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BIOLOSKIM METAMA
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Makrolidni antibiotici pripadaju skupni makrolida koji se Siroko primjenjuju za lijecenje
infekcija gornjih i donjih disnih puteva. Mehanizam djelovanja makrolida temelji se na
vezanju za 23S rRNA u peptidil-transferaznom centru bakterijskog ribosoma ili u njegovoj
blizini, S$to sprjeCava izlaz novosintetiziranin peptida i inhibira sintezu proteina. Pojava
viSestruke bakterijske rezistencije predstavlja ozbiljnu prijetnju za ljudsko zdravlje, Sto je
potaknulo sintezu novih derivata makrolida koji ¢e pokazivati bolju bioaktivnost. Vezanjem
poznatih makrolida i bioaktivnih tiosemikarbazona dobiveni su novi konjugati, makrozoni,
koji uspjesno djeluju protiv nekih rezistentnih bakterijskih sojeva.

U ovom radu okarakterizirane su interakcije nekoliko 4"-aril-makrozona s bioloskim metama,
poput albumina iz govedeg seruma te ribosoma iz bakterije Escherichia coli. Istrazivanja su
provedena kombinacijom metoda spektrofluorimetrije, spektrofotometrije i cirkularnog
dikroizma. Kao kompetitor u fluorimetrijskim mjerenjima koristen je flouresciraju¢i derivat
azitromicina, 9a-NBD-azitromicin. Podaci su zatim obradeni metodama multivarijatne analize
kako bi se odredile konstante vezanja.
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Due to their anti-infective activity, macrolide antibiotics (macrolides) are widely used for the
treatment of upper and lower respiratory tract infections. Their mechanism of action is based
on reversible binding to 23S rRNA at or near the peptidyl-transferase center of the bacterial
ribosome, which prevents the release of newly synthesized peptides and inhibits the protein
synthesis. The emergence of bacterial resistance represents a serious threat to human health,
which prompted the synthesis of new macrolide derivatives with a better bioactivity. Linking
known macrolides to bioactive thiosemicarbazones resulted with new conjugates,
macrozones, active against some resistant bacterial strains.

In this work, the interactions of several 4"-aryl-macrozones with biological targets, such as
bovine serum albumin and Escherichia coli ribosomes, were characterized. The studies were
carried out by combining spectrofluorimetric, spectrophotometric and circular dichroism
methods. Competition fluorimetric experiments were conducted using a fluorescent derivative
of azithromycin, 9a-NBD-azithromycin. The data were further processed with multivariate
analysis methods to determine the binding constants.
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§ 1. Uvod 1

§1. UVOD

Makrolidni antibiotici pripadaju skupini makrolida i primarno se koriste za lijecenje infekcija
gornjih i donjih diS$nih puteva uzrokovanih Gram-pozitivnim i nekim Gram-negativnim
bakterijama. Strukturu makrolida ¢ini makrolaktonski prsten od 12-16 ugljikovih atoma na
koji su obi¢no vezane dvije Secerne jedinice, desozamin i kladinoza. Osim antibakterijskog
djelovanja, zabiljeZena je 1 njihova protuupalna, antikancerogena i antimalarijska aktivnost.
Antibakterijsko djelovanje postizu vezanjem za 50S podjedinicu bakterijskog ribosoma i tako
sprje¢avaju sintezu proteina.’?

Prvi izolirani makrolid je pikromicin, 14-¢lani makrolid izoliran iz soja Streptomyces
1950. godine®*, a nedugo potom izoliran je i najvazniji prirodni makrolid eritromicin A iz
soja Saccharopolyspora erythraea.? Klini¢ka primjena prirodnih makrolida ograni¢ena je zbog
nepovoljnih farmakokinetickih svojstava te zbog nestabilnosti u kiseloj okolini zeluca.
Navedeni nedostaci potaknuli su razvoj polusintetskih derivata iz prirodnih makrolida
metodama esterifikacije, strukturnim modifikacijama ili formiranjem soli.? Azitromicin je
petnaesteroclani polusintetski derivat eritromicina sa znatno boljim fizikalno-kemijskim
svojstvima 1 S§irim spektrom antibakterijskog djelovanja. Povecana stabilnost i bolja
farmakokineti¢ka svojstva posljedica su uvodenja atoma dusika u aglikonski prsten.?

Povecana i nekontrolirana upotreba makrolidnih antibiotika neizbjezno je dovela do
prilagodavanja patogenih vrsta te brzog Sirenja bakterijske rezistencije. Stoga su istrazivanja
usmjerena prema otkri¢u i dizajnu antibiotika sa Sirim spektrom antimikrobne aktivnosti. U
procesu razvoja nekog antibiotika vazno je odrediti njegov mehanizam djelovanja, interakcije
s bioloskim metama te konformacije u slobodnom i vezanom stanju. Takve informacije vazne
su za poboljsanje farmakokineti¢kih svojstava i bioaktivnosti nove klase lijekova.®

