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and humans. In multiple cases, nickel complexes with thiosemicarbazones showed increased
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discussed.
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§ 1. Uvod 1

§1. UVOD

Desetlje¢ima nakon $to su se prvi pacijenti uspjesno lijecili antibioticima, bakterijske
infekcije sve ¢eS¢e uzrokuju rast broja smrtnih slucajeva. Brza pojava rezistentnih bakterija
predstavlja globalni problem koji se nastoji prevladati razvojem novih i poboljSanjem
postojeéih antibiotika.t

Najznacajniju biolosku aktivnost pokazali su makrolidni spojevi ¢ija se struktura sastoji od
makrolaktonskog prstena (aglikona) na koji su vezane jedna ili vise deoksise¢ernih skupina.?
S obzirom na strukturne karakteristike, biolosku aktivnost i veli¢inu aglikonskog prstena,
makrolidne antibiotike dijelimo u Cetiri generacije. Kao najznacajniji makrolidi pokazali su se
eritromicin A Kkoji je predstavnik prve generacije te azitromicin kao predstavnik druge
generacije. Makrolidni antibiotici koriste se za lijeCenje akutnih i kroni¢nih infekcija
uzrokovanih Gram-pozitivnim i Gram-negativnim bakterijama.3*

Tiosemikarbazoni su mali organski spojevi koji takoder pokazuju farmakoloska svojstva,
ukljuéujuéi antibakterijsko, antivirusno, antimalarijsko i antitumorsko djelovanje.>° Njihova
se bioloska aktivnost moze povecati povezivanjem s metalnim ionima poput Zeljeza, nikla,
bakra i cinka.!'? Vezanje tiosemikarbazona ili kompleksa tiosemikarbazon-metalni ion s
makrolidima mogu se pripraviti novi bioaktivni konjugati koje nazivamo makrozoni.

Posljednjih je godina cilj mnogih istrazivanja priprava i karakterizacija novih bioloski
aktivnih spojeva, pri ¢emu je naglasak na razvoju antibiotika za sojeve bakterija koje su
postale rezistentne na ve¢ postojece antibiotike.

Cilj ovog diplomskog rada je pripraviti, strukturno okarakterizirati i istraziti biolosku
aktivnost kompleksa nikla(ll) s makrozonskim 4"-derivatom azitromicina. U tu su svrhu
koristene metode sintetske kemije, te metode karakterizacije i identifikacije spojeva:
spektroskopija IR i NMR, difrakcija rentgenskog zracenja na jedinicnom kristalu i

mikrobioloski testovi.
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8§ 2. Literaturni pregled 2

§2. LITERATURNIPREGLED

2.1. Makrolidi

Makrolidi su vrsta antibiotika §irokog spektra djelovanja'® koji se upotrebljavaju u terapiji
raznih bakterijskih infekcija ve¢ vise od 70 godina. Termin makrolid izvorno je predlozio
R.B.Woodward 1957. godine, kao skracenicu od makrolakton glikozid, a odnosilo se na
strukturu koja se sastojala od 12-, 14-, 16-ero¢lanog makrolaktonskog prstena (aglikona)
supstituiranog polarnim ili nepolarnim skupinama, na kojima su vezane dvije ili viSe
saharidnih jedinica.21°

Koriste se za lijeenje infekcija uzrokovanih nekim Gram-negativnim bakterijama
(Moraxella catarrhalis, Legionella pneumophila, Neisseria gonorreheae, Bordetella pertusis i
Haemophilus influenzae), aerobnim Gram-pozitivnim bakterijama (Staphyloccocus aureus,
Streptoccocus pneumoniae i Streptoccocus pyogenes) i unutarstani¢nim organizmima

(Chlamydia pneumoniae i Coxiella burnett).6:1

2.1.1. Podjela i struktura makrolida

Makrolidi se dijele u kategorije na temelju kemijske strukture.'® Postoje &etiri generacije
makrolidnih antibiotika, eritromicin A (Slika 1a.) predstavnik je prve generacije makrolida a
prvi puta je izoliran 1952. godine iz mikroorganizma Saccharopolysporam erythraea.'®
Sastoji se od cCetrnaesteroclanog laktonskog prstena koji na polozaju C3 ima vezanu
kladinozu, a na polozaju C5 desozamin.

Iako uspjesan kod lijeCenja bakterijskih infekcija, eritromicin A zbog nedostatne kemijske
stabilnosti u organizmu pri kiselim uvjetima pokazuje slabu bioraspolozivost.t”°
Istrazivanjem je dokazano kako u zelucanim kiselim uvjetima reakcijom dviju hidroksilnih
skupina (6-OH i 12-OH) i karbonilne skupine (C9) dolazi do intramolekulske ciklizacije. Ta
promjena konformacije uzrokuje smanjenje afiniteta vezanja eritromicina na ribosom, $to u
konacnici dovodi do smanjenja ili izostanka bioloke aktivnosti.?’

Iz navedenih se razloga pribjeglo pripravi novog spoja alkiliranjem hidroksilne skupine na

poloZaju C6, pri ¢emu je onemoguéena intramolekulska ciklizacija, a samim time je dobiven
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8§ 2. Literaturni pregled

kemijski stabilniji spoj, klaritromicin (Slika 1b.).2° Navedeni spoj smatra se predstavnikom

prve generacije polusintetskih antibiotika koji su pokazali bolju antibakterijsku aktivnost.
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Slika 1. Struktura: a) eritromicina A i b) klaritromicina

Daljnjim istrazivanjem makrolidnih antibiotika razvijena je druga generacija makrolida,
azalidi. Azalidi su polusintetski derivati eritromicina A s petnaesteroClanim prstenom
dobivenim uvodenjem duSikova atoma u aglikonski prsten. Predstavnik druge generacije

makrolidnih antibiotika je azitromicin?® (Slika 2.) koji pokazuje poboljsana farmakokineti¢ka
svojstva te neznatne nuspojave u odnosu na svoje prethodnike.®

9a

3'NMe

Slika 2. Struktura azitromicina.
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8 2. Literaturni pregled 4

Buduéi da razvoj bakterijske rezistencije zahtjeva kontinuirano istrazivanje antibiotika s
poboljsanom bioloskom aktivnosti, tako je pripravljena treca generacija makrolida — ketolidi.
Oni na polozaju C3 umjesto kladinoze imaju keto skupinu, a na polozaju C12 imaju vezan
alkil-heteroaril. Predstavnik ketolida je telitromicin (Slika 3a.), koji je zbog izazivanja niza
nuspojava (slabljenje vida, gastrointestinalnih smetnji, hepatoksi¢nosti, sinkopa itd.)?? brzo
nakon pocetka uporabe povucen s trzista.*

U tijeku je 1 razvoj Cetvrte generacije makrolida — fluoroketolidi, €iji je predstavnik
solitromicin. Solitromicin (Slika 3b.) na C2 polozaju ima vezan atom fluora, a na polozaju
C12 ima vezan bo¢ni lanac 1,2,3-tiazol-aminofenila. Zbog velike sli¢nosti u strukturi s
telitromicinom te zbog opreza da bi mogao izazvati sli¢ne nuspojave, solitromicin i dalje nije

odobren od strane FDA (engl. Food and Drug Administration).
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Slika 3. Strukture ketolida: a) telitromicina, b) solitromicina.

2.1.2. Mehanizam djelovanja makrolida

Makrolidni antibiotici su makrocikli€¢ki spojevi koji inhibicijom biosinteze proteina
zaustavljaju rast i razvoj bakterijskih stanica.!*'®?° Istrazivanjem mehanizma kojim se
makrolidi vezu na ribosom mogucée je razviti nove lijekove s boljom bioloskom aktivnoséu.?®
Ribosomi su stani¢ne strukture gradene od proteina i ribonukleinske kiseline u kojima se
odvija sinteza proteina u stanici. Sastoje se od ve¢e — 50S i manje — 30S podjedinice. Velika
podjedinica sadrzi dvije molekule rRNA (5S i 23S) i proteine zbog Cega je ona zaduzena za
sintezu peptidne veze dok je uloga male podjedinice gensko dekodiranje. Sama sinteza

proteina odvija se na dva vezna mjesta na ribosomu, prvo vezno mjesto za tRNA je
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8§ 2. Literaturni pregled 5

aminoacilno (A — mjesto), a drugo je peptidilno (P — mjesto) na kojem zapocinje i inicijacija
sinteze peptida.

Antibiotici se mogu podijeliti u tri skupine ovisno o mjestu vezanja na ribosomu, stoga
razlikujemo: antibiotike koji se vezu na veliku podjedinicu, antibiotike koji se veZzu na malu
podjedinicu te antibiotike koji se vezu na cijeli ribosom. Istrazivanja su dokazala kako se
makrolidni antibiotici vezu na 23S rRNA u domeni V ili u blizini centra peptidil transferaze u
50S podjedinici bakterijskog ribosoma i tako steri¢ki blokiraju sintezu peptida u razli¢itim
fazama translacijskog procesa.*?*? Makrolidi se na ribosom vezu u izlaznom tunelu za
polipeptidni lanac. 1zlazni tunel §irine je izmedu 10-20 A a vezanjem makrolida, $irina tunela
se smanjuje na priblizno 10 A, &ime se blokira prolaz polipeptida ve¢ih od 10
aminokiselina.*#

Na Slika 4. prikazana su vezna mjesta razli¢itih antibiotika na ribosomu.

Spektinomicin

Tiostrepton
Tetraciklin I

Avilamicin
Paktamicin

Streptogramin A,

uromicin
Higromicin B P

g Pleuromutilins

Streptomicin

Streptogrami B,
linkozamidi

Paromomicin,
geneticin

Tetraciklin II

Makrolidi

Slika 4. Vezna mjesta razli¢itih antibiotika na maloj podjedinici 30S (lijevo) i velikoj

podjedinici 50S (desno) ribosoma.?

