da takvi duzi fleksibilni alkilni lanci pogoduju smjestanju

dosadasnja istrazivanja
makrolida u aktivno mjesto ribosoma. Nadalje, uvodenjem dusika povecéava se broj pozitivno
nabijenih centara te bi se dodatnim uvodenjem aromatskih supstituenata trebala poboljsati
lipofilna svojstva makrozona u odnosu na svojstva azitromicina.

Poznato je da se izmedu makrolida 1 ribosoma uspostavljaju vodikove veze te hidrofobne
interakcije.® Prema rezultatima molekulskog modeliranja, utvrdeno je da se uvodenjem
odabranih susptituenata R (shema 4.) u makrolidni skelet povecava broj n-m interakcija i
vodikovih veza. Uspostavljanje dodatnih interakcija dovodi do jaceg vezanja Sto bi trebalo
rezultirati pove¢anjem bioloske aktivnosti.

Prilikom dizajna makrozona vodilo se ra¢una o pazljivom odabiru strukture i duljine bo¢nog
lanca te mjesta supstitucije. Naime, pokazano je da neki strukturni motivi izazivaju teze
nuspojave, kao $to je to slucaj kod telitromicina. Smatra se da je velika sli¢nost strukture
nikotina i bo¢nog ogranka telitromicina na polozaju C11 i C12 (slika 2.) odgovorna za razvoj
nezeljenih simptoma. Telitromicin uzorkuje inhibiciju nikotinskih acetilkolinskih receptora §to
dovodi do nuspojava, tzv. Ketek simptoma (gastrointestinalne tegobe, sinkopa,
hepatotoksi¢nost, slabljenje vida).*12

Razvoj novog lijeka dugotrajan je i zahtjevan proces koji zapocinje dizajnom i otkri¢em
novih spojeva nakon cega slijede pretklinicka i klinicka istraZivanja (4 faze). Proces moze
potrajati vise od deset godina te iziskuje velika financijska sredstva. Istrazivanje u sklopu ove
disertacije usmjereno je na dizajn novih derivata makrolida i preeliminarna istrazivanja in vitro.
U obzir treba uzeti ¢injenicu da aktivnost in vivo moze bitno odstupati od aktivnosti in vitro.
Prije testiranja in vivo potrebno je prikupiti podatke o toksi¢nosti, farmakokinetici i

farmakodinamici novog potencijalnog lijeka.*%®
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4.2. BioloSka aktivnost makrozona

Svi novopripravljeni derivati azitromicina testirani su na panelu bakterija karakteristi¢nim
za makrolide. Istrazena je i usporedena aktivnost in vitro na susceptibilne i rezistentne Gram-
pozitivne (S. aureus, S. pneumoniae, S. pyogenes, E. faecalis) i Gram-negativne bakterije (E.
coli, K. pneumoniae, A. baumanii, P. aeruginosa, M. catarrhalis) te na eukariotski organizam
S. cervisiae. S. cervisiae koristi se kao potencijalna indikacija citotoksi¢nosti. Odredene su
minimalne inhibitorne koncentracije (MIK) pomocu standardnog mikrodilucijskog testa.
Dobivene vrijednosti MIK usporedene su s vrijednostima MIK antibiotika azitromicina (tablice
8.-10.). Spojevi su testirani u rasponu masenih koncentracija od 0,125 pg mL ™ do 64 pg mL 2.

U tablicama 8., 9. i 10. za svaki je rezistentni soj nazna¢en mehanizam rezistencije: efluks
rezistencija na makrolide (M), inducibilna rezistencija na makrolide, linkozamide i
streptogramine (iMLS), konstitutivna rezistencija na makrolide, linkozamide i streptogramine
(cMLS). Bakterijski sojevi osjetljivi na eritromicin naznaceni su kraticom eryS.

Prekursori makrozona i makrozoni pokazali su dobru aktivnost na Gram-pozitivne bakterije
te slabiju aktivnost na Gram-negativne bakterije. Medu Gram-negativnim bakterijama
znacajnija aktivnost postignuta je jedino na sojeve M. catarrhalis (MIK = 2-4 ug mL ™) i E. coli
(MIK =32 ug mL™).

Usporedbom aktivnosti razli¢itih klasa makrozona opazene su znatne razlike, sto ukazuje
na Cinjenicu da mjesto supstitucije uvelike utje¢e na biolosku aktivnost. Opcenito, 4"-
makrozoni pokazali su vecu antibakterijsku aktivnost u odnosu na 9a-makrozone i 3-
makrozone.

Za pripravljene spojeve iz klase | (4"-makrozoni) uocava se dobra aktivnost na neke
susceptibilne i rezistentne sojeve S. aureus i S. pneumoniae te na soj E. faecalis. Kao §to je
prikazano u tablici, pojedini 4"-makrozoni pokazali su najmanje osam puta vecu aktivnost (MIK
=8 ng mL™1) u usporedbi s azitromicinom (MIK > 64 ug mL?) na konstitutivno rezistentni i
efluks rezisteni soj S. aureus. Nadalje, u odnosu na azitromicin istie se Cetiri do osam puta
veca aktivnost na E. faecalis (MIK = 2-4 ng mL™?) i efluks rezistentni soj S. pneumoniae (MIK
= 1-2 pg mL™?), te najmanje dva puta veéa aktivnost na konstitutivno rezistentni soj S.
pneumoniae (MIK = 32 ug mL™?). Isto tako je zabiljezena najmanje dva puta veéa aktivnost
prekursora 4" makrozona na soj E. coli (MIK = 32 pg mL™). Sliéne aktivnosti kao i kod
azitromicina postignute su na susceptibilne sojeve S. pyogenes, S. aureus i S. pneumoniae.

Ustanovljeno je da variranjem supstituenata R unutar klase 4"-makrozona ne dolazi do
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znacajnije promjene cjelokupne aktivnosti. Primjerice, derivat 4''-3e aktivan je na efluks
rezistentni soj S. aureus (MIK = 8 pg mL™1), ali nije aktivan na konstitutivno rezistentan S.
aureus (MIK > 64 ng mL™).

Makrozoni klase Il (3-makrozoni) posjeduju jednaku ili slabiju aktivnost od azitromicina
na ispitani panel bakterija. Bolja aktivnost postignuta je jedino na efluks rezistentne sojeve S.
aureus i S. pyogenes, te na inducibilno rezistentni soj S. aureus.

Spojevi iz klase 111 (9a-makrozoni) pokazali su gotovo istu antibakterijsku aktivnost na
susceptibilne sojeve S. pneumoniae i S. pyogenes kao i azitromicin. Medutim, opéenito su
pokazali slabu ili nikakvu aktivnost na rezistentne sojeve S. pneumoniae i S. aureus. Jednaka
ili slabija aktivnost opaZena je za sojeve E. faecalis i susceptibilni S. aureus. Ipak, moze se
istaknuti bolja aktivnost nekih 9a-makrozona (MIK = 32 pg mL™) na E. coli u odnosu na
aktivnost azitromicina (MIK > 64 ug mL™?).

Pretpostavlja se da tiosemikarbazonski dio makrozona stvara dodatne interakcije s
ribosomom i time pogoduje vezanju makrozona u aktivno mjesto. Ja¢e vezanje dovodi do
poboljsanja bioloske aktivnosti. Ipak, dolazi do razlike u aktivnosti izmedu razli¢itih sojeva
bakterija $to bi se moglo objasniti varijacijama u strukturnoj gradi ribosoma. Primjerice,
proucavanjem razlic¢itih kompleksa makrolid-ribosom pomocu difrakcije rendgenskog zracenja
na monokristalu uo¢ene su male razlike u vezanju makrolida ovisno o proucavanoj bakteriji.
Medutim, joS$ nije u potpunosti razjaSnjeno mogu li se te razlike pripisati razli¢itim postupcima
kristalizacije sustava i interpretaciji rezultata ili specifi¢nosti bakterijskog soja.3 66:104.105

Usporedbom rezultata bioloSkog testiranja makrozona s bioaktivnosti dosada$njih derivata
makrolida! ustanovljeno je da opcenito 4"-derivati posjeduju najbolji bioloski profil. U
literaturi® se isti¢e aktivnost 4"-derivata makrolida na sojeve S. aureus, S. pneumoniae i S.
pyogenes koja je sli¢na ili bolja od aktivnosti istrazivanih 4"-makrozona. Medutim, za razliku
od njih, makrozoni su pokazali dosta slabiju aktivnost na Gram-negativne bakterije. 3- i 9a-
makrozoni posjeduju umjerenu antibakterijsku aktivnost te posebno ne konkuriraju do sada
istrazenim derivatima makrolida. Prema literaturi!, 9a-derivati makrolida se vise isti¢u po
antimalarijskoj aktivnosti i citotoksi¢nosti, nego po antibakterijskoj aktivnosti.