Makrozoni, novi tiosemikarbazonski derivati, imaju dobar potencijal za dizajn
antibiotika sa znatno Sirim spektrom djelovanja.’> Cilj ovog istraZivanja je karakterizacija
interakcija 4"-aril-makrozona (1-3) s bioloskim metama, albuminom iz govedeg seruma
(engl. bovine serum albumin, BSA) i 70S ribosomom iz bakterije Escherichia coli pomoc¢u
metoda spektrofluorimetrije, spektrofotometrije i cirkularnog dikroizma. Kombinacijom

dobivenih podataka odredene su konstante i stehiometrija vezanja.
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§ 2. Literaturni pregled 2

§ 2. LITERATURNI PREGLED

2.1. Ribosom

Ribosom je makromolekulski kompleks ¢ija je uloga primanje signala od glasnicke RNA
(mRNA) te prijenos genetickog koda na lance aminokiselina. Aminokiseline se zatim smataju
i tvore proteine u stanicama.®

Kristalna struktura ribosoma rijesena je 2000. godine prouc¢avanjem bakterije Thermus
thermophilus iz koje su dobivene informacije o maloj podjedinici i arhebakterije Haloarcula
marismortui iz koje su dobivene informacije o velikoj podjedinici.b Veli¢ina ribosoma i
njegovih podjedinica mjeri se Svedbergovim jedinicama koje odgovaraju vremenu potrebnom
da se Cestica istalozi centrifugiranjem. Prokariotski i eukariotski ribosomi se razlikuju po
veli¢ini, a princip rada im je vrlo slican. Prokariotski ribosomi (70S) sadrze tri molekule

RNA, dok eukariotski ribosomi (80S) sadrze &etiri molekule RNA i nesto vise proteina.®
2.1.1. Struktura i uloga ribosoma

Ribosom se sastoji od dvije asimetri¢ne jedinice, velike (50S) i male (30S), koje okruzuju
molekulu mRNA kada krene faza translacije. Svaka podjedinica je kombinacija proteina i
ribosomske RNA (rRNA). Mala podjedinica sadrzi jednu molekulu rRNA koja se u
bakterijama naziva 16S RNA i 21 razli¢it protein (S1 do S21). Velika podjedinica sadrzi
jednu malu rRNA koja se naziva 5S RNA, jednu veliku RNA koja se naziva 23S RNA i 34
razli¢itih proteina (L1 do L136). Molekula rRNA varira u veli¢ini u razli¢itim vrstama ili
organelima, a okruzena je velikim brojem proteina. Sudjeluje u vezanju mRNA i tRNA na
ribosom i djeluje kao katalizator kod tvorbe peptidnih veza izmedu aminokiselina.®

Tijekom razli¢itih procesa u biosintezi proteina dolazi do konformacijskih promjena u
proteinima ribosoma $to uzrokuje promjenu oblika ribosoma. Na ribosomu se nalaze tri
razli¢ita vezna mjesta za molekule tRNA: A, P i E. Aminoacilno mjesto (A) je mjesto gdje
dolazi do ulaska novih aminokiselina u obliku kompleksa aminoacil-tRNA. Dodavanjem
aminokiseline u rastué¢i lanac dolazi do pomaka tRNA s mjesta A u mjesto P. Peptidilno

vezno mjesto (P) veze peptidil-tRNA, odnosno tRNA na koju je vezan rastu¢i polipeptidni

Monika Kapusti¢ Diplomski rad



§ 2. Literaturni pregled 3

lanac. Zadnji korak je pomak deacilirane tRNA na E mjesto, gdje disocira iz ribosoma bez

svoje aminokiseline.®

Slika 1. Bakterijski (70 S) ribosom s velikom podjedinicom gore (siva RNA i ljubicasti
proteini) i malom dolje (svjetlo plava RNA i tamno plavi proteini). Prikaz A-, P- i E- veznih
mjesta za tRNA te mMRNA.®

2.2. Biosinteza proteina

Proteini imaju klju¢nu ulogu u mnogim stani¢nim procesima: kao enzimi ubrzavaju
biokemijske reakcije, vezu i prenose bioaktivne tvari, dio su signalnih puteva u organizmu te
su vazan strukturni ¢imbenik u stanicama 1 tkivima. Razlic¢iti proteini zahtijevaju specificne
modifikacije i transport do podrucja stanice u kojima imaju odredenu funkciju. Ribosomi
proizvode veliki broj proteina razli¢ite namjene. Po teZini stanice, oko 20% c¢ine proteini.
Prosjecna stanica moze imati 10 000 razli¢itih proteina s prosjekom od milijun kopija svakog.
Biosinteza proteina moze se podijeliti na dva glavna koraka, transkripciju i translaciju. Prva
faza je transkripcija informacije s DNA na mRNA, nakon ¢ega se U procesu translacije
informacija iz mRNA prevodi u slijed aminokiselina koje tvore polipeptidni lanac. Postupak
sinteze neSto se razlikuje u prokariotskim 1 eukariotskim stanicama, najviSe po mjestu
odvijanja. Kod prokariota se translacija i transkripcija odvijaju u citoplazmi, dok se kod

eukariota tranksripcija odvija u jezgri, a translacija u citoplazmi. Prijenos informacija u

Monika Kapusti¢ Diplomski rad



§ 2. Literaturni pregled 4

bioloskim stanicama s DNA na RNA pa na proteine smatra Se centralnom dogmom
molekularne biologije, a prvi ju je formulirao Sir Francis Crick.”