Makrolidi prilikom vezanja poprime konformaciju takvu da je jedna strana molekule
hidrofobna, a druga strana hidrofilna.?® Izmedu makrolida i ribosoma uspostavljaju se
hidrofobne interakcije te kovalentne i vodikove veze.

Nacin vezanja makrolida ovisi 0 funkcijskim skupinama makrolida, veli¢ini saharida
vezanih na polozaje C3 i C5 te o prou¢avanoj bakteriji.?? Bez obzira na razli¢itost vezanja
Cetrnaesteroclanih, petnaestero€lanih 1 Sesnaesteroflanih makrolida, zajednicko im je
27

stvaranje vodikove veze izmedu 2'OH skupine aminosaharida i nukleobaze ribosoma.

Ukoliko dode do metilacije dusikovih atoma nukleotidnih baza ribosoma ne¢e moci do¢i do
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8§ 2. Literaturni pregled 6

formiranja vodikove veze te ¢e se smanjiti afinitet vezanja makrolida za ribosom. Mehanizam
rezistencije bakterija objasnjen je nemogucénoscéu stvaranja upravo te veze.

Cetrnaestero¢lani makrolidi, poput eritromicina A pozicioniraju aglikonski prsten okomito
na os tunela pri ¢emu je takva konformacija stabilizirana intermolekulskim vodikovim
vezama izmedu hidroksilne skupine 60H makrolida i amino skupine iz 23S rRNA.

lako sadrze aldehidnu skupinu koja uzrokuje odbijanje amino skupine iz 23S rRNA i
metilne skupine na polozaju 6Me azitromicina, petnaestero¢lanim makrolidima pogodnije
vezanje omogucéuju Seceri: kladinoza 1 dezozamin. Kladinoza se pozicionira u blizini
nukleotida (G2540) smjestenog blizu P — mjesta na ribosomu, dok se dezozamin orijentira duz
osi tunela.

Za razliku od Cetrnaesteroclanih 1 petnaesteroclanih makrolida, Sesnaesteroclani makrolidi
poput spiramicina se za bakterijski ribosom vezu kovalentno tvore¢i pritom reverzibilnu vezu
izmedu aldehidne skupine makrolida i amino skupine iz 23S rRNA. Takav nacin vezanja
omogucéuje im vezanje u blizini proteinskih jedinica L4 i L37E. Disaharidni ogranak
spiramicina orijentiran je duz osi tunela Sto omogucuje zaustavljanje translacije ve¢ nakon
stvaranja druge ili treée peptidne veze.}42227-33

Izuzev interakcija s ribosomskim podjedinicama, makrolidi interagiraju i s ligandima koji
sudjeluju u sintezi proteina te s citokromom P450. 1z tog razloga, zaustavljanje bakterijske

sinteze ovisi 0 peptidnom slijedu.??

2.1.3. Mehanizmi rezistencije bakterija na makrolide

Budu¢i da su se antibiotici godinama pripisivali u nepravilnim koli¢inama 1 u krive svrhe,
istrazivanja su pokazala da se u SAD-u na vise od 70% bakterijskih infekcija javlja
rezistencija na barem jedan antibiotik. 1z navedenih je razloga 2017. godine svjetska
zdravstvena organizacija objavila listu "prioritetnih patogena" otpornih na antibiotike kako bi
usmijerila i potaknula razvoj novih antibiotika s poboljsanom bioloskom aktivnos¢u. U popisu
je posebno naglasena opasnost od Gram-negativnih bakterija koje su otporne na vise
antibiotika.

Na temelju potrebe za novim antibioticima svjetska zdravstvena organizacija je listu
podijelila na tri skupine: kriti¢nog, visokog i srednjeg prioriteta. U skupinu kriticnog prioriteta
svrstane su bakterije (Acinetobacter, Pseudomonas i razne Enterobacteriaceae ukljucujuci

Klebsiella, E. coli, Serratia i Proteus) koje predstavljaju posebnu prijetnju u bolnicama te
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prema pacijentima Cija skrb zahtjeva upotrebu uredaja kao Sto su respiratori. U drugu i trecu
skupinu ukljuene su bakterije (visoki prioritet: E. faecium, S. aureus, H. pylori,
Campylobacter spp, Salmonellae, N. gonorrhoeae; srednji prioritet: S. pneumoniae, H.
influenzae, Shigella spp) koje izazivaju udestale bolesti poput gonoreje i trovanja hranom.®*
Postoji nekoliko mehanizama rezistencije:?2

e Modifikacija mete djelovanja antibiotika

o Kemijska modifikacija nukleobaza ribosoma

e Izbacivanje antibiotika iz stanice (efluks)

¢ Inaktivacija antibiotika

e Stvaranje "laZznih" meta za antibiotike i vezanje antibiotika na substani¢ne strukture

Jedan od najée$¢ih mehanizama rezistencije patogenih bakterija jest rezistencija erm.
Temelji se na modifikaciji aktivnog mjesta u ribosomu metilacijom ili dimetilacijom
dusika na nukleotidu A2058 23S rRNA koji je klju¢an za vezanje makrolida na ribosom.
Gen erm sadrzi kodiraju¢u sekvencu za enzim N-metil-transferazu koji uzrokuje
metiliranje na 50S ribosomskoj podjedinici te na taj na¢in dolazi do steri¢kog blokiranja
vezanja makrolida na ribosom. N-Metiltransferaza odgovorna je za nastanak rezistencije
bakterija na makrolide, linkozamide i streptogramine (MLS rezistencija). Takva
rezistencija moze biti inducibilna (iMLS) 1 konstitutivna (cMLS). Kod konstitutivne
rezistencije je metilazna aktivnost neovisna o prisutnosti makrolida u domacinu dok je kod
inducibilne rezistencije metilazna aktivnost inducirana prisutno$¢u antibiotika. Bakterije
koje sadrze konstitutivne gene erm su rezistentne na sve CetrnaesteroClane 1
SesnaesteroClane makrolidne antibiotike. S druge strane, domacini s inducibilnom
rezistencijom, ne pokazuju rezistenciju na Sesnaesteroclane makrolide i ketolide ali su
rezistentni na eritromicin i njegove derivate druge generacije, azitromicin i telitromicin.®*
37

Drugi vazan mehanizam rezistencije je ucestaliji kod Gram-negativnih bakterija,
a karakteriziraju ga energijski ovisne pumpe, takozvane efluks pumpe. MefA su skupine
transportnih proteina (pumpi) kodiranih genom mefA zbog kojih dolazi do smanjenja
nakupljanja antibiotika u stanici. Ta pumpa izbacuje makrolide iz bakterijske stanice prije
no $to oni dospiju do ribosoma. Energija za efluks dobiva se iz energije pohranjene

unos$enjem protona u stanicu.3>3¢
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Mogucénost strukturnih promjena kod proteina jedan je od nacina razvoja bakterijske
rezistencije na makrolide. Poznato je da delecija tripleta Met82-Lys83-Arg84 u proteinu L22
(vazan protein 50S podjedinice ribosoma koji intreragira sa svim domenama 23S rRNA) u E.
coli dovodi do rezistencije bakterije na eritromicin.®

Najrjedi mehanizam rezistencije jest inaktivacija makrolidnog antibiotika. Postoje dva
enzima Kkoji vode inaktivaciji: esteraze i fosfotransferaze. Geni koji kodiraju esteraze nazivaju
se ere, a mehanizam se temelji na hidrolitickoj inaktivaciji CetrnaesteroClanih i
petnaesteroclanih makrolida. S druge strane, fosfotransferaza je kodirana genom mph cija
ekspresija moze biti konstitutivna ili inducirana. Fosfotransferaza inaktivira 14-, 15- i
16-¢lane makrolide tako da prenosi fosfatnu skupinu nukleozid-trifosrata na 2'OH skupinu,
buduéi da 2'OH skupina tvori interakciju s A2058 nukleotidom 23S rRNA.®

Do rezistencije takoder dolazi mutacijama uslijed promjene konformacije ribosoma.®

2.1.4. Azitromicin

Azitromicin je polusintetski derivat eritromicina A i predstavnik je druge generacije
petnaestero¢lanih makrolida, azalida.*® Prvi put sintetiziran je u Plivi 1980. godine te se kao
aktivna tvar u lijeku Sumamed® koristio za lijeenje infekcija respiratornog trakta uzrokovanih
Gram-pozitivnim i Gram-negativnim bakterijama. Iako pokazuje iznimnu farmakokineticku i
metaboli¢ku stabilnost, zbog porasta broja rezistentnih sojeva smanjen mu je spektar
antibakterijskog djelovanja.

Priprava azitromicina ukljucuje Getiri sintetska koraka.*! Prvi korak obuhvaéa reakciju
eritromicina 1 hidroksilamina pri ¢emu nastaje oksim. U drugom koraku oksim eritromicina A
se acilira uz benzensulfonil-klorid u smjesi acetona i vode uz natrijev hidrogenkarbonat.
Navedenom reakcijom dolazi do Beckmannove pregradnje oksima u iminoeter.*? Tre¢i korak
obuhvaca hidrogeniranje iminoetera pri ¢emu nastaje 9-deokso-9a-aza-9a-homoeritromicin a

metiliranje dusika dovodi do formiranja kona¢nog produkta, azitromicina (Shema 1.).3
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Shema 1. Prikaz sinteze azitromicina.

2.2. Tiosemikarbazoni

Tiosemikarbazoni (Slika 5.) su Schiffove baze koje pripadaju skupini derivata tiouree, opée
formule RiR2C=N-NH-(C=S)-NR3R4. Dobivaju se kondenzacijom tiosemikarbazida

(hidrazinkarbotioamida) uz odgovarajuée aldehide i ketone (Shema 2.).4

H b=

\
R N
/
—n N—R3
/
R2 R

4

Slika 5. Molekulska strukturna formula tiosemikarbazona. R1,R2,R3,R4 = vodik, alkilna, arilna
ili heterociklic¢ka skupina.
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R3 H s
<2 \N—Rd R N
o=< + 5:< — >:N/ 3 + O
Rl N R in/
HN

Shema 2. Prikaz reakcije dobivanja tiosemikarbazona. R1,R2,R3,R4 = vodik, alkilna, arilna ili

heterociklicka skupina.