Zbog Ceste 1 nekontrolirane uporabe antibiotika dolazi do smanjenja njihove djelotvornosti
1 do pojave sve veceg broja rezistentnih patogena. Kao antibiotici mogu posluziti prirodni
spojevi izolirani iz mikroorganizama, njihovi polusintetski derivati ili potpuno nove sintetske

molekule.1%® Postavlja se pitanje u kojem smjeru je najbolje iéi prilikom istrazivanja novih
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potencijalnih antibiotika. Prednost prirodnih spojeva je to Sto posjeduju izvrsna
farmakokineticka svojstva. Njihova strukturna svojstva i interakcije s bioloSkim metama
optimirani su evolucijskim procesom. No, mikroorganizmi koji proizvode antibiotike Zive u
istom okolisu kao i organizmi koji razvijaju rezistenciju na te spojeve. Stoga postoji velika
vjerojatnost da ¢e doci do razvoja rezistencije na svaki prirodni antibiotik u klini¢koj primjeni.
U nekim slu¢ajevima pokazano je da bakterije mogu relativno brzo razviti otpornost na srodne
spojeve, odnosno polusintetske derivate prirodnih antibiotika.’” S druge strane, razvojem
potpuno novih sintetskih spojeva raste mogucnost za prevladavanje bakterijske otpornosti.
Medutim, nedostatak je nemogucnost predvidanja bioloskih svojstava i mehanizma djelovanja

takvih spojeva.t
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Tablica 8. Antibakterijska aktivnost in vitro za 4"-makrozone i prekursor P5
MIK (pg/mL)
Makrozon 4"-3a 4"-3b  4"-3d 4"-3e 4"-3f 4"-3g 4"-3h  4"-3i 4"-3j 4"-3k P5 Azitromicin
S. aureus ATCC 29213 eryS 4 8 8 4 4 8 4 32 4 8 16 2
S. aureus B0330 (cMLS) 16 >64 64 >64 32 16 16 >64 >64 >64 >64 >64
S. aureus B0331 (M) >64 16 16 8 16 16 64 64 8 32 >64 >64
S. pneumoniae ATCC 49619 - <0,125 1 <0,125 0,5 1 - 1 <0,125 <0,125 - <0,125
S. pneumoniae B0326 (M) 8 1 8 2 32 64 8 64 2 2 16 8
S. pneumoniae B0633 (cMLS) 64 >64 64 32 32 >64 32 >64 64 >64 >64 >64
S. pneumoniae B0652 eryS <0,125 - - - - - <0,125 - - - 0,5 <0,125
S. pyogenes B0542 eryS 2 0,5 4 1 4 4 2 2 0,5 0,5 2 <0,125
S. pyogenes B0545 (M) 16 - - - - - 32 - - - 32 8
S. pyogenes B0544 (cMLYS) 64 - - - - - 64 - - - >64 >64
E. faecalis ATCC 29212 2 4 2 2 4 4 2 16 1 2 64 8
E. coli ATCC 25922 64 64 >64 >64 >64 64 64 >64 64 >64 32 >64
K. pneumoanie ATCC 700603 - >64 >64 >64 >64 >64 - >64 >64 >64 - 32
A. baumannii ATCC 17978 - >64 >64 >64 >64 >64 - >64 >64 >64 - 8
P. aeruginosa ATCC 27853 - 64 >64 >64 >64 >64 - >64 >64 >64 - 64
M. catarrhalis ATCC 23246 4 - - - - - 2 - - - 2 <0,125
S. cerevisiae ATCC 7752 >64 >64 >64 >64 >64 >64 64 >64 >64 >64 >64 >64
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Tablica 9. Antibakterijska aktivnost in vitro za 3-makrozone i prekursor S6
MIK (pg/mL)
Makrozon 3-3a 3-3d 3-3e 3-3f 3-3g 3-3h 3-3i 3-3j 3-3k S6 Azitromicin
S. aureus ATCC 29213 eryS 8 >64 32 16 8 32 >64 16 64 >64 2
S. aureus B0330 (cMLS) >64 >64 >64 32 32 >64 >64 >64 >64 >64 >64
S. aureus B0331 (M) 64 >64 64 32 16 64 >64 64 >64 >64 >64
S. pneumoniae ATCC 49619 - - - - - - - - - - <0,125
S. pneumoniae B0326 (M) 16 64 32 8 8 32 >64 16 32 64 8
S. pneumoniae B0633 (CMLYS) >64 >64 >64 64 64 >64 >64 >64 >64 >64 >64
S. pneumoniae B0652 eryS 1 8 2 1 8 4 16 2 2 16 <0,125
S. pyogenes B0542 eryS 4 32 8 1 2 16 32 4 8 32 <0,125
S. pyogenes B0545 (M) 16 >64 16 <4 8 32 64 16 32 64 8
S. pyogenes B0544 (cMLYS) >64 >64 >64 32 32 >64 >64 >64 >64 >64 >64
E. faecalis ATCC 29212 16 >64 32 16 8 16 >64 32 >64 >64 8
E. coli ATCC 25922 >64 >64 >64 64 >64 >64 >64 >64 >64 64 >64
K. pneumoanie ATCC 700603 - - - - - - - - - - 32
A. baumannii ATCC 17978 - - - - - - - - - - 8
P. aeruginosa ATCC 27853 - - - - - - - - - - 64
M. catarrhalis ATCC 23246 4 32 8 2 4 16 64 8 8 2 <0,125
S. cerevisiae ATCC 7752 >64 >64 >64 64 >64 >64 >64 >64 >64 >64 >64
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Tablica 10. Antibakterijska aktivnost in vitro za 9a-makrozone i prekursor M2
MIK (pg/mL)
Makrozon 9a-3a 9a-3c 9a-3d 9a-3e 9a-3f 9a-3g 9a-3h 9a-3i 9a -3j 9a -3k M2 Azitromicin
S. aureus ATCC 29213 eryS 8 64 16 8 4 64 8 16 >64 16 8 2
S. aureus B0330 (cMLS) >64 >64 >64 >64 >64 32 >64 >64 >64 >64 >64 >64
S. aureus B0331 (M) >64 >64 >64 >64 >64 32 >64 >64 >64 >64 >64 >64
S. pneumoniae ATCC 49619  <0,125 <0,125 <0,125 <0,125 0,25 0,5 0,25 <0,125 <0,125 <0,125 - <0,125
S. pneumoniae B0326 (M) 64 >64 >64 >64 >64 >64 64 >64 64 64 64 8
S. pneumoniae B0633 (cMLS) 64 >64 >64 >64 >64 64 64 >64 >64 >64 >64 >64
S. pneumoniae B0652 eryS - - - - - - - - - - 1 <0,125
S. pyogenes B0542 eryS 0,5 0,5 0,5 <0,125 2 4 0,5 1 0,25 <0,125 0,5 <0,125
S. pyogenes B0545 (M) - - - - - - - - - - 64 8
S. pyogenes B0544 (cMLS) - - - - - - - - - - >64 >64
E. faecalis ATCC 29212 16 >64 32 32 16 8 16 32 64 >64 64 8
E. coli ATCC 25922 64 >64 >64 32 64 64 64 64 >64 64 32 >64
K. pneumoanie ATCC 700603 >64 >64 >64 >64 >64 >64 >64 >64 >64 >64 - 32
A. baumannii ATCC 17978 >64 >64 >64 >64 >64 >64 >64 >64 >64 >64 - 8
P. aeruginosa ATCC 27853 >64 >64 >64 >64 >64 >64 >64 >64 >64 >64 - 64
M. catarrhalis ATCC 23246 - - - - - - - - - - 4 <0,125
S. cerevisiae ATCC 7752 >64 >64 >64 >64 >64 >64 >64 >64 >64 >64 >64 >64
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4.3. Proucavanje konformacije molekule spojeva i interakcija s biolo§kim
metama

Prilikom dizajna novog potencijalnog lijeka vazno je istraziti konformaciju molekule te
specificne interakcije male organske molekule i proteina. Rezultati istrazivanja mogu posluziti
za poboljSavanje farmakokinetickih svojstava i bioaktivnosti novog lijeka. Isto tako, poznato je
da konformacija molekule spojeva utje¢e na transport i sposobnost akumulacije u stanicama.*
Stoga je za razumijevanje cjelokupnog bioloSkog profila vazno istraziti sklonost vezanja
molekule, njenu konformaciju te interakcije s bioloSkim metama.

U sklopu ove disertacije, nakon priprave i karakterizacije spojeva provedeno je istraZivanje
vezanja na bioloSke mete. Buduéi da je ribosom primarna meta djelovanja antibiotika,
istrazivanje je prije svega usmjereno na proucavanje vezanja spojeva na ribosom izoliran iz
bakterije E. coli. U tu svrhu koriStena je spektroskopija NMR, fluorescencijska spektroskopija
te cirkularni dikroizam. Kao dio preeliminarnog istrazivanja, pomocu fluorescencijske
spektroskopije i cirkularnog dikroizma dodatno je prouceno vezanje spojeva na DNA, RNA te
protein BSA.

4.3.1. Spektroskopija NMR

Konformacija molekule spojeva u slobodnom i vezanom stanju odredena je pomocu tehnika
NMR NOESY i ROESY. Za detekciju vezanja molekula na ribosom i odredivanja dijelova
molekule koji sudjeluju u vezanju na ribosom koristene su tehnike trNOESY, STD i
WaterLOGSY. Spektroskopijom NMR prouceno je vezanje prekursora makrozona (P5, S6 i
M2), dok proucavanje vezanja makrozona navedenom tehnikom nije bilo moguce zbog
nedovoljne topljivosti u vodenom mediju i male osjetljivosti navedene tehnike. Za izvedbu
eksperimenata NMR koristen je deuterirani 70S ribosom bakterije E. coli. Eksperimenti su
provodeni u velikom suvisku liganda kako signali receptora ne bi bili vidljivi u spektru.
Medutim, u prisutnosti velikog suvisSka liganda moze do¢i do pojacanja zasi¢enja slobodnih
liganada zbog toga $to je proces relaksacije malih molekula sporiji od prijenosa zasi¢enja.® "2
U sklopu ove disertacije omjer makrolid : ribosom iznosio je 3500 : 1 buduci da se prema
prijasnjim istrazivanjima®® takav omjer pokazao optimalnim.

Svi eksperimenti NMR izvedeni su pri sobnoj temperaturi. Najprije su asignirani svi atomi
ugljika i vodika u tris-di1 puferu (c =1 mol dm3, pH = 7,4) i D,O (Dodatak, tablica D1.). Potom
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su provedeni eksperimenti NOESY u vodenom i organskom otapalu te je procijenjena
konformacija molekule prekursora makrozona (P5, S6 i M2) u slobodnom stanju.