Faza translacije u prokariotima se moze podijeliti na tri koraka: inicijaciju, elongaciju i
terminaciju. Svaka molekula mMRNA gradena je od Cetiri razli¢ite nukleinske baze koje se jos
nazivaju i nukleinske kiseline. Parovi baza se €itaju u serijama po tri tvore¢i kodone, a svaki
kodon specifi¢an je za odredenu aminokiselinu. Postoji dvadeset razli¢itih aminokiselina, a
kodoni koji odgovaraju pojedinoj aminokiselini su univerzalni. Pocetni kodon svakog
proteina je ,,AUG* §to oznacava adenin, uracil i gvanin. Posebna molekula RNA koja moze
vezati aminokiseline zove se prijenosna RNA (tRNA). Ona prepoznaje pocetni slijed na
MRNA (,,0¢itava“ kodon na mRNA) i veZe se za nju. Posebna tRNA koja zapoc€inje sintezu
nosi kemijski oznacen metionin, N-formil-metionin (fMet). Dalje, ovisno o proteinu koji se

sintetizira, moze slijediti bilo koja od dvadeset aminokiselina.’

Monika Kapusti¢ Diplomski rad
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Slika 2. Prikaz formiranja inicijacijskih kompleksa. A) Vezanje male podjedinice i
MRNA preko Shine-Dalgarno sekvence s prikazanim start kodonom. B) Inicijacijska tRNA s
vezanim fMet veze se na AUG kodon. C) Velika podjedinica ribosoma veZze se na malu i

smjesta tRNA u P mjesto.’

Prije pocetka sinteze proteina, dvije jedinice ribosoma su razdvojene. Na 5' Kkraju
MRNA nalazi se posebna sekvenca zvana Shine-Dalgarno sekvenca , dok se na 3' kraju 16S
rRNA nalazi komplementaran niz, anti-Shine-Dalgarno niz. Translacija pocinje vezanjem
slobodne male podjedinice (16S) na Shine-Dalgarnov slijed mRNA, a vezanje se ostvaruje
sparivanjem komplementarnih baza. Nakon Shine-Dalgarno sekvence, sljede¢i AUG kodon je
start kodon. Inicijacijska tRNA, koja nosi fMet, prepoznaje start kodon te se veZe na njega pri
¢emu dolazi do povezivanja velike 1 male podjedinice ribosoma te nastanka kompleksa
MRNA, ribosoma i inicijacijske tRNA (slika 2.C). 23S rRNA koja se nalazi u velikoj

podjedinici ribosoma katalizira stvaranje peptidne veze tvore¢i peptidil-transferazni centar
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§ 2. Literaturni pregled 6

ribosoma. U nekom trenutku, na ribosomu mogu istovremeno biti vezane samo dvije nabijene
tRNA. S obzirom da se inicijacijska tRNA smjesta u P mjesto na ribosomu, nova aminoacil-
tRNA veze se na A mjesto ribosoma. Nakon prijenosa fMet s tRNA na rastuci polipeptidni
lanac, deacilirana tRNA se pomi¢e u E mjesto te disocira iz ribosoma bez svoje
aminokiseline. Istovremeno se peptidil-tRNA pomice u P mjesto i proces elongacije se
nastavlja sve do pojave STOP kodona na mRNA, ¢ime kre¢e terminacija sinteze. Faktori
otpustanja prepoznaju STOP kodon te aktiviraju peptidil-transferazu koja hidrolizira vezu
izmedu gotovog polipeptidnog lanca i tRNA. Novonastali polipeptidni lanac tada napusta
ribosom kroz izlazni kanal na 50S podjedinici i prenosi se do odgovaraju¢ih stanica u

organizmu. Opéenito, ribosom moze povezati otprilike 3 do 5 aminokiselina u sekundi.’

Rastudi
protein

Amino acil
mjesto

Smijer kretanja —»

Slika 3. Prikaz veznih mjesta na ribosomu tijekom faze elongacije. Peptidil-tRNA nalazi se u
P veznom mjestu, nova aminoacil-tRNA veze se u A mjesta, a slobodna tRNA koja je

otpustila svoju aminokiselinu disocira iz E veznog mjesta.®

2.3. Makrolidni antibiotici

2.3.1. Otkrice i struktura

Makrolidni antibiotici (makrolidi) su spojevi s makrolaktonskim prstenom koji moze imati od
12 do 16 ugljikovih atoma. Prsten moze biti supstituiran hidroksilnim ili alkilnim skupinama

te saharidnim jedinicama, poput desozamina i/ili kladinoze.® Prvi makrolid pikromicin
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izoliran je 1950. godine iz soja Streptomyces, a prvotno se smatralo da je on samo izomer
metimicina koji u strukturi ima dvanaesteroclani makrolaktonski prsten. Tek su 1957. godine
Brockmann i suradnici uspjeli identificirati njegovu strukturu koju ¢ini Cetrnaestero¢lani