Opcenito se tiosemikarbazoni dijele na monotiosemikarbazone 1 bistiosemikarbazone.
Bistiosemikarbazoni sadrze dva tiosemikarbazonska lanca koja su medusobno povezana

prstenom ili jednostrukom C-C vezom (Shema 3.).4

R2 R2

T " g

i

/l\: ;\ R4 HN—N/>_<\N—NH R4
BN AR \ « %N/

R3 RB R3 5 b= R3

golel

Shema 3. Prikaz strukture bistiosemikarbazona.

Zbog intramolekulskog prijenosa protona tiosemikarbazoni mogu postojati u dva tautomerna
oblika, tionskom i tiolnom (Shema 4.).°
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5
R3 R N 2 R3
)J\N..-f RN — ~ -~

R4 R2 R4

R1 M
H
R2

Shema 4. Tautomerni oblici tiosemikarbazona, tionski (lijevo) i tiolni (desno).

lako tiosemikarbazoni pokazuju dobru bioloSku aktivnost u borbi protiv bakterijskih i
virusnih infekcija, istrazivanja su pokazala da kompleksi tiosemikarbazona s kationima
prijelaznih metala pokazuju §iri spektar bioloske aktivnosti*; antitumorsko, antibakterijsko,

antivirusno te djelovanje na sredisnji zivéani sustav.*’

2.2.1. Metalni kompleksi tiosemikarbazona

Tiosemikarbazone u njihovoj strukturi karakterizira prisutnost dusika i sumpora kao dobrih
donorskih atoma za formiranje koordinacijske veze s metalnim kationima. Svojstvo
koordinacije na metalni centar in vitro uzrok je dobre bioloske aktivnosti tiosemikarbazona.

U mnogim je slucajevima pokazano kako kompleksi prijelaznih metala poput bakra(ll) i
nikla(Il) s tiosemikarbazonima pokazuju bolja farmakoloska svojstva od nekompleksiranih
liganada.®® Takoder, formiranjem kompleksnog spoja dolazi do promjene lipofilnosti koja
kontrolira brzinu ulaska agensa u stanicu i djeluje na nacin koji nije karakteristican za
slobodni ligand.

Nikal je prijelazni metal sa znacajnim afinitetom prema kisikovim, duSikovim 1
sumporovim atomima. Poznato je da nikal kao kofaktor ima znacajnu ulogu u velikom broju
enzima*, poput ureaze, [NiFe] hidrogenaze, acetil-CoA sintaze, superoksid dismutaze koje
sadrze nikal.*®® Istrazivanja su pokazala kako je okosnica nekompleksiranih tiosemikarbzona i
semikarbazona gotovo uvijek planarna s kisikovim i sumporovim atomima u trans polozaju u
odnosu na azometinski dusik.>! S druge strane, kompleksiranjem nikla s tiosemikarbazonima
nastaju brojni spojevi koji mogu biti monomerni, dimerni i trimerni. Ligandi mogu biti
neutralni, jednostruko ili dvostruko negativno nabijeni bidentatni ili tridentatni, a premosc¢uju
se preko kisikovih i sumporovih atoma. Ovisno o vrsti liganda nastaju kompleksi s kvadratno-
planarnom, oktaedarskom, distorziranom kvadratno planarnom geometrijom i trigonsko

bipiramidalnom geometrijom.*
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Postoji nekoliko mogucih mehanizama djelovanja kompleksa tiosemikarbazona:

¢ Inhibicija ribonukleotid reduktaze

e Generiranje reaktivnih kisikovih radikala

¢ Inhibicija topoizomeraze Il

¢ Inhibicija MDR1 proteina

Prvi izvjestaj o antileukemijskom uéinku 2-formilpiridin tiosemikarbazona obavljen je
1956., a deset godina kasnije formulirana je prva hipoteza o nacinu djelovanja
tiosemikarbazona na ribonukleotid reduktazu. Ta se hipoteza temeljila na visokoj konstanti
formiranja kompleksa koja im omogucuje izdvajanje zeljeza iz stani¢ne okoline. Nesto
razumniji mehanizam dokazao je Thelader sa suradnicima, tako S$to su ribonukleotid
reduktazu izloZili kompleksima tiosemikarbazona.>® Meta kompleksa je tirozilni slobodni
radikal, te se njegovim uniStenjem inhibira aktivnost enzima. Taj mehanizam zahtjeva
kisik i isklju¢uje ulogu tiosemikarbazona kao kelatora zeljeza. Ostala su istrazivanja
ukljucivala promjenu liganada, metala i naboja metala medutim vrijedno je napomenuti
kako u svim spojevima nakon koordinacije metalni ion orijentira ligande s lipofilnim i
aromatskim dijelovima van prema otapalu §to objasnjava oskudnu topljivost kompleksa u
vodi. Takoder, kompleksi liganada s prijelaznim metalima djeluju kao lipofilni nosaci koji
olak3avaju unutarstaniénu dostavu liganda i metalnog iona nakon disocijacije.>?

Utjecaj kisikovih radikala istrazen je pomocu moc¢nog inhibitora ribonukleotid
reduktaze, triapin (3-aminopiridin-2-karboksialdehid tiosemikarbazona), 3-AP i njegovog
kompleksa s zeljezom(II). Koristenjem spin-trapping tehnike i EPR spektroskopije
ustanovljeno je da Fe(ll)-(3-AP) ali ne i triapin aktivira kisik, dajuci reaktivne vrste kisika.
Testovima na aktivnost in vitro ribonukleotid reduktaze dokazano je kako je upravo Fe(ll)-
(3-AP) znacajno aktivniji inhibitor od slobodnog triapina. Pretpostavlja se da nastali
radikali koji uzrokuju oksidativno oSte¢enje DNA, proteina 1 lipida potpomaZu inhibiciji
enzima.®

Metalni kompleksi tiosemikarbazona imaju destabiliziraju¢i efekt na aktivnost
topoizomeraze Il. Metalni kompleksi mogu koordinirati topoizomerazu Il i stabilizirati
kompleks topoizomeraza 11-DNA i pritom intereagirati s DNA formiraju¢i popre¢ne veze u
uzvojnici.>

MDR1 proteini (engl. multidrug resistance protein) spadaju u skupinu adenozin

trifosfat vezujucih proteina od kojih su neki ukljuéeni u fenotip rezistencije na antibiotike u
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tumorima. Protein ABCB1[MDR1/P-glikoprotein (P-gp)] potiskuje djelovanje mnogih
vrsta lijekove iz stanica raka. Pokusaji prevladavanja otpornosti na lijekove posredovane
P-gp koristenjem specifi¢nih inhibitora P-gp ima ograni¢en uspjeh. Kao alternativa u
pristupu koriStenju inhibitora P-gp, Karakterizirani su derivat tiosemikarbazona.
Tiosemikarbazoni pokazuju selektivnu toksi¢nost u stanicama raka koje eksprimiraju P-gp.
To se dogada dvama usko povezanim mehanizmima. Prvo, toksi¢nost tiosemikarbazona
izravno je proporcionalan razinama funkcijskog P-gp. U drugom se mehanizmu smanjuje
ekspresija P-gp u stanicama tretiranim s tiosemikarbazonima, $to stanice ¢ini osjetljivima
na same supstrate P-gp kojima su prethodno pokazivali otpor.>® Takoder je dokazano kako
su za aktivnost tiosemikarbazona zasluzni odredeni dijelovi molekule, atom koji je
akceptor vodikove veze, hidrofobni/aromatski dio na hidrazinskom dijelu
tiosemikarbazona (Slika 6.). Molekule kojima nedostaje bilo koja od navedenih znacajki,
akceptorsko mjesto, hidrofobno mjesto, aromati¢ni prsten ili tiosemikarbazonski fragment

su inaktivne.>®

Tiosemikarbazonski dio

Hidrofobni/aromatski dio

Akceptor vodikove veze

Slika 6. Strukturna formula isatin-p-tiosemikarbazona s ozna¢enim klju¢nim dijelovima
molekule zasluznim za njegovu biolosku aktivnost.>

U istrazivanjima tiosemikarbazona koji pokazuju antitumorsko djelovanje posebno se
isti€u derivati a-N-heterociklickih tiosemikarbazona gdje je tiosemikarbazonski lanac u

a-polozaju u odnosu na heterociklicki dusik. Ti derivati pokazali su se kao djelotvorni
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inhibitori ribonukleotid reduktaze (RR) kod Sirokog spektra tumorskih stanica in vitro i in

vivo.%®
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§ 3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Kemikalije i instrumenti

U Tablici 1. navedene su kemikalije koriStene za izradu ovog rada te njihova Cisto¢a, molarna

masa i proizvodac.

Tablica 1. Popis kemikalija koristenih prilikom izrade rada.

Kemikalija Cistoéa = M /g mol? Proizvodac
Acetonitril (ACN) 99,9% 41,05 Fisher Chemical
Akrilonitril 99% 53,06 TCI America
Amonijak, 25% 17,031 Alkaloid Skopje
Anhidrid octene kiseline 97% 102,09 Carlo Erba Reagents
Benzil izotiocijanat 98% 149,21 Acros Organic
Cezijev karbonat 99,5% 325,82 Acros Organic
Dietil-eter 74,12 Lach-Ner, s.r. 0.
Diklormetan 99,9% 84,93 Carlo Erba Reagents
DMSO-ds 99,9% 84,17 Eurisotop
Etanol (EtOH) p.a. 46,07 Gram Mol
Etil acetat p.a. 88,11 Gram Mol
Hidrazin monohidrat 98% 50,06 Sigma-Aldrich
Kalijev karbonat 99,5% 138,21 Fisher Chemical
Kloroform (CHCIs) 99,2% VWR Chemicals
Klorovodi¢na kiselina p.a. 36,46 Kemika
Ledena octena kiselina p.a. 60,05 Gram Mol
Metanol (MeOH) 32,04 Merck Chemical
N,N-dimetilformamid- )
dimetilacetal 97% 129,24 Acros Organic
Natrijev hidrogenkarbonat p.a. 84,01 Gram Mol
Natrijev hidroksid p.a. 39,997 Kemika
Niklov(ll) acetat tetrahidrat 248,86
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Niklov(Il) klorid heksahidrat 237,70
Platina(1V) oksid 227,08 Sigma-Aldrich
Sumporna kiselina, 96% p.a. 98,08 Carlo Erba Reagents
t-Butanol 99,5% 74,12 Carlo Erba Reagents
Trietilamin 101,19
Toluen p.a. 92,14 Gram Mol
4-formilbenzojeva kiselina 97% 150,13 Sigma-Aldrich

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

97% 380,23 Acros Organic

Instrumenti koriSteni za strukturnu karakterizaciju i analizu pripravljenih spojeva navedeni su
u Tablici 2.