312131516 nokazano je da molekule petnaesteroclanih

Prema dosadasnjim istrazivanjima
makrolida zauzimaju tri osnovne konformacije u otopini, a to su uvrnuta (engl. folded-in),
izvrnuta (engl. folded-out) i tzv. 3-endo-folded-out. Odredivanjem vrijednosti vicinalne
konstante sprege 3Jwz,H3 te o¢itanjem kontakata NOE moze se utvrditi o kojoj je konformaciji
rije¢. Za izvrnutu konformaciju karakteristicni su parametri: homononuklearna konstanta
sprezanja 3Juz,Hs =~ 10 Hz i kontakti NOE H4-H11, H2-H4, H5-H6Me. Na uvrnutu konformaciju
upuéuju vrijednosti 3Juzmz = 2-3 Hz te kontakti NOE H3-H11, H4-H6Me i H3-HS.
Konformacija 3-endo-folded-out razlikuje se od izvrnute konformacije samo po manjoj
vrijednosti konstante sprege 3Juz,ns = 4-5 Hz, dok su kontakti NOE identi¢ni. Treba napomenuti
kako udio odredenog konformera u otopini ovisi o temperaturi i polarnosti otapala.

Efekt NOE na kojem se temelji tehnika NOESY ovisi o korelacijskom vremenu, a na
korelacijsko vrijeme utjece masa molekule i viskoznost otapala.®! Za prekursor klase 3-
makrozona (S6) vrijednost efekta NOE u vodenom otapalu je blizu nule, stoga je dobiven
spektar NOESY u kojem vecina izvandijagonalnih signala izostaje. 1z tog razloga snimljen je 1
interpretiran spektar ROESY. Prema izmjerenim vrijednostima vicinalne konstante sprege
3Jnz.ms (tablica 11.) i o¢itanjem kontakata NOE, odnosno ROE (tablica 12.) utvrdeno je da u
slobodnom stanju prekursor 3-dekladinozil-O-(3-aminopropil)azitromicin (S6) zauzima
izvrnutu  konformaciju, dok 4"-O-(3-aminopropil)azitromicin (P5) i 9a-aminopropil-
azitromicin (M2) zauzimaju konformaciju 3-endo-folded-out.!® Konformacije molekule
spojeva se u organskom i vodenom otapalu ne razlikuju. Na slici 59. prikazani su
reprezentativni spektri NOESY za spoj P5 u tris puferu i acetonitrilu, dok se spektri NOESY

za preostale spojeve nalaze u Dodatku (slike D9 i D10.).

Tablica 11. Vrijednosti vicinalne konstante sprege 3Juz s za prekursore makrozona M2, S6 i
P5 u slobodnom stanju

Sooi 8Jm2,13 / Hz
PoJ — -
Acetonitril Tris pufer
M2 6,60 6,43
S6 10,14 9,88
P5 5,39 511
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Tablica 12. Kontakti NOE / ROE prekursora makrozona M2, S6 i P5 u slobodnom stanju u

vodenom i organskom otapalu

Spoj
M2 S6 P5

Acetonitril Trispufer Acetonitril  Trispufer Acetonitril Tris pufer

H3-H11 - - - -
H4-H11 + + + + + +
H2-H4 + + + + + +

H4-H6Me - - - - - -
H3-H8 - - - - - -

H5-H6Me
H8-H11 - - - - - -

NOE / ROE
kontakt

+
+
+
+
+
+

[m]

‘
2 F1[ppm]

3

2 F1 [ppm]

4 3

5

5‘ I‘4‘I ‘3‘ I‘Z‘IIF‘Z[p‘pm]
(b)
Slika 59. Spektri NOESY NMR 4"-O-(3-aminopropil)azitromicina (P5) u (a) tris puferu-diz i
(b) acetonitrilu-ds pri 600 MHz i1 25 °C
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Konformacija molekule spojeva u évrstom stanju procijenjena je analizom spektara 3C i
1N CPMAS. Usporedbom spektara $3C u otopini i ¢vrstom stanju (slika 60.) utvrdeno je da se
kemijski pomaci ugljika preklapaju, odnosno moze se zakljuciti da molekule prekursora
makrozona (M2, S6 i P5) zauzimaju sli¢nu konformaciju u évrstom i otopinskom stanju. Sirenje
linija signala u spektru *C CPMAS spoja P5 ukazuje na njegovu amorfnost, dok su ostali

prekursori prisutni u kristalini¢noj formi.

Azitromicin ’ - & | Azitromicin - 2

Ly Lol i F :

‘ PR L :
M2 I :_“ M2 - &
N JIIH. L T -2
' LU | 1L "
s6 Z s6 2
Loy 1l IIIHI -o JLWAAUMA/\MWL&Q

' i - :
P5 "o | P5 E
Rl h'iillll - - o

‘ Ty T T :

T T T T T T T T T T T T T ~ ‘ T T T T I T T T T | T T T T I T T T T |

1;0 1(‘10 5‘0 [ppm‘] 150 100 50 [ppm]

(a) (b)

Slika 60. Spektri $3C (a) DEPTQ NMR u otopini i (b) CPMAS NMR u &vrstom stanju
azitromicina, 9a-aminopropil-azitromicina (M2), 3-dekladinozil-O-(3-
aminopropil)azitromicina (S6) i 4"-O-(3-aminopropil)azitromicina (P5) pri 400 MHz%®

Kemijski pomaci °N (slika 61.) azitromicina, prekursora i laktonskog prstena azitromicina
takoder upuéuju na isti zakljuéak. Signali u podruéju od 45 do 50 ppm odgovaraju jezgri *°N u
desozaminu, signali pri 25 ppm odgovaraju >N na polozaju 9a, a signali pri 15 ppm mogu se

pripisati *°N u aminopropilnom lancu.
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Slika 61. Spektri ° N CPMAS NMR u &vrstom stanju azitromicina, 9a-aminopropil-
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0

azitromicina (M2), 3-dekladinozil-O-(3-aminopropil)azitromicina (S6) i 4"-O-(3-

aminopropil)azitromicina (P5) i laktonskog prstena azitromicina pri 400 MHz%®

Zatim su snimljeni i analizirani spektri *H i trNOESY svih triju prekursora makrozona u
svrhu odredivanja konformacije u vezanom stanju. Analizom spektara dobile su se informacije
0 vezanju prekursora na 70S ribosom izoliran iz bakterije E. coli. Signali ribosoma nisu vidljivi
u spektrima zbog njegove niske koncentracije. Za snimanje spektra trNOESY odabrano je
vrijeme mijesanja od 75 ms po uzoru na prethodna istrazivanja® sustava makrolid-ribosom.
Vrijeme mijesanja tijekom kojeg dolazi do stvaranja efekta NOE ne smije biti prekratko kako
bi doslo do ucinkovitog prijenosa magnetizacije s proteina na ligand. Ukoliko je vrijeme
mijeSanja predugo moze do¢i do pojave spinske difuzije, odnosno do prijenosa magnetizacije
kroz veze i pojave viska signala, §to dovodi do neto¢ne procijene konformacije. Kod velikih
sustava dolazi do brzog stvaranja efekta NOE, stoga je vrijeme mijesanja krace.”

Usporedbom spektara *H prekursora P5 (slika 62.) prije i nakon dodatka ribosoma opaza se
Sirenje linija signala Sto ukazuje na nastanak kompleksa prekursor-ribosom. Do navedenih
promjena dolazi zbog toga $to kompleks ligand-receptor posjeduje znatno krace relaksacijsko

vrijeme od samog liganda. Sirenje signala u spektru *H uo&eno je i za preostala dva prekursora.
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Slika 62. Spektri *H NMR 4"-O-(3-aminopropil)azitromicina (P5) (a) prije i (b) nakon
dodatka 70S ribosoma E. coli u tris puferu-di; pri 600 MHz i 25 °C

Daljnjom usporedbom rezultata eksperimenata trNOESY, NOESY i ROESY pokazano je
da vezanjem na ribosom ne dolazi do znacajnih strukturnih promjena prekursora (M2, S6, P5).
Preklapanjem spektara (slika 63.) ustanovljeno je da su klju¢ni izvandijagonalni signali (H4-
H11, H2-H4, H5-H6Me) prisutni u slobodnom i vezanom stanju (slika 64.). Moze se zakljugiti
da u vezanom stanju 3-dekladinozil-O-(3-aminopropil)azitromicina (S6) zauzima izvrnutu

konformaciju.

5 4 3 2 F2 [ppm]

Slika 63. Preklopljeni spektri ROESY (plavi i zeleni signali) i trNOESY (crveni i ruzicasti
signali) 3-dekladinozil-O-(3-aminopropil)azitromicina (S6) u tris puferu-di1 pri 600 MHz i 25
°C
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Slika 64. Bitni kontakti NOE za odredivanje konformacije molekula spoja S6 u slobodnom
(plavi signali) i vezanom (crveni signali) stanju: (a) H4-H11; (b) H2-H4; (c) H5-H6Me!®®

Karakteristi¢cni NOE kontakti prema kojima su odredene konformacije molekula prekursora
prikazani se u tablici 13. Prekursori P5 i M2 zauzimaju konformaciju 3-endo-folded-out.
Njihovi trNOESY spektri nalaze se u Dodatku (slike D11 i D12.). Ocitanje vrijednosti
homonuklearnih sprega nije bilo moguce zbog Sirenja linija signala, $to je posljedica vezanja

spojeva na ribosom.