laktonski prsten s vezanim $e¢erom D-desozaminom.*

2.3.2. Eritromicin A i njegovi derivati

Makrolidi se obzirom na svojstva i strukturu mogu podijeliti na Cetiri generacije. Glavni
predstavnik prve generacije makrolidnih antibiotika, ¢etrnaestero¢lani makrolid eritromicin A,
izoliran je iz soja Streptomyces erythreae 1952. godine. Koristio se za lijeenje infekcija
gornjeg respiratornog trakta te infekcija koze i mekog tkiva. Spektar djelovanja eritromicina
ukljucuje Gram-pozitivne bakterije (npr. Streptococcus pneumoniae, Streptococcus pyogenes
i Staphylococcus aureus) kao i atipi¢ne patogene (Mycoplasma pneumoniae, Legionella
pneumophila, Clamidia pneumoniae). Medutim, nuspojave poput gastrointestinalne
intolerancije, lose oralne bioraspolozivosti, kratkog vremena poluzivota te interakcije s
drugim lijekovima, ogranicile su njegovu upotrebu.!-2

Struktura eritromicina prikazana je na slici 4. Okosnicu molekule ¢ini laktonski prsten
koji ima vezana dva monosaharida, kladinozu na polozaju C3 i desozamin na polozaju C5. U
kiseloj sredini zeluca raspada se na neaktivni anhidropoluketal te dalje do spiroketala.
Pretpostavlja se da je poluketal kao meduprodukt odgovoran za Zelucane nuspojave vezane uz

eritromicin.?

Slika 4. Struktura molekule eritromicina A s brojanjem atoma.
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Njegova nestabilnost potaknula je razvoj novih klasa makrolida. Najnestabilniji dijelovi
molekule eritromicina i potencijalna mjesta raspada su keton na polozaju C9, vodik na C8,
hidroksilna skupina na Cé6 te dioli na polozajima C11 i C12. Stoga je uvodenje modifikacija
na navedenim mjestima povecalo stabilnost molekule.?

Prvi derivat eritromicina bio je roksitromicin. Roksitromicin nastaje modifikacijom
ketona na polozaju C9 u oksim. Takva modifikacija povecava stabilnost roksitromicina u

kiselom mediju, ali ne utjede na aktivnost in vitro.?

Slika 5. Strukture derivata eritromicina: a) roksitromicin, b) solitromicin.

Sljedec¢i derivat je klaritromicin (6-O-metileritromicin) koji nastaje alkiliranjem hidroksilne
skupine na polozaju C6. Na taj nacin povecana je stabilnost u kiseloj sredini te sprijec¢ena
degradacija do poluketalnog meduprodukta. Stoga se klaritromicin moze smatrati
predstavnikom prve generacije polusintetskin makrolida. Vec¢a stabilnost u kiseloj sredini
rezultirala je i vecom oralnom bioraspolozivos¢u te manjom Zzelu¢anom intolerancijom.
Posjeduje jednaku ili ¢ak i vecu aktivnost in vitro od eritromicina protiv sli¢nih patogena, a
klini¢ki je dostupan u obliku granula i tableta za oralnu upotrebu.*?

Predstavnik druge generacije makrolida je azitromicin (9-deokso-9a-aza-9a-metil-9a-
homoeritromicin). Predstavnici ove skupine petnaestero¢lanih derivata eritromicina nazivaju
se i azalidi. Azitromicin nastaje adicijom dusSika supstituiranog metilnom skupinom na mjesto
karbonilne skupine na polozaju 9a aglikonskog prstena, odnosno uvodenjem atoma dusika u
aglikonski prsten. Modifikacija u strukturi ¢ini ga stabilnijim u kiselom mediju, pove¢ava mu

vrijeme poluZivota u serumu i prodiranje u tkiva. Spektar djelovanja azitromicina ukljucuje
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Gram-pozitivne i neke Gram-negativne bakterije, §to ga ¢ini uéinkovitijim od samog
eritromicina. Na trzistu je prisutan u obliku tableta razli¢itih doza (250, 500, 600 mg), oralnih
suspenzija ili ga se moze ubrizgavati intravenozno.*

Trecu generaciju makrolida Cine ketolidi, polusintetski derivati eritromicina nastali
uvodenjem keto skupine na polozaj C3. Njihova aktivnost in vitro ukljucuje i Gram-pozitivne
bakterije, poput Streptococcus pneumoniae i Streptococcus pyogenes. Glavni predstavnik ove
generacije je telitromicin. Ketolidi su sintetizirani supstituiranjem a-L-kladinoze keto
skupinom u polozaju 3. Promjena u strukturi ¢ini ih puno stabilnijima u kiseloj okolini.
Telitromicin je sintetiziran ciklizacijom atoma C11-12 tvore¢i tako karbamatni prsten s
dodatnom imidazo-piridilnom skupinom. Taj dio molekule pospjesuje vezanje za bakterijski
ribosom i aktivnost telitromicina in vitro.1