Tablica 2. Popis instrumenata koriStenih prilikom izrade rada.

Instrument Metoda
Rotavapor Buchi R-100 Uparavanje
Mettler AT261 DeltaRange Vaganje
Bruker Avance I11 HD 400 MHz/54mm .
Spektroskopija NMR
Ascend
Perkin-Elmer Spectrum Two Spektroskopija ATR
Oxford

) Difrakcija rentgenskog zracenja na
XtaLAB Synergy Dualtlex s HyPiy S '
) jedini¢nom kristalu
detektorom, CuK, zracenje
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3.2. Priprava kompleksa tiosemikarbazona s niklom(l1)

3.2.1. Priprava N-benzilhidrazin-karbotioamida (T6)

U 40 mL metanola otopljen je benzil izotiocijanat (2 mmol; 273 uL) i hidrazin monohidrat
(2,06 mmol; 100 pL). Reakcijska smjesa mijeSana je na magnetskoj mijesalici jedan sat na
sobnoj temperaturi. Nastali talog profiltriran je preko Bichnerovog lijevka sa sinteriranom
plo¢icom. Produkt je karakteriziran spektroskopijom NMR. Osnovni kristalografski podaci za

T6 navedeni su u Tablici 4.

3.2.2. Priprava 4-((2-(benzilkarbamotioil)hidrazono)metil)benzojeve kiseline, (P6)
Tiosemikarbazon P6 nastaje reakcijom T6 (353,50 mg) i 4-formilbenzojeve Kkiseline
(292,76 mg) uz ledenu octenu kiselinu (11.15 pL) u metanolu (20 mL) mijesanjem 24h na

sobnoj temperaturi. Nastali talog profiltriran je preko Buchnerovog lijevka.

3.2.3. Priprava kompleksa tiosemikarbazona s miklom(I1), (Ni(11)-PX).

Kompleksi tiosemikarbazona(PX) s niklom(ll) pripravljeni su mijeSanjem niklova(ll) acetata
tetrahidrata (12,443 mg) odnosno niklova(ll) klorida heksahidrata (11,885 mg) s
tiosemikarbazonima i (1-benzil-3-[(E)-(fenilmetiliden)amino]tiourea (B6) uz trietilamin
(100/200 pL) u acetonitrilu. Reakcijska je smjesa mijeSana 24h na sobnoj temperaturi. Mase i
volumeni polaznih reaktanata navedeni su u Tablici 3.

Tablica 3. Mase i volumeni polaznih reaktanata u sintezi kompleksa s niklom(ll).

Vv
m(tiosemikarbazon) o
_ ) (B6)/ | (acetonitril)
Ime tiosemikarbazona / mg
mg / mL
4-[(E)-{I(2-
feniletil)karbamotioil]hidrazono}metil]benzojeva
T 32,7402 / 15
kiselina (P1)
4-[(E)-({[(piridin-2-
il)karbamotioilJamino}imino)metil]benzojeva kiselina
15,017 13,42 15

(P2)
4-[(E)-({[(3,5-dimethyl-1,2-oksazol-4-
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il)karbamotioil]amino}imino)metil]benzojeva kiselina
(P3)

4-[(B)-
({[(fenilformamido)metanetioilJamino}imino)metil]be
nzojeva kiselina (P4)
4-[(E)-({[(naftalen-1-
il)karbamotioillamino}imino)metil]benzojeva kiselina
(P5)
4-((2-(benzilkarbamotioil)hidrazono)metil)benzojeva
kiselina (P6)
4-[(E)-[({[2-(metoksikarbonil)tiofen-3-
illkarbamotioil}amino)imino]metil]benzojeva kiselina
(P7)
4-[(BE)-[({[4-
(trifluorometoksi)fenil]karbamotioil }amino)imino]met
il]benzojeva kiselina (P8)

4-[(B)-({[(3-
fenilpropil)karbamotioillamino}imino)metil]benzojev
a kiselina (P9)
4-[(E)-[({[4-(piperidin-1-
sulfonil)fenil]karbamotioil }amino)imino]metil]benzoj
eva kiselina (P10)

4-[(B)-[({[3-
(trifluorometil)fenil]karbamotioil}amino)imino]metil]

benzojeva kiselina (P11)

4-[(E)-({[(2H-1,3-benzodioxol-5-
yl)carbamothioyl]amino}imino)methyl]benzoic acid
(P12)
4-[(B)-
[({[(etoksikarboiyl)amino]metanetioil }Jamino)imino]m

etil]benzojeva kiselina (P13)

15,918

16,37

17,47

15,669

18,17

19,17

17,07

22,327

18,367

17,17

14,77

13,42

13,42

13,42

13,42

13,42

13,42

13,42

13,42

13,42

13,42

13,42

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10
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4-[(E)-[({[(furan-3-

il)metil]karbamotioil}amino)imino]metil]benzojeva

L 15,17 13,42 10
kiselina (P14)
4-[(E)-
ciklopentilmetil)karbamotioilJamino}imino)metil
(l P ) ] } ) | 15,27 13,42 10

benzojeva kiselina (P16)

Tablica 4. Osnovni kristalografski podaci za T6 i Ni(l1)-P6.

Ema HoSnjak

Spoj T6 Ni(P6)2_MeOH
Empirijska formula CgH11N3S Cz2H30NsNiOsS,
Relativna molekulsa masa / M, 181,26 701,45
T/IK 169,99(10) 169,98(10)
Kristalni sustav monoklinski triklinski
Prostorna grupa P 2i/c P1
a/A 18,4398(4) 9,8638(4)
b/A 5,59390(10) 13,3486(4)
c/A 9,0490(2) 14,8115(3)
al® 90 112,451(3)
pl° 102,166(2) 105,564(3)
/° 90 94,120(3)
VIAS 912.44(3) 1702,69(10)
z 4 2
Peale/g CM > 1,319 1,368
w/mm? 2,725 2,367
F(000) 384,0 728,0
Valna duljina Cu Ka (A =1,54184) CuKoa (A=1,54184)
20 raspon/° 9,814 do 156,112 6,818 to 153,964
Raspon -23<h<23,-7<k<6,-11< | -12<h<12,-16 <k<
<11 16, -18 <1< 18
Broj prikupljenih refleksa 23370 24259
Broj neovisnih refleksa 1923 [Rin 68323?9 Ragma = 703;5? 6(())4(;52?3
Bvr. . 1923/0/126 7085/218/489
podataka/ograni¢enja/parametera
GooF 1.069 1,060
R [1>=20 (I)] R1=0,0341, Ry = 00018 | 17007 WRe
R [svi podatci] R.=0,0351, WR, =0,0928 | M7 obt?gig%sz -
Min/maks. u diferentnoj
mapi elektronske gustoce / Je A3 0,35/-0,20 2,06/-0,62
Diplomski rad
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3.3. Priprava 4"-aminopropil derivata azitromicina (M4'")

3.3.1. Priprava (3aR,4R,7R,8S,9S,10R,11R,13R,16R,16aR)-2-(dimetilamino)-10-
{[(2S,3R,4S,6R)-4-(dimetilamino)-3-hidroksi-6-metiloksan-2-il] oksi}-4-etil-11 -
hidroksi-8-{[(2R,4R,5S,6S)-5-hidroksi-metoksi-4, 6-dimetiloksan-2-il] oksi}-
3a,7,9,11,13,15,16-heptametil-tetradekahidro-2H-[1,3]dioksolo[4,5-c] I-oksa-6-
azaciklopentadekan-6-on, (S1)

U okrugloj tikvici od 10 mL otopljen je azitromicin (1,00 g, 1,335 mmol) u toluenu (10 mL),
te je dodan N,N-dimetilformamid-dimetilacetala (5 ekvivalenata, 886 uL). Reakcijska smjesa
mijeSana je 24 sata na magnetnoj mjeSalici pri temperaturi od 60 °C. Tijek reakcije pracen je
tankoslojnom kromatografijom (TLC). Za razvijanje TLC plocice upotrebljena je mobilna
faza sastava: diklormetan, metanol i amonijak (25 %) u omjeru 90:15:1,5. Vizualizacija
reaktanata i produkata provodila se prskanjem plocice s 10 %-tnom otopinom sumporne
kiseline u etalolu. Uparavanjem otapala na rotacijskom uparivatu dobiven je produkt

S1 (1,257 g).