Tablica 13. Kontakti NOE / ROE prekursora makrozona M2, S6 i P5 u vezanom stanju u tris

puferu-dis
Spoj
NOE / ROE kontakt M2 S6 P5
Tris pufer

H3-H11 - - -
H4-H11 + + +
H2-H4 + + +
H4-H6Me — — —
H3-H8 - - -
H5-H6Me + + +
H8-H11 - - -

Epitopi vezanja, odnosno atomi prekursora makrozona koji su u bliskom kontaktu s
ribosomom identificirani su pomocu tehnike STD NMR. Za odabir najprikladnijih uvjeta
eksperimenta STD varirana je vrsta pulsnog slijeda, vrijednost vremena zasi¢enja, frekvencija
snimanja referentnog spektra (engl. off resonance) te frekvencija snimanja spektra zasicenja
(engl. on resonance). Za sve spojeve primijenjena je frekvencija izvan zasi¢enja pri 50 ppm.

Prilikom snimanja spektra zasi¢enja selektivno se pobuduje iskljucivo receptor. Optimalna
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vrijednost frekvencije zasi¢enja odabrana je na nacin da se za svaki spoj proveo eksperiment
STD bez dodatka ribosoma. Ukoliko je vrijednost frekvencije optimalna, tijekom snimanjem
spektra zasi¢enja ne bi smjelo do¢i do pobude signala liganda. Odnosno u spektru razlike STD
bi trebali izostati svi signali. Na slici 65. prikazan je primjer eksperimenata STD prije dodatka
ribosoma. Odabrane su sljedece vrijednosti frekvencije zasicenja: 8 ppm (za spojeve M2 i S6)
i 11 ppm (za spoj P5). Preostali parametri su podeseni po uzoru na prijasnja istrazivanja®® i

opisani su u eksperimentalnom dijelu.
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Slika 65. Spektar STD spoja M2 prije dodatka 70S ribosoma E. coli pri (a) —0,5 ppm i (b)
8 ppm pri 600 MHz i 25 °C

Najvecéi prijenos magnetizacije, odnosno najjace pojacanje intenziteta u spektru STD dozive
atomi liganda koji su prostorno najblize ribosomu. Analizom spektra STD za spoj S6
ustanovljeno je da metilne skupine desozamina (3'NMe, 5'Me) i aglikonskog prstena (6Me,
8Me, 10Me, 12Me, 14Me) sudjeluju u vezanju na ribosom. Ujedno je pojacanje opazeno za
metilensku skupinu (3c) aminopropilnog lanca. Procijenjeni epitopi vezanja za spoj S6
prikazani su na slici 66. zelenom (bliske skupine) i crvenom bojom (udaljenije skupine).1%
Zbog preklapanja signala i Sirenja linija nije bilo mogucée pouzdano odrediti postotak STD

pojacanja metilnih i metilenskih skupina.
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Slika 66. (a) Spektar razlike STD za spoj S6 nakon dodatka ribosoma; (b) referentni

spektar STD nakon dodatka ribosoma; (c) spektar *H prije dodatka ribosoma; (d) strukturna

formula molekule spoja S6, brojanje atoma i epitopi vezanja (zeleno i crveno obojeni)1%

Sliéni  rezultati eksperimenta STD dobiveni su i =za prekursore 4"-O-(3-

aminopropil)azitromicin (P5) te 9a-aminopropil-azitromicin (M2). Dodatno je opazeno

pojacanje signala metilnih skupina kladinoze (3"Me, 5"Me). Na slici 67. prikazani su njihovi

epitopi vezanja. Zelenom bojom su oznaene skupine koje su ostvarile najblizi kontakt, a

crvenom bojom skupine koje su nesto udaljenije od ribosoma. Pripadajuéi spektri STD nalaze

se u Dodatku (slike D13. i D14.).
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Slika 67. Strukturne formule molekula 9a-aminopropil-azitromicina M2 (a) i

4"-0O-(3-aminopropil)azitromicina P5 (b), brojanje atoma i epitopi vezanja
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Usporedbom dobivenih rezultata s literaturnim podacima® pokazano je da su epitopi vezanja
makrolida i njihovih derivata poprili¢no sli¢ni. Kljuénu ulogu u vezanju makrolida na ribosom
ima Secer desozamin. Najprije se uspostavljaju hidrofobne interakcije u kojima sudjeluju
metilne i metilenske skupine aglikonskog prstena i kladinoze, a potom se stvaraju vodikove
veze izmedu skupina 2'-OH i 3'NMe: i ribosoma. U sklopu ovog istrazivanja nije bilo moguce
detektirati pojacanje signala 2'-OH u spektru STD zbog izmjene protona s deuterijem.

Pretpostavlja se kako bi ja¢em vezanju prekursora trebale doprinijeti dodatne interakcije
metilenskih skupina aminopropilnog lanca s ribosomom. Indikativno je i da amino-skupina
aminopropilnog lanca sudjeluje u vezanju, medutim signal protona izostaje u spektru STD zbog
izmjene s deuterijem iz otapala. Smatra se da jace vezanje derivata makrolida pozitivno utjece
na biologki profill, §to je i vidljivo iz rezultata bioloskog testiranja. Naime, prekursori
makrozona pokazali su najmanje dva puta vecu aktivnost in vitro na soj E. coli u odnosu na
azitromicin.

Osim tehnike STD, za dodatnu potvrdu vezanja i mape epitopa preporucljivo je primijeniti
tehniku WaterLOGSY.” U eksperimentu waterLOGSY selektivno se pobuduje voda te se
magnetizacija prenosi putem efekta NOE na sve molekule prisutne u otopini. Isto tako,
magnetizacija se moze prenositi mehanizmom spinske difuzije s proteina na vezani ligand te
putem kemijske izmjene izmedu vode 1 izmjenjivih protona. Pra¢enjem promjene predznaka 1
intenziteta signala liganda nakon dodatka receptora moze se zakljuciti koji atomi liganda
sudjeluju u vezanju, odnosno koji su atomi liganda najizloZeniji otapalu (vodi). Isto tako, moze
se razlikovati specifi¢no vezanje od nespecifi¢nog. 9%

Snimljeni su spektri prekursora makrozona (M2, S6, P5) prije i nakon dodatka 70S
ribosoma E. coli. Na slici 68. prikazan je waterLOGSY spektar spoja P5, dok se spektri za

preostale prekursore makrozona nalaze u Dodatku (slike 15-16.).
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Slika 68. (a) Spektar waterLOGSY za spoj P5 nakon dodatka ribosoma; (b) spektar
waterLOGSY prije dodatka ribosoma (referentni spektar); (c) spektar *H prije dodatka

ribosoma

Opazeno je da se dodatkom receptora mijenja intenzitet i predznak signala liganda ¢ime je
potvrdeno vezanje na ribosom. Do navedenih promjene dolazi zbog razlike u predznaku efekta
NOE malih i velikih molekula. Efekt NOE je pozitivan za molekule male molekulske mase, a
negativan za molekule velike molekulske mase. Stoga ¢e u spektru waterLOGSY nevezuci
ligandi imati pozitivne NOE signale (fazirani kao negativni signali), dok ¢e vezuéi ligandi
poprimiti svojstvo velike molekule i pokazati negativne signale NOE (fazirani kao pozitivni
signali).®

Intenziteti signala u spektru 'H liganda razlikuju se od intenziteta signala u spektru
waterLOGSY zbog prijenosa magnetizacije s vode na ligand.’”® Iz tog razloga usporedeni su
intenziteti signala liganda u eksperimentu waterLOGSY prije i nakon dodatka receptora.
Interpretacijom spektara waterLOGSY potvrdeno je specifi¢no vezanje prekursora makrozona
na ribosom. Na specificno vezanje ukazuje promjena intenziteta signala nakon dodatka
receptora. Buduéi da predznak efekta NOE ovisi o veli¢ini molekule, intenzitet signala je
prosjek populacije vezanih i nevezanih molekula. Intenzitet signala atoma koji su ,,uronjeni* u
protein trebao bi biti jednak ili ve¢i. S druge strane, o¢ekuje se smanjenje intenziteta signala za
atome koji su izloZeniji otapalu.”

Na temelju usporedbe intenziteta signala prije i nakon dodatka receptora uocen je veci ili

manji porast intenziteta signala istih metilnih i metilenskih skupina kao §to je opazeno i u
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eksperimentima STD. Isto tako, nije zabiljeZeno znacajno smanjenje drugih signala sto upucuje
na slabu izlozenost molekule otapalu, odnosno na dobro uranjanje u ribosom.

Kao sto je ve¢ spomenuto, na intenzitet signala u spektru waterLOGSY u vecoj ili manjoj
mjeri utjeCu i izmjenjivi protoni. Utjecaj izmjenjivog protona (npr. OH i NH) ovisi o
udaljenosti, te ée biti najveéi za prostorno najblize protone (< 5 A) jer ja¢ina efekta NOE opada
sa Sestom potencijom udaljenosti. Poznato je da osjetljivost eksperimenta waterLOGSY ovisi 0
ucinkovitosti prijenosa magnetizacije preko protona kompleksa pomoc¢u mehanizma spinske
difuzije. Medutim, pri manjim vremenima mijeSanja (< 1 s) dominatan je prijenos
magnetizacije preko izmjenjivih protona pomocu efekta NOE. Predugo vrijeme mijeSanja moze
dovesti do smanjenja intenziteta signala zbog relaksacijskih procesa. Stoga se preporucuje
koristiti vrijeme mijesanja u rasponu od 1 do 2 s.”° Kako bi provjerili utjecaj izmjenjivih protona
na intenzitet signala u spektru, provedeni su eksperimenti waterLOGSY pri tri razli¢ita vremena
mijesanja (1,5, 0,75s1 0,25 s; slika 69.).
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Slika 69. Spektri waterLOGSY za spoj M5 pri razli¢itim vremenima mijeSanja (1,7 s,
0,75s51i0,255)

Opazeno je da smanjenje vremena mijesanja dovodi do smanjenja omjera signala prema Sumu
zbog nedovoljnog vremena za prijenos magnetizacije. Isto tako, uo¢ava se povecanje intenziteta

signala nekih protona koji su u blizini (< 5 A) izmjenjivih protona.
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4.3.2. Molekulsko modeliranje

Racunalno istrazivanje provedeno je na Zavodu za fizikalnu kemiju Prirodoslovno-
matematickog fakulteta u Zagrebu.