Medutim, zbog izazivanja niza nuspojava, telitromicin je povucen s trziSta. Zbog toga
je doslo i do razvoja Cetvrte generacije makrolidnih antibiotika. Predstavnik ¢etvrte generacije
makrolida je solitromicin koji je strukturno vrlo sli¢an telitromicinu. Unato¢ antibakterijskom
djelovanju, FDA (engl. Food and Drug Administration) jo$ nije odobrila solitromicin kao

lijek zbog moguéih nuspojava.t
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Slika 6. Strukture predstavnika razli¢itih generacija makrolida: a) klaritromicin, b)

azitromicin, c) telitromicin.
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2.3.3. Mehanizam djelovanja makrolida

Makrolidni i ketolidni antibiotici su bakteriostatski reagensi koji svoj antibakterijski u¢inak
postizu reverzibilnim vezanjem na 50S podjedinicu bakterijskog ribosoma. Vezu se na
domenu V 23S ribosomske RNA (rRNA), na ili u blizini peptidil-transferaznog centra, unutar
tunela gdje izlaze novonastali peptidi.?

Tocan mehanizam djelovanja makrolida nije moguce utvrditi, no predlozeno je vise
mogucih mehanizama, ovisno o strukturi makrolida. Objavljena su Cetiri glavna mehanizma
inhibicije sinteze proteina, a to su:

¢ inhibicija elongacije pocetnog peptidnog lanca tijekom rane faze translacije,

poticanje disocijacije peptidil-tRNA s ribosoma,

inhibicija stvaranja peptidne veze te

interferencija sa 50S podjedinicom ribosoma.!2

U prvom od predlozenih mehanizama smatra Se da makrolidi inhibiraju peptidil-
transferaznu aktivnost, odnosno blokiraju elongaciju. Tijekom elongacije dolazi do dodavanja
nove aminokiseline na rastu¢i peptidni lanac, Sto katalizira enzim peptidil-transferaza. Nakon
toga slijedi translokacija rastuceg peptidnog lanca s A na P mjesto. Sesnaestero¢lani makrolidi
su vjerojatno odgovorni za inhibiciju peptidil-transferaze, dok su ¢etrnaestero¢lani makrolidi
odgovorni za blokiranje translokacije.

Tijekom translokacije, uslijed slabljenja veza izmedu ribosoma i peptidilne tRNA,
moze do¢i 1 do disocijacije peptidilne tRNA. To obuhvaca drugi pretpostavljeni mehanizam
djelovanja makrolida - poticanje disocijacije peptidilne tRNA s ribosoma. Dokaz tome je
pojava poveéane koncentracije peptidilne tRNA u prisutnosti makrolida.?

Ketolidi se takoder vezu za 23S rRNA, no za razliku od makrolida njihov je afinitet za
nemetilirane ribosome 10-100 puta veéi, a moguée je i vezanje na metilirane ribosome.S
druge strane, kod makrolida je zabiljezeno isklju¢ivo vezanje na nemetilirane ribosome. Zbog

karbamata u polozajima C11 i C12, ketolidi se vezu na domenu |1 bakterijske rRNA.?
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2.3.4. Bakterijska rezistencija

Zbog svoje visoke efikasnosti i sigurnosti, makrolidi su siroko primjenjivani medu osobama
intolerantnima na penicilin. Medutim, Siroka i nekontrolirana upotreba makrolida povecala je
bakterijsku rezistenciju $to je ogranicilo uc¢inkovitost ovih lijekova. Bakterijska rezistencija na
makrolide uocenaje ve¢ 1956. godine, samo nekoliko godina nakon pocetka klini¢ke uporabe
eritromicina.l?
Postoji pet osnovnih mehanizama aktivne bakterijske rezistencije:

e izbacivanje antibiotika iz stanice (efluks);

o modifikacija 23S RNA kao mete antibiotika;

e deaktivacija makrolidnih antibiotika selektivnim vezanjem i kovalentnom

modifikacijom (glikozilacija, fosforilacija, acetiliranje, otvaranje prstena);
e mechanizam zaStite ribosoma pomocu proteina ABC-F (engl. ATP-binding
cassette F);

e stvaranje biofilmova kao ,,Jlaznih* meta na povrsini bakterijskih stanica.'°
Prvi mehanizam se temelji na tzv. aktivnom efluksu, gdje bakterija smanjuje unutarstani¢nu
koncentraciju antibiotika izbacujuc¢i ga iz stanice pomo¢u membranskih crpki M-, MS-,
aktinomicetnog ili MDR-tipa. Sljede¢i mehanizam uklju¢uje modifikacije ciljnog mjesta 23S
rRNA, A2058. Enzimi odgovorni za taj mehanizam su ERM metiltransferaze. Modifikacija
ukljucuje post-transkripcijsku dimetilaciju domene V i mutacije u domenama Il i V, zbog
Cega je onemoguceno vezanje makrolida na bakterijski receptor. Treéi, ujedno i najrjedi
mehanizam je deaktivacija makrolida kao posljedica djelovanja enzima koji selektivno vezu i
modificiraju  strukturu makrolida. Modifikacija se postize glikozilacijom (mgt
glikoziltransferaze), fosforilacijom (mph A, B i K fosfotransferaze) ili otvaranjem prstena (ere
A i B esteraze).!%'? Sljede¢i mehanizam bakterijske rezistencije temelji se na zastiti ribosoma
pomocu proteina ABC-F (engl. ATP-binding cassette F).13!* Za rezistenciju na makrolide,
ketolide i streptogramin B odgovorna je podvrsta Msr proteina ABC-F koja uklanja lijek iz
tunela za izlazak novonastalih peptida. Posljednji poznati mehanizam predstavlja stvaranje
biofilmova sastavljenih od nakupina mikroorganizama kao ,laznih“ meta na povrSini
bakterijskih stanica, Sto moze rezultirati rezistencijom i na makrolide i na imunoloski odgovor