3.3.2. Priprava (2S,3R,4S,6R)-2-{/(3aR,4R,7R,8S,9S,10R,11R,13R,16R,16aR)-2-
(dimetilamino)-4-etil-11-hidroksi-8-{[(2R,4R,5S,6S)-5-hidroksi-4-metoksi-4, 6-
dimetiloksan-2-il]oksi}-3a,7,9,11,13, 15, 16-heptametil-6-okso-tetradekahidro-2H-
[1,3]dioksolo[4,5-c] I-oksa-6-azaciklopentadekan-10-il]oksi}-4-(dimetilamino)-6-

metiloksan-3-il acetat, (S2)

Produkt S1 (1,257 g, 1,563 mmol) otopljen je u etil-acetatu (12,67 mL) te je reakcijska smjesa
ohladena na 0 °C. U tikvicu je =zatim postepeno dodavan acetanhidrid
(1 ekvivalent, 147 uL, 1,563 mmol). Reakcijska smjesa je mijeSana na sobnoj temperaturi 5
sati 1 potom isprana sa zasiCenom otopinom natrijeva hidrogen karbonata (2 x 12 mL) i
posusena na bezvodnom kalijevom karbonatu. Dobiveni produkt S2 (0,76551 g) suspendiran
je pri 0 °C u dietil-eteru, profiltriran preko Biichnerovog lijevka i osusen 15 minuta pri 45 °C.
Prije treCeg koraka sinteze produkt S2 je ponovno suspendiran u smjesi otapala kloroform,

metanol u omjeru 1:1. Smjesa otapala je uparena i produkt je osuSen 15 minuta na 45 °C.
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3.3.3. Priprava (2S,3R,4S,6R)-2-{/(3aR,4R,7R,8S,9S,10R,11R,13R,16R,16aR)-§-
{[(2R,4R,5S,6S)-5-(2-cianoetoksi)-4-metoksi-4,6-dimetiloksan-2-il]oksi}-2-
(dimetilamino)-4-etil-11-hidroksi-3a,7,9,11,13,15, 16-heptametil-6-okso-
tetradekahidro-2H-[1,3]dioksolo[4,5-c] I-oksa-6-azaciklopentadekan-10-il] oksi}-4-

(dimetilamino)-6-metiloksan-3-il acetat, (S3)

U tikvicu od 50 mL dodan je t-butanol (20 mL), produkt S2 (0,76551 g, 0,905 mmol) i cezijev
karbonat (300 mg, 0,921 mmol). Nakon nekoliko minuta u reakcijsku smjesu je dodan
akrilonitril (40 ekvivalenata; 4,8 mL, 36,188 mmol). Smjesa je mijeSana 48 sati pri 27 °C.
Dobivena je smjesa profiltrirana preko celita na sinter-lijevku. Filtrat je ispran pomocu
zasi¢ene otopine natrijeva hidrogen karbonata (2 x 12 mL) i posuSen na bezvodnom kalijevom

karbonatu. Produkt S3 (0,7166 g) dobiven je uparavanjem filtrata.

3.3.4. Priprava (3aR,4R,7R,8S,9S,10R,11R,13R,16R,16aR)-8-{/(2R,4R,5S,6S)-5-(3-
aminopropoksi)-4-metoksi-4,6-dimetiloksan-2-il]oksi}-10-{[(2S,3R,4S,6R)-4-
(dimetilamino)-3-hidroksi-6-metiloksan-2-il]oksi}-4-etil-1 1-hidroksi-
3a,7,9,11,13,15,16-heptametil-2-(propan-2-il)-tetradekahidro-2H-[1,3]dioksolo[4, 5-
c]1-oksa-6-azaciklopentadekan-6-on, (S4)

Produkt S3 (0,7166 g, 0,797 mmol) otopljen je u ledenoj octenoj kiselini (6,5 mL) i dodan je
katalizator platinin(IV) oksid, PtO2 (45,51 mg, 0,200 mmol). Hidrogeniranje je provodeno pri
tlaku od 3,5 bara kroz 24 sata. Kako bi se uklonio katalizator dobivena smjesa je profiltrirana
preko Biichnerovog lijevka i filtrat je uparen na rotacijskom uparivac¢u. Osusenom uzorku
dodan je diklormetan (7 mL) i voda (13 mL) te je provedena gradijentna ekstrakcija pri pH
vrijednostima: 4,2, 6,5 i 8,15. Navedene pH vrijednosti otopine postizale su se dodavanjem
HCI (0,5 M), odnosno dodavanjem NaOH (0,5 M). Produkt S4 dobiven je uparavanjem
organskih ekstrakata pri pH ~ 7 i pH ~ 8.

3.3.5. Priprava (2R,3S,4R,5R,8R,10R,11R,12S,13S,14R)-13-{/(2R,4R,5S,6S)-5-(3-
aminopropoksi)-4-metoksi-4,6-dimetiloksan-2-il]oksi}-11-{[(2S,3R,4S,6R)-4-
(dimetilamino)-3-hidroksi-6-metiloksan-2-il]oksi}-2-etil-3,4, 1 0-trihidroksi-
3,5,6,8,10,12, 14-heptametil-1-oksa-6-azaciklopentadekan-15-on, (M4™)

U petom, ujedno i posljednjem sintetskom koraku produkt S4 mijesan je u metanolu (30 mL)
pri temperaturi od 45 °C kroz 24 sata daju¢i produkt M4"™ (0,41841 g, 41,84 %).
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Karakterizacija pojedinih produkata sinteze M4" kao i konac¢nog produkta, opisana je u
poglavlju 4..

3.4. Priprava trietilamonijevog bis{N-benzil-N"-[(4-
karboksilatofenil)metiliden]karbamohidrazonotioato}nikal(l1)
acetonitril solvata, [EtsNH]2(NiPs_2) x CH3CN), M4"-Ni(l1)-P6

U okrugloj tikvici od 100 mL otopljen je Ni(OAc). x 4H.O (1 ekvivalent, 24,886 mg) u
diklormetanu (10 mL). U tikvicu je potom dodana otopina  4-((2-
(benzilkarbamotioil)hidrazono)metil)benzojeve kiseline (2 ekvivalenta, 62,676 mg) u
diklormetanu (10mL) uz dodatak trietilamina (100 pL) te je smjesa mijeSana pomocu
magnetne mijesalice 30 minuta na sobnoj temperaturi. Nakon 30 minuta dodan je HATU
(1,1 ekvivalent, 41,825 @), a nakon sat vremena dodan je M4" (80,61 mg) te se reakcijska

smjesa nastavila mijesati 24 sata na sobnoj temperaturi.

3.5. Odredivanje bioloske aktivnosti
Bioloska aktivnost In vitro novo sintetiziranog kompleksa 4"-Ni(ll)-P6 odredena je u Centru
za translacijska 1 klini¢ka istraZivanja u sklopu Medicinskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu.
Aktivnost je odredivana na pet Gram-pozitivnih bakterija: S. pneumoniae B0652, S.
pneumoniae B0326, S. pneumoniae B0633, S. pyogenes B0542, S. pyogenes B0545, S.
pyogenes B0544, S. aureus ATCC 29213, S. aureus B0331, S. aureus B0330, E. faecalis
ATCC 29212; i na dvije Gram-negativne bakterije: M.catarrhalis ATCC 23246, E. coli
ATCC 25922, pivski kvasac - S. cerevisiae ATCC 7752.

Vrijednosti dobivene minimalne inhibitorne koncentracije (MIK) za pripravljeni kompleks

usporedene su s onima za azitromicin na gore navedene sojeve.
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3.6. Karakterizacija pripravljenih spojeva

Strukture tiosemikarbazona i meduprodukta sinteze 4"-aminopropilnog derivata azitromicina
potvrdene su infracrvenom spektroskopijom uz prigusenu totalnu refleksiju (ATR). Spektri su
snimani u rasponu od 4000 do 40 cm™. Podatci su obradeni programskim paketom
SpectraGryph 1.2.

Strukture nastalih produkata u sintezi 4"-aminopropilnog derivata azitromicina potvrdene
su spektroskopijom NMR. Uzorci za snimanje spektara *H NMR su pripremljeni otapanjem
produkta (1-5mg) u 550 pL deuteriranog otapala, dok je za snimanje dvodimenzijskih
spektara koncentracija spojeva bila 50 mM. Kao otapalo upotrebljeni su dimetil-sulfoksid
(DMSO-ds) i kloroform-d (CDCls). Snimljeni su jednodimenzijski (*H i DEPT-Q NMR) i
dvodimenzijski (HMQC, HSQC, HMBC, COSY) spektri NMR na spektrometru NMR Bruker
Avance 111 HD 400 MHz/54mm Ascend. Kao referentni signal kori$ten je tetrametilsilan.

Struktura kompleksa nikla(ll) s tiosemikarbazonom P6 odredena je pomocu difrakcije

rentgenskog zracenja na jedini¢nom kristalu.

Ema Ho$njak Diplomski rad



8 4. Rezultati i rasprava 24

§4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. Priprava i karakterizacija kompleksa tiosemikarbazona s niklom(I1)
4.1.1. Priprava tiosemikarbazida
Tiosemikarbazid T6 nastaje nukleofilnom adicijom hidrazin monohidrata na benzil

izotiocijanat prema (Shema 5.).

NH
s |

SYNH

NH

2

=_—_—_0

NH, MeOH

HiM st.lh
H,0

Shema 5. Priprava N-benzilhidrazin-karbotioamida, (T6)

Struktura T6 potvrdena je difrakcijom rentgenskog zracenja na jedini¢nom kristalu i
prikazana je na Slici 7a.. Tiosemikarbazidi T6 se medusobno povezuju u lance vodikovim
vezama preko duSika(2), dok se duSik(1) vodikovom vezom povezuje sa sumporom

tiosemikarbazona, prilikom ¢ega tvore cikli¢ki motiv (Slika 7b.).
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A
5958

\f»:/“a/ "

3 L
‘fo p

Slika 7. Kristalna struktura tiosemikarbazida T6 (a). Medumolekulske interakcije
tiosemikarbazida T6 (b).

4.1.2. Priprava 4-((2-(benzilkarbamotioil)hidrazono)metil)benzojeve kiseline, (P6)

Tiosemikarbazon P6 nastaje reakcijom pripravljenog tiosemikarbazida T6 i 4-

formilbenzojeve kiseline uz ledenu octenu kiselinu u metanolu (Shema 6.).