Eksperimentalni podaci dobiveni spektroskopijom NMR usporedeni su s rezultatima
molekulskog uklapanja (engl. docking). Buduci da su eksperimenti NMR provedeni s velikim
suviSkom liganda u odnosu na makromolekulu, vazno je prouditi pratimo li vezanje makrolida
u aktivno mjesto (specificno vezanje) ili na nasumi¢no odabrani dio ribosoma (nespecifi¢no
vezanje). Prema dosadasnjim istrazivanjima dokazano je da eksperimenti STD pruzaju uvid u
pravo specifiéno vezanje makrolida.®

Provedene studije molekulskog uklapanja ukazale su na postojanje vise mjesta na koje se
vezu prekursori makrozona. Jedno od njih se poklapa s veznim mjestom eritromicina u
kristalnoj strukturi kompleksa eritromicina i ribosoma E. coli. Druga detektirana vezna mjesta
su se pokazala manje ucestala te su okarakterizirana kao nespecificna. Stoga je prouceno
vezanje prekursora na isto aktivno mjesto za eritromicin koje je ujedno i mjesto vezanja za

azitromicin (slika 70.).1%°

Slika 70. Mjesto vezanja eritromicina (narancasti Stapicasti prikaz) i 9a-aminopropil-
azitromicina (M2) (tirkizni Stapicasti prikaz) u ribosomu E. coli. Sivom bojom prikazani su
nukleotidi (A2058, A2059, A2503, U2504, G2505, U2506, A2062, C2063, C2452, U2584,

U2585 i U2586) s kojima 9a-aminopropil-azitromicin uspostavlja van der Waalsove
interakcije. Nukleotidi s kojima 9a-aminopropil-azitromicin uspostavljava vodikove veze su

naznadeni i prikazani kao linije!%
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Utvrden je slican naéin vezanja svih triju prekursora makrozona (M2, S6, P5).
Makrolaktonski prsten zauzima sliénu poziciju kao i kod eritromicina®, to jest poprima
izvrnutu konformaciju. Aminopropilni lanac omogucava uspostavljanje dodatnih interakcija s
ribosomom. Ipak, usporedbom racunskih podataka pokazano je da se afiniteti vezanja za sva tri
spoja razlikuju. Najve¢i afinitet vezanja imaju spojevi P5 (-10,2 kcal mol™?) i M2 (-9,6 kcal
mol1). Spoj S6 ima nesto manji afinitet vezanja (8,3 kcal mol ™), to je i u skladu s rezultatima
bioloske aktivnosti. Naime, spojevi P5 i M2 su pokazali dva puta bolju aktivnost in vitro na soj
E.coli od spoja S6. Na slici 71. prikazane su interakcije izmedu 9a-aminopropil-azitromicina
(M2) i ribosoma E. coli. Naznaceni su nukleotidi te udaljenosti izmedu bliskih atoma (< 5,3 A).
Rezultati dobiveni molekulskim modeliranjem u skladu su s rezultatima NMR

eksperimenata.®

Slika 71. Uspostavljene interakcije i udaljenosti izmedu 9a-aminopropil-azitromicina
(M2) i nukleotida iz 70S ribosoma E. coli‘®
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4.3.3. UV-VIS i fluorescencijska spektroskopija

Za odredivanje konstante vezanja makrozona na ribosom primijenjena je fluorescencijska
spektroskopija. Preeliminarna istrazivanja interakcija obuhvatila su proucavanje vezanja
makrozona i na druge bioloSke mete, a to su CtDNA, RNA (pApU) i protein BSA. Za
istrazivanje su odabrani makrozoni (4''-3b, 4'"-3g i 9a-3e) koji sadrze viSe aromatskih
prstenova ¢ija se absorbancija moze mijenjati po interakciji s drugom molekulom. Dodatno,
mnogi aromatski sustavi emitiraju fluorescenciju koja je vrlo osjetljiva na nekovalentne
interakcije i promjenu solvatacije kromofora. Prilikom odabira makrozona vodilo se rauna i o
aktivnosti makrozona na soj E. coli (tablica 8 i 9.). Makrozoni nisu dobro topljivi u vodi pa su
se za istrazivanja koristile stock otopine makrozona u DMSO-u koje su potom razrjedene s
kakodilatnim puferom (I = 0,05 mol dm™, pH = 7).

Najprije su snimljeni spektri UV-VIS (slika 72. i D17.) zbog odredivanja valne duljine
maksimalne apsorpcije i vrijednosti molarnog apsorpcijskog koeficijenta. Na temelju rezultata

eksperimenata UV-VIS podeseni su parametri za fluorescencijska mjerenja.

2,0+
——538x10° M
A ——1,08x10° M
—1,61x10° M
1.5 ——215x10° M

. T T T
200 250 300 350 400

Afnm

Slika 72. Ovisnost UV-VIS spektra makrozona 4''-3g o koncentraciji u kakodilathom puferu
(1 =0,05 mol dm=, pH =7) pri 25 °C

Apsorbancija otopina makrozona proporcionalna je njihovim koncentracijama pri Amaks =
325 nm u istraZivanom koncentracijskom podrucju (do 2 x 10”° mol dm~3). Odredene vrijednosti

molarnih apsorpcijskih koeficijenata prikazane su u tablici 14.
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Tablica 14. Vrijednosti molarnih apsorpcijskih koeficijenata makrozona pri 4 = 325 nm.

Spoj g/ M1cm™
4"-3b 29 496,05
4"-39 29 711,55
9a-3e 38 854,73

Termicka stabilnost otopina makrozona istraZena je zagrijavanjem na 90 °C i hladenjem na
25 °C (slika 73.). Zagrijavanjem otopine dolazi do batokromnog pomaka $to ukazuje na

mogucnost agregacije. Hladenjem se sustav djelomic¢no vraca U pocetno stanje.

2,04

—25°C
—90°C
—— 25 °C hladenje

3 T T v T T T ¥ 1
200 250 300 350 400

Afnm

Slika 73. UV-VIS spektar makrozona 4"-3g (¢ = 2,15x10° M) u kakodilatnom puferu (I
= 0,05 mol dm=3, pH = 7) pri 25 °C i 90 °C

VVodene otopine makrozona pokazuju slabu fluorescenciju nakon pobude na njihovim
maksimalnim valnim duljinama apsorpcije (slika 74.), uz vidljivo podizanje bazne linije koje
ukazuje na mogu¢ nastanak agregata ili slabo topljivih aglomerata. 1z tog razloga istrazen je
utjecaj zagrijavanja otopine makrozona na spektar fluorescencije. Zagrijavanjem sustava na 90
°C dolazi do porasta intenziteta fluorescencije, dok se hladenjem sustav postepeno vraca U

pocetno stanje, $to dodatno podupire agregiranje.
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Slika 74. Spektri fluorescencije makrozona 4'*-3g (Zeksc = 325 nm) u kakodilatnom puferu (I =

0,05 mol dm3, pH = 7) (a) pri 25 °C; (b) pri 25 °C i 90 °C (¢ = 2,15x10 5 mol dm)

Zatim je istrazen utjecaj dodatka BSA 1 RNA na fluorescencijske spektre makrozona, s tim
da je valna duljina pobude Jeksc = 325 nm dovoljno odmaknuta od podrucja absorpcije BSA,
kako bi se izbjegla emisija BSA. Titracija s BSA (slika 75. i D18., Dodatak) uzrokovala je
znacajan porast emisije makrozona 4'-3b i 4''-3g, te je iz dobivenih podataka nelinearnom

regresijom za 1:1 stehiometriju kompleksa makrozon : BSA (slika 75.b) izra¢unata konstanta
vezanja (tablica 15.).
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Slika 75. (a) Spektri fluorescencije prilikom titracije spoja 4""-3b (c = 9,92x10~" mol dm3,
Jeksc = 325 nm) s BSA,; (b) ovisnost intenziteta fluorescencije pri Amaks = 419,5 nm o
mnozinskoj koncentraciji BSA u kakodilatnom puferu (I = 0,05 mol dm™, pH = 7) pri 25 °C;
crvena linija predstavlja nelinearnu regresiju podataka titracije za nastanak kompleksa
stehiometrije 1:1

Nadalje, istrazene su interakcije spoja 4'*-3g S DNA i RNA pomoc¢u metoda temperaturne
denaturacije DNA/RNA i fluorimetrijske titracije makorozona s DNA/RNA. Buduéi da nisu
dobivene vidljive promjene koje bi ukazivale na mjerljivu interakciju, daljnja istrazivanja s
DNA i RNA viSe nisu provodena.