doma¢ina.1>16

Monika Kapusti¢ Diplomski rad



§ 2. Literaturni pregled 12

2.4. Makrozoni

Pojava bakterijske rezistencije uzrokovala je brojne probleme u primjeni antibiotika i rizike za
ljudsko zdravlje. Stoga se krenulo u dizajniranje novih bioloski aktivnih tvari s poboljSanim
svojstvima i slabijim nuspojavama. Tako su povezivanjem azitromicina i bioaktivnih derivata
tiosemikarbazona pripravljeni novi konjugati makrozoni, aktivni i na rezistentne bakterijske

sojeve.t’

2.4.1. Tiosemikarbazoni

Kod dizajna lijekova velike molekulske mase obi¢no se povezuje vise manjih bioloski
aktivnih molekula. Tako se kod sinteze makrozona kao bo¢ni lanac koriste tiosemikarbazoni
sa Sirokim spektrom bioloske aktivnosti, poput antitumorske, antrivirusne i antimikrobne.
lako su pokazali dobar potencijal za lijeCenje mnogih bolesti, jo§ uvijek su u procesu
istrazivanja i razvoja, a pogotovo se istrazuje njihova antitumorska aktivnost.*8

Opc¢a formula tiosemikarbazona je RiR2C=N-NH—(C=S)-NR3R. Rije¢ je o
organosumporovim spojevima koji pripadaju skupini derivata tiouree. Karakteristi¢an nacin
dobivanja je kondenzacija tiosemikarbazida sa odgovaraju¢im aldehidom ili ketonom. Ovisno
o supstituentima na pocetnom aldehidu ili ketonu, mijenjaju se i svojstva tiosemikarbazona te

moguéi Nacin koordinacije.!’

s S
Ri< )k _NH, R1YN\NL -Rs3
H H rR, 1 M
a b

Slika 7. Opce strukturne formule a) tiosemikarbazida i b) tiosemikarbazona.

S
R S. R
1/\:o + >—<3 — R“j//N‘N)LN’R3 + H0
Rz H,N-NH Ry R, H H

Slika 8. Shematski prikaz dobivanja tiosemikarbazona iz tiosemikarbazida i aldehida/ketona.
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Tiosemikarbazoni mogu djelovati samostalno, kao slobodni ligandi ili biti u stabilnom
kompleksu s metalom. Zbog dobrih donorskih svojstava atoma dusika i sumpora, moze doci
do koordinacije s metalnim kationima ¢ime nastaju stabilni kompleksi. Koordinacija, kao i
koordinacijski potencijal ovise 1 o pocetnim aldehidima ili ketonima, odnosno njihovim
supstituentima. Tiosemikarbazoni ¢ine stabilne komplekse s ve¢inom prijelaznih metala, a
&esto je biologka aktivnost upravo posljedica koordinacije na metalni centar.®

Neke od primjena tiosemikarbazona su spektrofluorimetrijsko odredivanje metalal®,
odredivanje i separacija metala u tragovima u realnim i sintetskim smjesama®® te koristenje

tiosemikarbazona kao kemijskih senzora.®

2.4.2. Interakcije makrozona i ribosoma

Vezanje i interakcije makrozona s ribosomom sli¢ne su kao i kod makrolida, samo S§to se
makrozoni vezu na 23S RNA s viSe strana. Makrolaktonski prsten veze se na isti na¢in kao i
kod makrolida, no prisutne su i dodatne van der Waalsove interakcije i vodikove veze.
Dodatne vodikove veze ostvaruju se izmedu tiosemikarbazonskog lanca i nukleotida G2505,
U2584, U2506, C2610 i A2503, a samim time povecavaju potencijal vezanja na ribosom u

odnosu na eritromicin.

2.5. Spektofluorimetrijske metode

2.5.1. Fluorescencija

Spektrofluorimetrijske metode temelje se na procesu fluorescencije kojim se molekula
pobudena apsorpcijom zracenja vra¢a u osnovno stanje uz emisiju zracenja vece valne duljine
od pobudnog zracenja. Proces fluorescencije se moze prikazati pomocu dijagrama Jablonskog
(slika 9). Osnovno i pobudeno elektronsko stanje oznaceni su kao So i Sy, a svako elektronsko
stanje ¢ine osnovno i pobudena vibracijska stanja. Prijelazi izmedu razlicitih stanja prikazani
su vertikalnim linijama, i usmjereni ovisno radi li se o apsorpciji (strelica gore) ili emisiji
(strelica dolje). Tijekom apsorpcije fluorofor se pobudi u neko od visih vibracijskih stanja
pobudenog elektronskog stanja (S1), nakon ¢ega dolazi do unutarnje konverzije. Rije¢ je o

brzoj relaksaciji (1072 s) molekule u osnovno vibracijsko stanje elektronskog stanja Si §to je