NH2
H
\\ S 14
MeOH
CH;COO0H (konc) Y
—-..
st,24h HI ._\H

HO o HO

0

Shema 6. Priprava 4-((2-(benzilkarbamotioil)hidrazono)metil)benzojeve kiseline, (P6).
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Struktura dobivenog tiosemikarbazona P6 (Shema 6.). potvrdena je infracrvenom
spektroskopijom uz prigusenu totalnu refleksiju (ATR), Slika 13., te spektroskopijom NMR.
U spektru ATR uodena je karakteristi¢na vrpca istezanja [v(C=N)] pri 1526 cm™, koja
potvrduje da je aldehid reagirao. U spektru COSY (Slika 11.) vidljive su korelacije protona u
aromatskim dijelovima molekule koji ¢ine dva spinska sustava. Jedan spinski sustav ¢iji
protoni pripadaju aromatskom prstenu iz 4-formil benzojeve kiseline te drugi iz aromatskog
prstena tiosemikarbazida T6. Takoder iz spektra COSY uocava se korelacija izmedu protona
H8 i H8a, te slaba korelacija protona H8 (8,14 ppm) s protonima iz aromatskog prstena. U
istom spektru vidljiva je i korelacija visokog intenziteta izmedu protona H9a i HI10.
Asignirani su spektri *H (Slika 9.) i DEPT-Q (Slika 10.) spoja P6 te je na temelju
dvodimenzijskog spektra HSQC (Slika 12.) potvrdena korelacija izmedu pojedinih ugljika i

vodika kroz jednu kemijsku vezu (Tablica 5.).

1a
OH

10 16

Iz

13

Slika 8. Struktura tiosemikarbazona P6 s oznadenim lokantima.
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Slika 9. Spektar 'H NMR tiosemikarbazona P6 snimljen u DMSO-ds pri 298K.
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Slika 10. Spektar DEPT-Q NMR tiosemikarbazona P6 snimljen u DMSO-ds pri 298K.
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Slika 11. Spektar COSY tiosemikarbazona P6 snimljen u DMSO-ds pri 298K s ozna¢enim
korelacijama protona H8a (11,74 ppm) i H8 (8,14 ppm) i protona H10 (4,86 ppm) s
H9a (9,22 ppm).
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Slika 12. Spektar HSQC NMR tiosemikarbazona P6 snimljen u DMSO-de pri 298K.
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Tablica 5. Asignacija kemijskih pomaka *H i 2*C NMR tiosemikarbazona P6.

Spoj P6
Atom 3(*H)/ ppm 3(13C)/ ppm

1 - 167,89

la 13,096 -

2 - 131,60
3,7 7,95 129,97
4,6 7,82 129,43

5 - 140,15

8 8,14 1419

9 - 178,66

Oa 9,22 -

10 4,86 47,53

11 - 139,18

12,16 7,35 128,2
13,15 7,24 127,21
14 7,25 128,62

(W0 pOEE <
000€

(o

(0 6891
98L

w0 9zG1

Slika 13. Snimljeni spektar IR tiosemikarbazona P6. Vrpce istezanja pri 3364 cm™'[v(N-H)],
3000 cm ! [w(=C—H, aromatski)], 1689 cm ~'[v(C=0)], 1526 cm "'[v(C=N)], 786 cm™*

[v(C=S)]potvrduju da je sinteza uspjesno provedena.

Preostali tiosemikarbazoni koriSteni prilikom izrade diplomskog rada pripravljeni su na
Zavodu za analitiCku kemiju te je njihova struktura potvrdena spektroskopijom IR uz

prigusenu totalnu refleksiju (Dodatak D1-D14).
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4.1.3. Priprava kompleksa tiosemikarbazona s niklom(Il), (Ni(11)-PX)

Reakcijom tiosemikarbazona i B6 s niklom(ll) nastaju kelatni kompleksi nikla(ll) s

tiosemikarbazonima i kelatni kompleksi nikla(ll) s B6 (Shema 7.)

w : 2 NG @/w .
Db+ HO Ve 00
/"\u)ku LI \"_NH i o /\s oH * \»\
0y O ol
WA " /N\N/ .
H

Shema 7. Shema nastajanja kompleksa Ni(I1)-PX i Ni(I1)-B6. (i) Ni(OAc). - 4H20/ NiCl); -
6H20, ACN, TEA, s.t., 24 h.

Tiosemikarbazoni se na metalni ion nikla(I) vezu bidentatno preko dusika (N%) i sumpora
(S%) (Slika 14.).

Slika 14. Oznaceni kompleks Ni(II)-PX.

Strukture svih tiosemikarbazona i njihovih supstituenata navedeni su u Tablici 6.
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Tablica 6. Strukture tiosemikarbazona

Tiosemikarbazon . Str'uktura Substituent (R1)
tiosemikarbazona
P1 W\©
P2 B
LN~
P3 II \/N
P4 \)b
P5
Q0
P6 \/\©
HC 0,
P7 /%
7N
O‘\\CF
P8 | \/©/ ’
M
P9 N\"‘NH
P10 Hrlxl/K 5 \(O
R1
P11 \/@\
[w)
JO.
(]
P13 A~
P14 \/\@
8}
P16 \/\O
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Buduc¢i da je jedino za kompleks Ni(I1)-P6 (Slika 15.) potvrdena kristalna struktura pomoc¢u
difrakcije rentgenskog zracenja na jedini¢nom kristalu (Slika 16.), daljnja priprava makrozona

nastavljena je s navedenim kompleksom.

CH

Y/

L

Slika 15. Struktura kompleksa Ni(11)-P6.
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Slika 16. Molekulska struktura kompleksa Ni(11)-P6. Atomi ugljika prikazani su sivom,

vodika bijelom, kisika crvenom, dusika plavom, sumpora zutom, a nikla zelenom bojom.

Dobiveni kompleks Ni(Il)-P6 je mononuklearni kompleks u kojemu je omjer liganada i
metala 2:1 a poprima kvadratno-planarnu geometriju. Atom nikla povezan je koordinacijsko-
kovalentnom vezom s Cetiri donorska atoma, odnosno s azometinskim dusikom i tionskim
sumporom iz svakog liganda. Takvo nam vezivanje potvrduje i usporedba duljina veza u
tiosemikarbazidu (T6) i kompleksu Ni(Il)-P6 (Slika 17b.). Uslijed koordinacije sumporovog
atoma s niklovim atomom dolazi do delokalizacije elektrona pri ¢emu veza izmedu ugljika 1
sumpora postaje jednostruka (produljuje se, d = 1,731 A) , a veza izmedu ugljika i N2 postaje
dvostruka (skracuje se, d = 1,298 A). Takoder, budu¢i da je duljina veze izmedu dusika N3 i
ugljika u kompleksu (d = 1,295 A) vrlo sli¢na duljini veze izmedu dusika N2 i ugljika u
kompleksu (d = 1,298 A), te da dolazi do deprotonacije dusika N3, zakljuéujemo kako je
doslo do formiranja dvostruke veze izmedu N3 1 ugljika.

Kompleksi Ni(ll)-P6 medusobno se povezuju u lance dvjema vodikovim vezama preko
karboksilne skupine, pri ¢emu karbonilni kisik djeluje kao akceptor vodikove veze a

hidroksilna skupina kao donor vodikove veze (Slika 17a.).
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Slika 17. Medumolekulske interakcije kompleksa Ni(11)-P6 (a). Usporedba duljina veza
izmedu pojedinih atoma u T6 i kompleksu Ni(I1)-P6 (b).

4.2. Pripravai karakterizacija 4''-aminopropil derivata azitromicina
(M4™)

U sklopu ovog diplomskog rada uspjesno je pripravljen 4"-aminopropil derivat azitromicina.
Sinteza se sastojala od pet koraka, a detaljan postupak sintetskog puta opisan je u
eksperimentalnom dijelu ovog rada.

4.2.1. Priprava S1

Prvi korak sinteze ukljucuje zastitu diola reakcijom azitromicina (Slika 18.) sa zasStitnom
skupinom DMF-DMA kako bi sprijecili Michaelovu adiciju akrilonitrila na ta dva polozaja.
(Shema 8.).
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Slika 18. Struktura azitromicina s navedenim oznakama koristenim prilikom asignacije
spektara NMR.

OH
Shema 8. (i) N,N-Dimetilformamid-dimetilacetal (DMF-DMA), toluen, 60 °C, 24 h.

Zastita diolne funkcijske skupine potvrdena je spektroskopijom IR — ATR (Slika 19.,
Slika 20.). U spektru IR spoja S1 izostaje karakteristi¢na vrpca istezanja O-H skupine pri ~
3500 cm™! $to potvrduje ispravno vezanje zastitne skupine. Takoder, prisutnost zastitne
skupine potvrdena je spektroskopijom NMR. U spektru DEPT-Q (Slika 22.) vidljiv je slabi
signal CH skupine pri 111 ppm. U spektru *H NMR (Slika 21.) pri 2,27 ppm prisutan je signal

integrala 6 koji ukazuje na protone iz dvije CHs skupine zastitne skupine amid acetala.
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Slika 19. Snimljeni spektar IR azitromicina. Vrpce istezanja pri 3560 cm™![v(O-H)], 2972
cm! [v(CHy)], 1721 cm™![w(C=0)], 1188 cm'[v(R-O-R)], 1087cm™![v(C-N)] potvrduju
strukturu azitromicina.

Slika 20. Snimljeni spektar IR S1.
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Slika 21. Uveéani dio spektra *H NMR spoja S1 snimljen u kloroformu-d pri 298K.
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Slika 22. Uvecani dio spektra DEPT-Q NMR spoja S1 snimljen u kloroformu-d pri 298K.
4.2.2. Priprava S2

Drugi korak sinteze obuhvaca zastitu skupine OH na polozaju 2' acetatnim esterom

(Shema 9.).
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Shema 9. (ii) EtOAc, Ac.0, s.t., 5 h.

Prisutnost zastitne skupine potvrdena je spektrima H i DEPT-Q. U spektru 'H NMR
(Slika 23.) opazen je signal pri 2,12 ppm (3H) koji odgovara protonima skupine CHjs iz
acetalne zastite. U spektru DEPT-Q (Slika 24.) pri 169,87 ppm vidljiv je signal karbonilnog

atoma C acetalne zastite.