Prema literaturnim podatcima®®’, proucavanje vezanja nefluorescirajuéih antibiotika na
ribosom pomocu fluorescencijske spektroskopije istrazivalo se kovalentnim vezanjem
fluorofora na antibiotik ili kompeticijskim eksperimentima s fluoresciraju¢im ligandom. Za
izvodenje kompeticijskih eksperimenata odabire se ligand koji cilja isto vezno mjesto na
bioloskoj meti. Budu¢i da se afinitet vezanja fluorescirajuceg derivata moZze bitno razlikovati
od afiniteta vezanja makrolida, za potrebe ovog istrazivanja odabrani su kompeticijski
eksperimenti umjesto kemijske modifikacije makrozona. Kao kompetitor posluzio je 9a-NBD
azitromicin (slika 76.a). Istrazivanja su pokazala da ovaj fluoresciraju¢i derivat ima sli¢na
farmakokineti¢ka svojstva kao i azitromicin.*® Prema njegovom spektru UV-VIS (slika 76.b)

maksimalna valna duljina apsorpcije u podru¢ju > 300 nm iznosi 475 nm.
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Slika 76. (a) Strukturna formula molekule 9a-NBD-azitromicina; (b) UV-VIS spektar 9a-
NBD-azitromicina (¢ = 1,00x107° mol dm~) u kakodilatnom puferu (I = 0,05 mol dm3, pH =
7) pri 25 °C (c) spektar fluorescencije 9a-NBD-azitromicina (¢ = 1,00x107% M, Aeksc = 475
nm) u kakodilatnom puferu (I = 0,05 mol dm™3, pH = 7) pri 25 °C

Najprije je snimljen fluorescencijski spektar 9a-NBD-azitromicina pri Jeksc = 475 nm (slika
76.c). Dodatak ribosoma u otopinu rezultirao je smanjenjem intenziteta fluorescencije (slika
77.a1 77.b). Titracija ribosomom provodena je do prestanka gaSenja fluorescencije, odnosno
do zasi¢enja veznih mjesta ribosoma. Potom su uslijedili kompeticijski eksperimenti.
Dodatkom alikvota makrozona 4'*-3b u otopinu ribosoma i 9a-NBD-azitromicina dolazilo je
do postupnog porasta intenziteta emisije (slika 77.c). Ipak, nije postignut povratak na pocetnu
vrijednost intenziteta emisije slobodnog kompetitora (Rel. Int. Fluo. = 397 a.u.), $to upucuje na

mogucnost postojanja sekundarnog veznog mjesta za 9a-NBD-azitromicin.
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Slika 77. (a) Spektri fluorescencije prilikom titracije 9a-NBD-azitromicina (Co = 1x107° mol
dm™, Jeksc = 475 nm) s ribosomom; (b) ovisnost intenziteta fluorescencije pri Amaks = 535 nm
o mnozinskoj koncentraciji ribosoma u kakodilatnom puferu (1 = 0,05 mol dm=3, pH = 7, co
(9a-NBD-azitromicin) = 1x10~° mol dm™) pri 25 °C (log K¢ = 5,8 M™); (c) ovisnost
intenziteta fluorescencije pri Amaks = 535 nm o mnozinskoj koncentraciji 4''-3b u
kakodilatnom puferu (1 = 0,05 mol dm™3, pH = 7) pri 25 °C; crvena linija predstavlja

nelinearnu regresiju podataka titracije za nastanak kompleksa stehiometrije 1:1

Afinitet vezanja makrozona s obzirom na afinitet vezanja kompetitora odreden je pomocu
metode IDAso (engl. Indicator displacement assay).!'! Na slici 78. prikazana je ovisnost

postotka izmjene o omjeru koncentracija makrozona 4'-3b i kompetitora 9a-NBD-
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azitromicina. Crvena linija prikazuje istiskivanje 9a-NBD-azitromicina, dok crna linija

prikazuje istovremeno vezanje makrozona 4''-3b.
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Slika 78. Ovisnost postotka izmjene o omjeru koncentracija makrozona 4'*-3b i 9a-NBD-

azitromicina u kompeticijskom eksperimentu

Obradom emisijskih spektara kompleksa 9a-NBD azitromicin-ribosom i kompleksa 4'*-3b-
ribosom dobivena je vrijednost IDAsg = 0,15, §to prema gruboj procjeni ukazuje na tri do Cetiri
puta manji afinitet vezanja spoja 4'*-3b. Kao zavr$na to¢ka kompeticijskog eksperimenta uzeta
je vrijednost Rel. Int. Fluo. = 351 a.u. (slika 77.c) s pretpostavkom da je pri toj vrijednosti
kompetitor u potpunosti istisnut iz aktivnog mjesta ribosoma (postotak izmjene = 100 %). Za
izraCun vrijednosti IDAsg koristeni su podaci iz grafova 77.b i 77.c dobiveni eksponencijalnom
funkcijom. Ta funkcija predstavlja krivulju s uprosjec¢enim pogreskama.

Za makrozon 4''-3g dobiveni su sli¢ni rezultati (slika D19., dodatak), dok se makrozon 9a-
3e pokazao kao lo$ kompetitor (slika D20., dodatak).

Podaci dobiveni fluorimetrijskim mjerenjem analizirani su pomoc¢u programa Hyperyuad.
Koristeno je nekoliko modela (AB, AB>) s razli¢itim stehiometrijama vezanja liganda (B) na
BSA (A), ribosom (A) te model (ABC) kompetitivhog sustava s fluoroforom (C). Za sustav
makrozon-BSA i fluorofor-ribosom najbolje slaganje dobiveno je za model AB s konstantom
vezanja f. Medutim, ustanovljeno je da program Hyperyuad ne omoguéava obradu
kompeticijskih eksperimenata jer vjerodostojni rezultati nisu dobiveni za tu wvrstu
eksperimenata. U tablici 15. prikazane su izracunate konstante disocijacije multivarijantnom

analizom.
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Tablica 15. Rezultati analize fluorimetrijskih podataka pomocu programa Hyperquad

Sustav log B B Sd Ka=1/p
4"-3b + BSA 594  875-10° 0,0222 1,14:10°°
4"-3g + BSA 6,21  1,63-10° 0,0163 6,14:10°"

9a-NBD-azitromicin + ribosom 6,36  2,29-10° 0,3517 4,37-10°'

Prema dobivenim rezultatima 9a-NBD-azitromicin najjace se veze na ribosom, a makrozon
4'"-3g je bolji kompetitor od makrozona 4"'-3b.

Bitno je napomenuti da vrijednost Kp mozZe varirati ovisno o KkoriStenoj metodi,
eksperimentalnim uvjetima i bakterijskom soju. Primjerice, prema literaturnim podacima
vrijednost Kp za kompleks eritromicin-ribosom E. coli varira u rasponu od 2 do 36 nM, dok je
dobivena vrijednost Kp za kompleks eritromicin-ribosom H. pylori za red veli¢ine manja. Isti

slu¢aj je zabiljezen i za klaritormicin.®

4.3.4. Cirkularni dikroizam

Cirkularni dikroizam primjenjuje se za proucavanje sekundarne strukture proteina i
polinukleotida (DNA, RNA) te omogucava praéenje strukturnih promjena prilikom vezanja
liganda i procesa denaturacije.'*? U sklopu ovog rada cirkularni dikroizam je primijenjen za
analizu interakcija makrozona s DNA, RNA, BSA i ribosomom.

Istrazivani makrozoni su akiralne molekule, stoga ne pokazuju signal u CD spektrima.
Medutim, uoceno je kako u interakciji S DNA i RNA pokazuju inducirani cirkularni dikroizam
(ICD), sto ukazuje na uniformnu orijentaciju kromofora makrozona s obzirom na kiralnu os
DNA/RNA.! Predznak i veli¢ina ICD signala pruzaju informacije o nadinu vezanja.!**
Poznato je da polinukleotidi DNA i RNA posjeduju CD signale u ultraljubi¢astom podru¢ju do
300 nm, dok se dodatkom makrozona inducirani CD signal javlja u podru¢ju od 300 nm do 375
nm koje odgovara apsorpcijskoj vrpci spojeva. Signal ICD je izrazeniji za spoj 4'-3b u
interakciji s DNA, nego za spoj 4'"'-3g i DNA (slika 80.). Nelinearna ovisnost signala ICD o

omjeru rspojj / [pNA] (Slika 80.¢) ukazuje na nastanak nekovalentnog kompleksa.
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Slika 79. CD titracije (a) 4""-3b (c = 1,97x10° mol dm™); (b) 4"-3g (¢ = 1,98x10° mol
dm™) s ctDNA pri molarnim omjerima rspojj / polinukieotia] = 0,2-1 u kakodilatnom puferu (I =
0,05 mol dm™, pH = 7) pri 25 °C; (c) ovisnost signala ICD pri 363 nm 0 omjeru ra"-3s]/ [DNAT;

crvena linija predstavlja nelinearnu regresiju podataka titracije za nastanak kompleksa

stehiometrije 1:1

Titracijom otopine makrozona 4''-3g s RNA opazene su male promjene u CD spektru RNA,

dok za spoj 4''-3b nije opazena pojava novih ICD vrpci (slika 81.).
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Slika 80. CD titracije (a) 4""-3b (c = 1,97x10° mol dm™) i (b) 4"'-3g (c = 3,95x10° mol dm"
%) s RNA pri molarnim omjerima rspoj] / polinukieotia] = 0,2-1 u kakodilatnom puferu (1 = 0,05
mol dm3, pH = 7) pri 25 °C

Titracijom makrozona s ribosomom i BSA ne uocava se promjena u intenzitetu CD vrpci

koja bi se mogla pripisati promjeni strukture receptora.
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§ 5. ZAKLJUCAK

U sklopu ove disertacije uspjes$no su pripravljene tri klase makrozona (klasa I, I1i I11), amidnih
konjugata azitromicina i tiosemikarbazona. Pripravi makrozona prethodila je priprava deset
tiosemikarbazida (1a-1k), deset tiosemikarbazona (2a-2Kk) i priprava tri prekursora makrozona,
odgovaraju¢ih aminopropilnih derivata azitromicina (P5, S6 i M2). Karboksilna skupina
tiosemikarbazona 2a-2k povezana je amidnom vezom s amino-skupinom aminopropilne
poveznice -CH2CH2CH2NH- vezane na tri razli¢ita polozaja molekule azitromicina. Klasa |
(4"-makrozoni, 4''-3a — 4'"-3k) dobivena je modifikacijom hidroksilne skupine na polozaju 4"
kladinoze. Klasa Il (3-makrozoni, 3-3a — 3-3k) pripravljena je uklanjanjem kladinoze i
susptitucijom polozaja 3 na aglikonskom prstenu. Klasa 111 (9a makrozoni, 9a-3a — 9a-3Kk)
dobivena je modifikacijom polozaja 9a aglikonskog dijela molekule azitromicina. Ukupno je
pripravljeno i strukturno okarakterizirano tridesetak makrozona.