Monika Kapusti¢ Diplomski rad



§ 2. Literaturni pregled 14

neradijativan proces, bez emisije fotona. U singletnom pobudenom elektronskom stanju (S1),
elektron suprotne orijentacije je u pobudenoj orbitali sparen s elektronom u orbitali osnovnog
elektronskog stanja. Prijelaz iz pobudenog elektronskog u osnovno elektronsko stanje je
spinski dopusten uz emisiju fotona. Proces je brz te traje svega ~ 10 ns, a sama emisija obi¢no
iznosi priblizno 108 s, Fluorescencijski spektar se prikazuje kao emisijski spektar u kojem

intenzitet i valna duljina ovise o kemijskoj strukturi fluorofora i koristenom otapalu.?%%

osnovno singletno stanje tripletno pobudeno stanje

J 6 = unutarnja vibracijska
s, 1T ? - /kkon\'eﬁija s rclrafsacija
z ’,r" . ‘ - krizanje medu
- 4‘(7,”, - S ’/ sustavima
s, { ! e
T
5 I il
o
unutarnja I ' ' I 1
apsorpeija fluorescencija i vanjska fosforescencija
kon\erzn_]a i | ! |
H '|
A._T ‘-__L. e 4|,
T x \lbr':uuska
So 1111 2 relaksacija it
11|
osnovno ; l l T 17 ‘;/ t \i
stanje A2 X A3

Slika 9. Dijagram Jablonskog.?°

lako sve molekule Kkoje apsorbiraju zraenje mogu fluorescirati, vecina ih ne
fluorescira jer njihova struktura omogucuje relaksaciju bez otpustanja zraenja brzu od
fluorescencijske emisije. Stoga najveci intenzitet fluorescencije imaju aromatski spojevi krute
strukture. Kod bioloskih makromolekula, fluorescenciji najvise doprinose aromatski boc¢ni
lanci aminokiselina i nukleotidi.?*?® Spektrofluorimetrijske metode odlikuju se 10-1000 puta
ve¢om osjetljivos¢u od apsorpcijskih metoda. S obzirom da se fluorescentna vrsta odreduje
pomoc¢u dva parametra, valne duljine pobude i valne duljine emisije, znatno je veca i
selektivnost. Odabirom valne duljine pobude, razli¢iti spojevi u uzorku se mogu odredivati

zasebno.
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2.5.2. Primjena fluorescencijske spektroskopije

Da bi se odredila i poboljsala bioaktivnost makrolida potrebno je identificirati aktivno mjesto
makrolida te nacin i mjesto vezanja na ribosom. Fluorescencijska spektroskopija brza je i
jednostavna metoda za odredivanje mjesta i konstante vezanja makrolida te procjenu utjecaja
vezanja na strukturu i bioloSku funkciju molekule lijeka. Priprema uzoraka podrazumijeva
oznacavanje molekule lijeka ili ribosoma fluoresceiraju¢im spojem. Neki od fluoresceirajucih
supstituenata su BODIPY i NBD te oni veéi, poput rodamina i fluoresceina. Primjena velikih
supstituenata ograni¢ena je zbog smanjenja afiniteta vezanja lijeka te je stoga upotreba manjih
supstituenata raSirenija. Nedostatak ove metode predstavlja zahtjevnost procesa selektivnog

oznaéavanja fluoroforom, ali i moguéi utjecaj na biolosku aktivnost i na¢in vezanja lijeka.?*?°

2.5.3. Spektrofluorimetrija uz kompetitor

Mnoge molekule nemaju sposobnost fluorescencije ili im je spektroskopski odziv slab pa se
za takve spojeve koriste fluorescirajuc¢i spojevi kao kompetitori. Fluorimetrijska analiza s
kompetitorom (engl. indicator displacement assay, IDA) je metoda koja se temelji na
reverzibilnom vezanju fluorescirajuceg indikatora na molekulu domacina, odnosno receptor.
Kada se u sustavu pojavi molekula analita, dolazi do zamjene molekule indikatora molekulom
analita, odnosno vezanja analita na domacina. Rezultat vezanja je promjena u optickom
signalu koja se moze pratiti spektrofotometrijskiili fluorimetrijski.

Kao indikatori se obi¢no koriste kolorimetrijske ili fluorescentne vrste kojima je poznat
pobudni i emisijski profil. Da bi metoda bila uspjeSna, potrebno je poznavati svojstva
indikatora kao S§to su naboj, hidrofobnost, veli¢ina, kako bi se postiglo komplementarno
vezanje za molekulu domacina. Pritom je vazno i da Zeljeni analit ima veci afinitet vezanja za
domacina pri nekoj koncentraciji od samog indikatora, tako da mozZe do¢i do uspjeSne

zamjene i promjene intenziteta fluorescencije.?8:?’
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receptor-indikator receptor-analit slobodan indikator

Slika 10. Shematski prikaz fluorimetrijske analize s kompetitorom (IDA). Dodatkom analita

dolazi do njegovog vezanja na receptor i otpustanja slobodnog indikatora.?’