24 22 20 18 ppm]

Slika 23. Uvecani dio spektra *H NMR spoja S2 snimljen u kloroformu-d pri 298K.
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Slika 24. Uvecani dio spektra DEPT-Q spoja S2 snimljen u kloroformu-d pri 298K.
4.2.3. Priprava S3

Treci korak sinteze obuhvaca Michaelovu adiciju akrilonitrila na skupinu 4"-OH u kladinozi u

prisutnosti cezijeva karbonata u t-butanolu.

Shema 10. Michaelova adicija akrilonitrila. (iii) t-BuOH, akrilonitril, Cs2CO3, 27 °C, 48 h.

Uspjesno vezanje akrilonitrila na skupinu 4"-OH potvrdeno je spektroskopijom NMR. U
spektru DEPT-Q opazen je signal kvaternog atoma C pri 117,40 ppm koji odgovara nitrilnom
atomu C. Cezijev karbonat djeluje kao baza i omogucuje nastajanje adukta Michaelove

reakcije. Pretpostavka je da prvi korak polimerizacije obuhvaca adiciju slobodne hidroksilne
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skupine na akrilonitril, koji daje karbanion na atomu a-C pored cijano skupine. Kako bi se
izbjegla nepozeljna polimerizacija i kako bi se karbanion protonirao, kao izvor protona

uveden je t-butanol.
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Slika 25. Uvecani dio spektra DEPT-Q NMR S3 snimljen u kloroformu-d pri pri 298K.

4.2.4. Priprava S4

U cetvrtom koraku sinteze redukcijom cijanoetilnog adukta (S3) nastaje primarni amin
(Shema 11.). U ovom koraku hidrogeniranja dolazi do protonacije, odnosno octena kiselina
protonira primarne amine 1 na taj nacin sprjeCava nastanak sekundarnih amina kao
nusprodukta. PtO, poznatiji kao Adamsov katalizator adsorbira atome vodika na svoju
povrsinu te preko njega ide izmjena atoma vodika. Prema tome, hidrogeniranje se ne dogada u
homogenoj otopini, ve¢ se umjesto toga odvija na povrsini ¢vrstih Cestica katalizatora. Ovaj

nacin hidrogeniranja omogucuje selektivnu hidrogenaciju alifatskih nitrila u primarne amine.
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Shema 11. Redukcija cijanoetilnog adukta (S3). (iv) PtO2, Hz, 5 bar, AcOH, s.t., 24 h.
Snimljen je spektar *H NMR u kojem su vidljivi signali pri 3,69; 3,83 ppm (2H, H-4"a),
1,68; 1,21 ppm (2H,H-4"b) i 1,82; 1,32 ppm (2H, H-4"c) ¢ime je potvrdena uspjeSna
redukcija S3 (Slika 26.).

50 [rel]

Slika 26. Spektar *H NMR spoja S4 snimljen u kloroformu-d pri 298K.

4.2.5. Priprava M4"
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Peti, ujedno i posljednji korak sinteze, obuhvaca uklanjanje 2'-O-acetilne zastitne skupine i

formiranje 4"-aminopropilnog derivata azitromicina (Slika 27.).
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Slika 27. Struktura 4"-aminopropil derivata azitromicina (M4").

Na temelju snimljenih jedno- i dvodimenzijskih spektara NMR te kombinacijom dobivenih
podataka potvrdena je struktura spoja M4" prikazana na Slici 27.. U spektru HSQC
uoCavamo signale dijastereoizomernih protona vezanih na ugljike C4"b 1 C4"c, dok je za
proton H4"a vidljiv samo jedan signal (Slika 30.). Usporedbom spektra HSQC i HMBC
vidljivi su korelacijski signali ugljika C4"b s protonima H4"a (3,68 ppm) i
H4"c (1,30;1,83 ppm) (Slika 31.), te ugljika C4"c s protonima H4"b (1,25;1,67) (Slika 32.).
Nadalje, unato¢ loSoj rezoluciji spektra HMBC, njegovim se uvecanjem 1 usporedbom sa
spektrom HSQC pojavljuje signal slabijeg intenziteta iz kojeg je vidljiva korelacija izmedu
ugljika C4" (87,6 ppm) i protona H4"a (3,68 ppm), Sto potvrduje da Se supstitucija
aminopropilnog ogranka dogodila upravo na polozaju 4" (Slika 33.). Asignirani su spektri *H
(Slika 28.) i DEPT-Q (Slika 29.) spoja M4" te je na temelju dvodimenzijskog spektra HSQC
(Slika 30.) potvrdena korelacija izmedu pojedinih ugljika i vodika kroz jednu kemijsku vezu
(Tablica 7.).
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Slika 28. Spektar *H NMR spoja M4"* snimljen u kloroformu-d pri 298K.
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Slika 29. Spektar DEPT-Q NMR spoja M4 snimljen u kloroformu-d pri 298K.
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Tablica 6. Asignacija kemijskih pomaka *H I 3C spoja M4".

Spoj M4
Atom 3(*H) ppm | 8(**C)/ ppm Atom d(*H)/ ppm | 8(**C)/ ppm
1 - 178,80 14 191; 1,47 21,26
2 2,77 45,25 14Me 0,90 11,27
2Me 1,20 14,74 1' 4,44 102,97
3 4,29 77,85 2' 3,24 70,89
4 1,99 42,07 2'0OH -4 -
4Me 1,06 9,06 3' 2,48 65,84
5 3,67 83,52 3'NMe2 2,29 40,36
6 - 74,28 4' 2,10; 1,33 26,72
6Me 1,33 27,56 5' 3,52 68,74
7 2,81; 2,29 39,36 5'Me 0,92 21,99
8 1,89 26,78 1" 5,15 94,8
8Me 0,92 21,98 2" 2,39; 1,59 34,76
9 2,54; 2,06 70,12 3" - 72,81
9aN 2,32 36,31 3" Me 1,26 21,62
10 2,73 62,39 3""OMe 3,35 49,46
10Me 1,10 7,43 4" 2,77 87,6
11 3,65 75,53 4'""a 3,68 73,65
110H -2 - 4"b 1,67;1,25 28,81
12 - 76,72 4'"c 1,83; 1,30 42,36
12Me 1,09 16,22 4"d -2 -
120H 3,03 - 5" 4,09 65,53
13 4,69 77,4 5"Me 1,34 18,27
% nije opazen signal
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Slika 30. Spektar HSQC NMR spoja M4 snimljen u kloroformu-d pri 298K s oznac¢enim

korelacijskim signalima ogranka C4"a-C4"c.
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Slika 31. Uvecani dio preklopljenog spektra HMBC (zeleni signali) spoja M4" i spektra
HSQC (plavi i rozi signali) spoja M4" snimljen u kloroformu-d pri 298K s ozna¢enim
korelacijskim signalima ugljika C4"b s protonima H4"a i H4"b.
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Slika 32. Uvecani dio preklopljenog spektra HMBC (zeleni signali) spoja M4" i spektra
HSQC (plavi i rozi signali) spoja M4" snimljen u kloroformu-d pri 298K s ozna¢enim
korelacijskim signalima ugljika C4"c s protonima H4"b.
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Slika 33. Uvecani dio preklopljenog spektra HMBC (zeleni signali) spoja M4" i spektra

HSQC (plavi i rozi signali) spoja M4" snimljen u kloroformu-d pri 298K s ozna¢enim

korelacijskim signalima ugljika C4" s protonom H4"a.
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4.3. Priprava i karakterizacija kompleksa makrozona M4"-Ni(l1)-P6
Konacan produkt, niklov kompleks makrozona, pripravljen je reakcijom prethodno
pripravljenog tiosemikarbazona P6, aminopropilnog derivata azitromicina — M4" i
Ni(OAc)2 x 4H>O uz dodatak TEA-a i HATU. U prvom koraku, prilikom formiranja
kompleksa Ni(1l)-P6, dodatkom TEA-a dolazi do deprotonacije karboksilne skupine pri ¢emu
nastaje karboksilatni anion i trietilamonijeva sol. U drugom je koraku dodan HATU koji se u
ovoj reakciji ponasa kao dehidratacijsko sredstvo i reagira s karboksilatnim anionom
(nukleofil) , pri ¢emu HATU postaje dobra izlazna skupina. Makrozon je formiran
nukleofilnim napadom amino skupine M4'" na ugljikov atom karboksilne skupine aktiviranog
estera (Shema 12.).
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Shema 12. Priprava makrozona M4"-Ni(11)-P6. (i) Ni(OAc)2 x 4H;0, TEA, DCM, s.t., 30
min; (ii) HATU, M4", s.t., 24 h.