Prekursori makrozona P5, S6 i M2 i pripravljeni makrozoni pokazali su dobru biolosku
aktivnost in vitro na Gram-pozitivne te slabu aktivnost na Gram-negativne bakterije.
Usporedbom vrijednosti MIK razlicitih klasa makrozona ustanovljeno je da mjesto supstitucije
uvelike utjeCe na biolosku aktivnost. Najbolji rezultati bioloske aktivnosti dobiveni su za klasu
I. 4"-makrozoni pokazali su vecu ili jednaku aktivnost kao i azitromcin na susceptibilne i
rezistentne sojeve S. aureus, S. pneumoniae i S. pyogenes te dva do osam puta vecu aktivnost
na soj E. faecalis. U odnosu na azitromicin, spoj piridil-3-il-4"-makrozon (4"-3b) posjeduje
osam puta vecu aktivnost na efluks rezistentni soj S. pneumoniae te najmanje Cetiri puta vecu
aktivnost na efluks rezistentni soj S. aureus. Spojevi benzil-4"-makrozon (4''-3e) i 3,4-
metilendioksifenil-4"-makrozon (4"'-3j) isticu Se po Cetiri puta ve¢oj aktivnosti u usporedbi s
azitromicinom na efluks rezistentni soj S. pneumoniae i najmanje osam puta vecoj aktivnosti
na efluks rezistentni soj S. aureus. Na konstitutivno rezistentni soj S. aureus najbolju aktivnost
iz klase | pokazali su 2-feniletil-4"-makrozon (4'*-3a), 4-trifluormetoksifenil-4"-makrozon (4"'-
39g) i 3-fenilpropan-1-il-4"-makrozon (4''-3h). Njihova aktivnost na spomenuti soj hajmanje je
Cetiri puta veca od azitromicina. Pretpostavlja se da je poboljsana bioloska aktivnost rezultat
stvaranja dodatnih interakcija tiosemikarbazonskog dijela makrozona s ribosomom.

Ustanovljeno je da variranjem supstituenata unutar klase 4"-makrozona ne dolazi do znacajnije
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promjene cjelokupne aktivnosti, ve¢ do porasta selektivne bioaktivnosti. Za razliku od klase I,
makrozoni iz klase 11 i 111 opcenito su pokazali jednaku ili slabiju antibakterijsku aktivnost na
testirane sojeve u odnosu na azitromicin. Ipak, moze se istaknuti bolja aktivnost 4-
trifluormetoksifenil-9a-makrozon (9a-3g) na rezistentne sojeve S. aureus (CMLS), S. aureus
(M) i S. pneumoniae (cMLS). Isto tako, metil-3-tiofen-2-karboksil-3-makrozon (3-3f) i 4-
trifluormetoksifenil-3-makrozon (3-3g) postigli su najmanje dva do Cetiri puta vecu aktivnost
od azitromicina na rezistentne sojeve S. aureus (CMLS), S. aureus (M) i S. pyogenes (M).
Znacajniju aktivnost na Gram-negativne bakterije (M. catarrhalis i E. coli) postignuli su jedino
spojevi P5 i M2.

Pomocu spektroskopije NMR 1 molekulskog modeliranja odredena je konformacija
molekula prekursora makrozona u slobodnom i vezanom stanju te su istrazene interakcije s
ribosomom E. coli. Na temelju analize spektara NOESY i ROESY ustanovljeno je da se
nevezne konformacije molekula spojeva u vodenom i organskom otapalu ne razlikuju znac¢ajno.
Isto tako, usporedbom spektara trNOESY, ROESY i NOESY utvrdeno je da vezanjem na
ribosom ne dolazi do bitnih strukturnih promjena prekursora makrozona. Konformacija
molekule prekursora 4"-O-(3-aminopropil)azitromicina (P5) i 9a-aminopropil-azitromcina
(M2) sli¢na je konformaciji molekule petnaesteroclanog makrolida azitromicina (tzv. 3-endo-
folded-out), dok 3-dekladinozil-O-(3-aminopropil)azitromicin (S6) zauzima izvrnutu
konformaciju kao i veéina Cetrnaesteroclanih makrolida. Tehnike H, STD i waterLOGSY
NMR posluzile su za potvrdu nastanka kompleksa makrolid-ribosom. Epitopi vezanja
identificirani su pra¢enjem pojacanja intenziteta signala u spektru STD. Za spoj 3-dekladinozil-
O-(3-aminopropil)azitromicin (S6) pokazano je da metilenska skupina aminopropilnog lanca
(3c) te metilne skupine desozamina (3'NMe, 5'Me) i aglikonskog prstena (6Me, 8Me, 10Me,
12Me, 14Me) sudjeluju u vezanju na ribosom. Interpretacijom spektara STD za spojeve P5 i
M2 dolazi se do istog zakljucka, osim §to se dodatno opaza sudjelovanje metilnih skupina
kladinoze u vezanju na ribosom. Ja¢em vezanju prekursora makrozona u odnosu na azitromicin
pridonose metilenske skupine te amino-skupina aminopropilnog lanca, §to pozitivno utjece na
bioloski profil. Naime, aktivnost prekursora makrozona na soj E. coli najmanje je dva puta veca
od aktivnosti azitromicina. Kombinacijom tehnika NMR i molekulskog modeliranja uspjesno
je rasvijetlien mehanizam vezanja pripravljenih derivata azitromicina. Medutim,
spektroskopijom NMR nije bilo moguée prouciti kompleks makrozon-ribosom zbog slabe

topljivosti makrozona u vodenom mediju i nedovoljne osjetljivosti navedene tehnike. Vezanje
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makrozona na ribosom, BSA, RNA i DNA istrazeno je fluorescencijskom spektroskopijom i
cirkularnim dikroizmom. Preliminarna istrazivanja vezanja makrozona na DNA i RNA nisu
pokazala da dolazi do znacajnih promjena u emisijskim spektrima makrozona, stoga su se
istrazivanja usmjerila na interakcije s proteinom BSA i ribosomom. Budu¢i da makrozoni slabo
fluoresciraju, provedeni su kompeticijski eksperimenti s fluoresciraju¢im derivatom
azitromicina. Obradom fluorimetrijskin podataka dobivene su konstante stabilnosti za
komplekse makrozon-BSA (0,6 uM - 1 uM) i makrolid-ribosom (0,43 uM). S druge strane,
cirkularni dikroizam je pokazao inducirane CD vrpce za proucavane makrozone po dodatku
dvolan¢ane DNA, no ne i po dodatku ribosoma stoga ova metoda nije prikladna za proucavanje
interakcija makrozona s bioloskim metama.

Rezultati dobiveni ovim istrazivanjima pokazali su da makrozoni posjeduju vrlo dobru
biolosku aktivnost na susceptibilne 1 rezistentne sojeve bakterija te predstavljaju obecavajucu
klasu bioaktivnih spojeva za daljnja istrazivanja i sluze kao dobar temelj za dizajn novih

antibiotika.
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§ 6. POPIS OZNAKA, KRATICA | SIMBOLA

BSA
CD
cMLS
COoSsYy
CP-MAS
CtDNA
DEPTQ
DIPEA
DMSO
eryS
HATU

HMBC
HPLC
HSQC
ICs0
iIMLS
M

MIK
NMR
NOE
NOESY
pApU

PRE
ROE
ROESY
SPE

govedi serumski albumin (engl. bovine serum albumin)

cirkularni dikroizam

konstitutivna rezistencija na makrolide, linkozamide i streptogramine
engl. Correlation Spectroscopy

engl. Cross-Polarization Magic Angle Spinning

DNA iz teleCeg timusa (engl. calf thymus DNA)

engl. Distortionless Enhancement by Polarisation Transfer
N,N-diizopropiletilamin

dimetil-sulfoksid

sojevi osjetljivi na eritromicin
1-[Bis(dimetilamino)metilen]-1H-1,2,3-triazolo[4,5-b]piridinijev-3-oksid
heksafluorfosfat

engl. Heteronuclear Multiple Bond Correlation

engl. High Performance Liquid Chromatography

engl. Heteronuclear Single Quantum Coherence

koncentracija koja smanjuje vijabilnost stanica za 50 %

inducibilna rezistencija na makrolide, linkozamide i streptogramine
efluks rezistencija na makrolide

minimalna inhibitorna koncentracija

nuklearna magnetska rezonancija (engl. Nuclear Magnetic Resonance)
engl. Nuclear Overhauser Effect

engl. Nuclear Overhauser Effect SpectroscopY

dvolancani polinukleotid sastavljen od lanca baze A i njemu
komplementarnog lanca sastavljenog od baze U

engl. Paramagnetic Relaxation Enhancements

engl. Rotating-frame Overhauser Effect

engl. Rotating-frame nuclear Overhauser Effect correlation SpectroscopY

ekstrakcija na ¢vrstoj fazi (engl. Solid-Phase Extraction)
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STD engl. Saturation Transfer Difference

trNOESY engl. Transferred Nuclear Overhauser Effect SpectroscopY
Tris tris(hidroksimetil)aminometan

UV-Vis ultraljubicasto-vidljivo zracenje

waterLOGSY engl. Ligand Observed via Gradient SpectroscopY
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§8. DODATAK
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Slika D1. Reprezentativni spektar *H N-(4-trifluormetoksifenil)hidrazinkarbotioamida u
DMSO-ds pri 298 K i 400 MHz
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Slika D2. Reprezentativni spektri a) H, b) DEPT Q, ¢) COSY, d) HSQC i €) HMBC 4-{[2-
(3-fenilpropan-1-ilkarbamotioil)hidraziniliden]metil }benzojeve kiseline u DMSO-ds pri 298
K'i 400 MHz
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d)
Slika D3. Reprezentativni spektri a) *H, b) DEPT Q, ¢) COSY, d) HSQC i ¢) HMBC 4-
(piperidin-1-ilsulfonil)fenil-4"-makrozona u acetonitrilu-ds pri 298 K i 400 MHz
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Slika D4. Spektar ESI-MS 4-(piperidin-1-ilsulfonil)fenil-4"-makrozona snimljen u

pozitivnom modu
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Slika D5. Reprezentativni spektri a) *H, b) DEPT Q, ¢) COSY, d) HSQC i €) HMBC metil-3-
tiofen-2-karboksil-3-makrozona u acetonitrilu-ds pri 298 K i 600 MHz

\\\\\

200

1+
382 2
o 5309
1+
ey 420
N |

1+
7333
1+
7735

YR PURTY

M5 0113 5min #(@634]) +

1400

Slika D6. Spektar ESI-MS metil-3-tiofen-2-karboksil-3-makrozona snimljen u pozitivnom

modu
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Slika D7. Reprezentativni spektri a) *H, b) DEPT Q, ¢) COSY, d) HSQC i ¢) HMBC 2-
fenilpropil-9a-makrozona u acetonitrilu-ds pri 298 K i 400 MHz
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Slika D8. Spektar ESI-MS 2-fenilpropil-9a-makrozona snimljen u pozitivnom modu
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Tablica D1. Asignacija kemijskin pomaka H i ¥C NMR 3-dekladinozil-O-(3-
aminopropil)azitromicina (S6), 4"-O-(3-aminopropil)azitromicina (P5) i 9a-aminopropil-
derivata azitromicina (M2) u tris-di1 puferu pri 600 MHz i 25 °C

S6 P5 M2
Atom o(*H) ppm  S(3C) ppm  o(*H) ppm  S(*C)/ ppm  6(*H)/ ppm  6(**C)/ ppm
1 - 178,37 - 178.28 - 179,09
2 2,88 44,02 2,89 44.87 2,98 44,41
2Me 1,24 15,42 1,16 14,55 1,19 14,80
3 3,43 85,6 4,01 78,97 3,85 83,20
3a 3,75 72,71 - - - -
3beq;3bax 1,78; 1,86 31,06 - - - -
3c 2,72 37,62 - - - -
3d - - - - - -
4 2,07 37,27 2,0 41,44 2,10 38,20
4Me 0,90 8,34 0,93 8,9 1,00 9,76
5 3,63 84,22 3,50 83,86 3,50 85,78
6 - 73,58 - 75,90 - 76,40
6Me 1,19 25,73 1,25 26,82 1,19 22,03
7eq; 7 ax 1,30; 1,55 40,12 1,39; 1,57 41,31 1,43; 1,58 43,14
8 1,88 25,93 1,95 25,88 1,93 26,00
8Me 0,85 20,67 0,84 21,4 0,89 21,50
9 eq;9 ax 2,21; 2,48 67,81 2,21; 2,54 68,31 2,65; 2,12 58,70
9aN 2,26 -2 2,28 35,61 - -
9a eq;9a ax - - - - 2,55;2,28 46,30
9b eq;9b ax - - - - 1,49:1,67 28,50
9c eq;9c ax - - - - 2,68 38,44
10 2,95 61,48 2,91 61,56 2,93 57,2
10Me 1,02 5,97 1,01 53 1,07 9,05
11 3,48 75,77 3,48 75,22 3,59 74,80
110H -a - -a - -2 -
12 - 74,8 - 74,29 - 74,30
120H -2 - -2 - -2 -
12Me 1,05 16,45 1,08 16,36 1,10 12,68
13 4,91 77,90 4,80 77,18 4,88 -
l4eq;14ax 1,52;1,73 20,54 1,48;1,73 20,59 1,73;1,49 23,70
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14Me 0,80 9,95 0,79 10,10 0,80 10,30
1 4,40 101,72 4,38 102,82 4,43 102,70
2' 3,32 70,71 3,31 71,03 3,34 70,90
2'0OH - - - - - -
3 2,70 63,43 2,70 63,13 2,68 63,30
3'NMe 2,23 39,55 2,25 39,36 2,23 39,60
4'eq; 4'ax 1,30; 1,83 30,45 1,78; 1,24 31,38 1,80; 1,26 31,29
5 3,52 69,52 3,66 68,45 3,69 69,80
5'Me 1,19 19,8 1,17 20,45 1,16 20,40
1 ; ; 4,93 95,31 4,92 97,90
2"eq; 2"ax - - 2,44; 1,64 34,47 2,41; 1,56 34,90
3" - - - 74,2 - 73,5
3"Me - - 1,20 20,65 1,19 17,46
3"OMe - - 3,26 49,23 3,25 48,80
4" - - 2,97 86,44 3,15 77,30
4"a . - 3,68 71,84 - -
4"b ; ; 1,76 30,44 - -
4"c - - 2,77 37,7 - -
4"OH - - - - £ -
5" - - 4,16 64,95 4,12 65,03
5"Me - - 1,29 17,9 1,25 17,70

F1 [ppm]

2

4 3 2 F2 [ppm]

a)
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Slika D9. Spektri NOESY spoja M2 u a) tris puferu-diz i b) acetonitrilu-ds pri 298 K i 600
MHz
O ‘ 7
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4 3 2 F2 [ppm]
b)

Slika D10. Spektri spoja S6 a) ROESY u tris puferu-di1 i b) NOESY u acetonitrilu-ds pri 298

K'i 600 MHz
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Slika D11. Spektar trNOESY spoja M2 u tris puferu-di1 pri 298 K i 600 MHz
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Slika D12. Spektar trNOESY spoja P5 u tris puferu-di1 pri 298 K i 600 MHz
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Slika D13. (a) Spektar razlike STD za spoj M2 nakon dodatka ribosoma; (b) referentni
spektar STD nakon dodatka ribosoma; (c) spektar *H prije dodatka ribosoma
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Slika D14. (a) Spektar razlike STD za spoj P5 nakon dodatka ribosoma; (b) referentni
spektar STD nakon dodatka ribosoma; (c) spektar *H prije dodatka ribosoma
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Slika D15. (a) Spektar waterLOGSY za spoj S6 nakon dodatka ribosoma; (b) spektar
waterLOGSY prije dodatka ribosoma; (c) spektar *H prije dodatka ribosoma
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Slika D16. (a) Spektar waterLOGSY za spoj M2 nakon dodatka ribosoma; (b) spektar

waterLOGSY prije dodatka ribosoma; (c) spektar *H prije dodatka ribosoma

lvana Mikulandra

Doktorska disertacija



§ 8. Dodatak XVII

3.0 3,04

—2.96x10° M —4,97x10°

A —9,02x10°M —1,00x10?
254 ——1,48x10°M 254 ——1,50x10%
——1,98x10° M 1 ——2,00x10%

T T T
250 300 350 400

Alnm Alnm -
(a) (b)

Slika D17. UV-VIS spektri makrozona (a) 4"'-3b i (b) 9a-3e u kakodilathom puferu (I = 0,05
mol dm™3, pH = 7) pri 25 °C
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Slika D18. (a) spektri fluorescencije prilikom titracije spoja 4''-3g (¢ = 9,95x10~" mol dm,
Aekse = 325 nm) s BSA; (b) ovisnost intenziteta fluorescencije spoja 4''-3g pri Amaks = 419,5 nm

o mnozinskoj koncentraciji BSA u kakodilatnom puferu (I = 0,05 mol dm™, pH = 7) pri 25 °C
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Slika D19. (a) ovisnost intenziteta fluorescencije pri Amaks = 530 nm o mnozinskoj

koncentraciji ribosoma u kakodilatnom puferu (I = 0,05 mol dm™, pH = 7, co (9a-NBD-

azitromicin) = 1x107° mol dm™) pri 25 °C; (b) ovisnost intenziteta fluorescencije pri Amaks =

535 nm o mnozinskoj koncentraciji 4''-3g u kakodilatnom puferu (I = 0,05 mol dm™3, pH = 7,

Co (9a-NBD-azitromicin) = 1x107° mol dm™) pri 25 °C; (c) ovisnost postotka izmjene o

omjeru koncentracija makrozona 4''-3g i 9a-NBD-azitromicina u kompeticijskom

eksperimentu
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Slika D20. (a) spektri fluorescencije prilikom titracije 9a-NBD-azitromicina (co = 5x10~" mol
dm3, Jeksc = 475 nm) i ribosoma (co = 15,26x107% mol dm™3) s makrozonom 9a-3e; (b)
ovisnost intenziteta fluorescencije pri Amaks = 535 nm o mnozinskoj koncentraciji 9a-3e u

kakodilatnom puferu (1 = 0,05 mol dm™3, pH = 7) pri 25 °C
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