Karakterizacija kompleksa nikla(ll) s makrozonskim 4" derivatom azitromicina provedena je
pomocu spektroskopije NMR. Kombinacijom podataka dobivenih iz snimljenih jedno- i
dvodimenzijskih spektara NMR predlozena je struktura makrozona M4™-Ni(l1)-P6 (Slika
34.)).
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Zbog veli¢ine i kompleksnosti spoja M4"-Ni(I1)-P6 dolazi do preklapanja pojedinih
signala te oni u daljnjim spektrima NMR nisu vidljivi. U Tablici 8. nalaze se kemijski pomaci
asigniranih atoma u spektrima H (Slika 35.) i DEPT-Q (Slika 36.), koji su potvrdeni na
temelju Kkorelacije protona i ugljika kroz jednu kemijsku vezu analizom spektra
HMQC (Slika 38.). Nadalje, u spektru H NMR vidljivi su signali pri
2,31 ppm i 2,47 ppm koji ukazuju na to da je dio kompleksa deprotonirana karboksilna
skupina a dio trietil amonijeva sol. U usporedbi s kemijskim pomacima protona u spektru *H
NMR spoja M4", prilikom povezivanja kompleksa Ni(ll)-P6 s M4" dolazi do odsjenjenja
protona H4"c i H4"d zbog anizotropnog utjecaja elektrona karbonilnog kisika na atomu C15.
Takoder, zbog utjecaja atoma dusSika na polozaju 4"d, ugljikov atom C16 odsjenjeniji je u
spektru DEPT-Q makrozona nego u onom tiosemikarbazona. U spektru COSY (Slika 37.)
vide se dva spinska sustava od kojih jedan pripada kompleksu Ni(Il)-P6 (iznad 6 ppm-a) a
drugi makrolidu M4" (ispod 6 ppm-a). Najodsjenjeniji signal pri 11,69 ppm koji ne korelira
niti s jednim drugim protonom odgovara protonu H31, odnosno karboksilatnoj skupini
nevezanog liganda. Da je dosSlo do povezivanja kompleksa Ni(I[)-P6 s M4" na Zeljenom
mjestu potvrduje nam spektar HMBC (Slika 39.). U spektru HMBC vidi se korelacija atoma
C15 (165,09 ppm) s protonima H4"d (7,97 ppm) i H4"c (3,87 ppm) te korelacija atoma
C25 (128,5 ppm) s H24 (4,88 ppm) 1 H26,30 (7,25 ppm). Uvecanjem spektra HMBC
potvrdena je korelacija atoma Cl6a (178,17 ppm) s H31 (11, 69 ppm).
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Slika 34. Struktura makrozona M4"-Ni(I1)-P6 uz ozna¢ene lokante.
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Slika 35. Spektar *H makrozonskog kompleksa Ni(11)-P6-M4" snimljen u DMSO-ds pri 298K.
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Slika 36. Spektar DEPT-Q makrozonskog kompleksa Ni(11)-P6-M4" snimljen u DMSO-de pri
298K.

Tablica 7. Asignacija kemijskih pomaka H i **C makrozonskog kompleksa Ni(11)-P6-M4".

Spoj M4
Atom 3(*H) ppm | 8(*3C)/ ppm Atom d(*H) ppm | 8(*3C)/ ppm
1 - 177,62 14 -2 21,38
2 2,97 45,20 14Me -a 11,432
2Me -2 15,28 1 4,45 102,27
3 4,13 77,81 2' 3,17 70,30
4 3,50 42,09 2'0OH -2 -
4Me 1,06 9,46 3 -2 -2
5 3,53 83,45 3'NMe2 2,69 40,36
6 -2 73,10 4' -2 -2
6Me -2 27,49 5' 3,52 68,15
7 -2 45,83 5'Me -2 21,48
8 -2 26,29 1" 4,78 94,96
8Me -2 21,76 2" -2 35,06
9 -2 68,58 3" - 70,30
9aN 2,25 36,33 3" Me 1,19 18,90
10 -2 65,31 3"OMe 3,24 49,24
10Me 1,01 -2 4" 3,48 87,67
11 3,47 74,90 4"a 3,72 73,29
110H -2 - 4"b -2 30,63
12 - -2 4"c 3,87 39,97
12Me 1,04 16,79 4"d 7,97 -
120H -a - 5" 477 67,09
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13 4,99 76,65 5"'Me 1,13 18,13
15 - 165,09 24 4,86 47,09
16 - 139,78 25 - 128,50

17,21 7,23; 8,132 127,19 26, 30 7,25 128,63

18, 20 7,89 127,67 27,29 7,34 128,75
19 - 137,47 28 - 129,85
22 8,31 141,94 16a - 178,17
22b 9,17 - 31 11,69 -
23 - 139,84

% nije opazen signal
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Slika 37. Spektar COSY makrozonskog kompleksa Ni(11)-P6-M4" snimljen u DMSO-ds pri
298K.
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Slika 38. Preklopljeni spektar HMQC (plavi signali) i HMBC (zeleni signali) makrozonskog

kompleksa Ni(I1)-P6-M4" snimljen u DMSO-ds pri 298K.
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Slika 39. Spektar HMBC makrozonskog kompleksa Ni(l1)-P6-M4" s oznac¢enim korelacijskim

signalima C15 s H4"c 1 H4"d, C25 s H24 1 H26,30, te uvecani dio korelacijskog signala atoma

Cl6a i H31 snimljen u DMSO-ds pri 298K.
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4.4. Bioloska aktivnost

Odredivanjem minimalne inhibitorne koncentracije (MIK), prema standardnim protokolima
(CLSI, engl. Clinical Laboratory Standards Institute) dobivena je antibakterijska aktivnost in
vitro za novo pripravljeni makrozon M4"-Ni(11)-P6.

Bioloska aktivnost makrozona napravljena je na nekoliko rezistentnih i susceptibilnih
sojeva bakterija koje uzrokuju razli¢ite infekcije u organizmu. Poput azitromicina, makrozon
M4"-Ni(11)-P6 nije pokazao aktivnost na sojeve S. pneumoniae B0633, S. pyogenes B0544,
S. aureus B0331, S. aureus B0330 i S. cerevisiae ATCC 7752. Nadalje, vrlo dobra bioloska
aktivnost (1-16 pg/mL) dobivena je za sojeve S. pneumoniae B0326, S. pyogenes B0545, S.
aureus ATCC 29213, E. faecalis ATCC, E. coli ATCC 25922. Makrozon je pokazao izvrsnu
aktivnost na gram negativne bakterije E. coli ATCC 25922 (MIK = 8 pg/mL), koja je ¢ak
osam puta veéa nego za antibiotik azitromicin. Dobiveni je rezultat od velike vaznosti iz
razloga $to je zbog posebne strukture vanjske membrane gram-negativnih bakterija jako tesko
razviti antibiotik na koji one neée biti rezistentne. Najbolja antibakterijska aktivnost (MIK
<=0.125 pg/mL) opazena je za sojeve S. pneumoniae B0652, S. pyogenes B0542 i
M.catarrhalis ATCC 23246.

U Tablici 9. prikazane su minimalne inhibitorne koncentracije pripravljenog makrozona
kao 1 azitromicina. Za rezistentne sojeve bakterija naznacene su skrac¢enice mehanizma kojim
pokazuju otpornost na antibiotike (M — efluks rezistencija na makrolide;

cMLS - konstitutivna rezistencija na makrolide, linkozamide i streptogramine).
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Tablica 8. Minimalne inhibitorne koncentracije (MIK) sintetiziranog makrozona i antibiotika

azitromicina na razli¢ite Gram-pozitivne i Gram-negativne bakterije.

M4"-Ni(11)-P6 | Azitromicin
MIK (pg/mL)

G+ S. pneumoniae B0652 (M) <0.125 <0.125
G+ S. pneumoniae B0326 (cMLYS) 16 16
G+ S. pneumoniae B0633 >64 >64
G+ S. pyogenes B0542 (M) <0.125 <0.125
G+ S. pyogenes B0545 (cMLYS) 16 16
G+ S. pyogenes B0544 >64 >64
G+ S. aureus ATCC 29213 (M) 2 1
G+ S. aureus B0331 (cMLYS) >64 >64
G+ S. aureus B0330 >64 >64
G+ E. faecalis ATCC 29212 8 8
G- M.catarrhalis ATCC 23246 <0.125 <0.125
G- E. coli ATCC 25922 8 >64

S. cerevisiae ATCC 7752 >64 >64
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§5. ZAKLJUCAK

U sklopu ovog diplomskog rada uspje$sno je pripravljen i okarakteriziran makrozonski
kompleks nikla(ll) s 4" derivatom azitromicina. S obzirom na vrlo dobru biolo$ku aktivnost
kompleksa tiosemikarbazon-metalni ion i izvrsna farmakokinetiCka svojstva azitromicina,
pripravom kompleksa makrozona prosiren je spektar antiinfektivnih spojeva s posebnim
naglaskom na rezistentne sojeve.

Struktura dobivenog kona¢nog spoja, MA4"-Ni(ll)-P6, potvrdena je pomocu
jednodimenzijskih i dodimenzijskih tehnika NMR, a meduprodukti su okarakterizirani i
infracrvenom spektroskopijom te difrakcijom rentgenskog zra¢enja na monokristalu.
Najznacajniji doprinos ovog istrazivanja je u postizanju vrlo dobre bioloske aktivnosti
makrozonskog kompleksa M4"-Ni(l)-P6 na razli¢ite sojeve gram pozitivnih i gram
negativnih bakterijskih sojeva. Posebno se istie aktivnost kompleksa na gram negativnu
bakteriju E. coli ATCC 25922, koji je pokazao ¢ak osam puta veéu aktivnost u usporedbi s
antibiotikom azitromicinom. Izuzev izvrsne bioloSke aktivnosti na gram negativne bakterije,
dobiveni spoj pokazao je odlicnu aktivnost za sojeve S. pneumoniae BO0652,
S. pyogenes B0542 i M.catarrhalis ATCC 23246. sli¢u azitromicinu.

Rezultati dobiveni u ovom diplomskom radu mogu posluziti kao dobar temelj za daljnja
istraZivanja 1 razvoj derivata makrolida sa svrhom suzbijana rezistencije bakterija na ve¢

postojece antibiotike s posebnim naglaskom na gram negativne sojeve.

Ema Hos$njak Diplomski rad



8 6. Popis oznaka, kratica i simbola 56

§6. POPIS OZNAKA, KRATICA I SIMBOLA

ATR — attenuated total reflection

COSY - correlation spectroscopy

DCM - diklormetan

DEPT — distortionless enhancement by polarisation transfer

DIPEA — N,N-diizopropiletilamin

DMSO-d6 — deuterirani dimetil sulfoksid

FDA — Food and Drug Administration

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

HMBC- heteronuclear multiple bond correlation

HMQC — heteronuclear multiple quantum coherence

HSQC — heteronuclear single quantim coherence

MeOH — metanol

MIK — minimalna inhibitorna koncentracija

NMR — nuklearna magnetna rezonancija (engl. nuclear magnetic resonance)
RNA — ribonukleinska kiselina (engl. ribonucleic acid)

rRNA — ribosomska ribonukleinska kiselina

THF — tetrahidrofuran

TLC — tankoslojna kromatografija
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