Brandt-Rauf i suradnici izveli su kompeticijske eksperimente u kojima su koristili
fluorescentno obiljezen eritromicin kao kompetitor (F-eri) u svrhu odredivanja vezanja
eritromicina i njegovih derivata na ribosom. Na taj na¢in uodili su da se derivati eritromicina
mogu podijeliti u dvije skupine. Prvu skupinu spojeva ¢ine derivati koji mogu u potpunosti
istisnuti kompetitor iz veznog mjesta ribosoma i vratiti intenzitet fluorescencije na pocetnu
vrijednost. Kod takvih spojeva nedvojbeno se moze odrediti konstanta vezanja na ribosom.
Druga skupina spojeva predstavlja derivate koji ne mogu u potpunosti istisnuti F-eritromicin
iz kompleksa F-eritromicin-ribosom. Kod takvih spojeva intenzitet fluorescencije ne vraéa se
na pocetnu vrijednost i konstanta vezanja moze se odrediti sa znatno manjom sigurnoséu. Na
kraju su zakljucili da stupanj kompeticije spojeva s F-eritromicinom na ribosomu moze

ukazivati na njihovu sposobnost interakcije s veznim mjestom za eritromicin na ribosomu.?

2.5.4. Gasenje flourescencije

Gasenje flourescencije zajednic¢ki je naziv za sve procese u kojima dolazi do smanjenja
intenziteta fluorescencije u uzorku. Moze biti posljedica raznih molekulskih interakcija, poput
reakcija u pobudenom stanju, pregradivanja, formiranja kompleksa u osnovnom stanju i
kolizijskog gasenja. Dinamicko (kolizijsko) i staticko gaSenje podrazumijevaju interakcije
izmedu fluorofora i reagensa koji uzrokuje gaSenje. Kod dinamickog gasenja dolazi do
difuzije reagensa do fluorofora tijekom vremena poluzivota pobudenog stanja. Kada dode do
kontakta reagensa i fluorofora, fluorofor se vra¢a u osnovno stanje, ali bez emisije fotona.

Drugim rijeCima, ne dolazi do fotokemijske reakcije. Staticko gaSenje podrazumijeva
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interakciju fluorofora i reagensa pri ¢emu nastaje nefluoresceiraju¢i kompleks. Fenomen
gasenja ima Siroku primjenu, a jedna od njih je proucavanje mehanizama biomolekulskih
interakcija. Metodom gaSenja fluorescencije je stoga moguce dobiti informacije o dostupnosti
fluorofora reagensu, njihovu jacinu vezanja te lokalizaciji fluorofora u proteinu ili stani¢noj
membrani.?®3°

Gasenje je opisano Stern-Volmerovom jednadzbom:
Fo
F =1+ KSV[Q] =1+ quO[Q]

kq = Ko /7o

gdje Fo i F predstavljaju intenzitet fluorescencije fluorofora prije i nakon dodatka reagensa.
Ksv je Stern-Volmerova konstanta gasenja, kg je bimolekularna kontanta gaSenja, a [Q]
predstavlja koncentraciju reagensa. Pristupac¢nost reagensa fluoroforu opisana je
bimolekularnom konstantom kq. Ukoliko se radi o dinami¢kom gaSenju, vrijednosti Kq ne bi
trebale prelaziti vrijednost 2-10%° L mol s, a vrijednost ve¢a od navedene sugerira na vezne
interakcije izmedu reagensa i fluorofora.®

Wani i suradnici proveli su fluorimetrijska mjerenja kako bi odredili interakcije
vezanja antibiotika kolhicina i azitromicina na protein BSA. Odredili su da vezanjem
kolhicina na BSA dolazi do gaSenja fluorescencije, dok azitromicin nije izazvao gasenje.
Zakljucili da veca koncentracija kolhicina potice jace gaSenje. Za interakcije kolhicina i BSA
dobivena je vrijednost kg veéa od 2-10° L mol? s $to ukazuje na formiranje kompleksa
izmedu antibiotika i BSA, dok kod azitromicina nije doslo do interakcija. Konstanta Ksy
pomaze kod odredivanja mehanizma gaSenja u interakciji proteina s ligandom. Za kompleks
BSA-kolhicin odredeno je da se radi o statiCkom gaSenju. Medutim, pri vi§im temperaturama,

vrijednosti Ksy su se smanjile to ukazuje na nastanak nestabilnog kompleksa.®!

2.6. Ostale metode za odredivanje strukture i interakcija makrolida

Dizajn novih i ucinkovitih makrolida aktivnih na rezistentne bakterijske sojeve jedan je od
najvecih izazova suvremene medicinske kemije. Za planiranje dizajna potrebno je poznavati
cjelokupni bioloski profil makrolida koji podrazumijeva interakcije makrolida s bioloskim
metama. Za takav pristup potrebno je optimirati farmakokinetic¢ki profil bioaktivnih spojeva

povecanjem njihove topljivosti, bioraspolozivosti, raspodjele i ekskrecije. Stoga toc¢no
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odredivanje mjesta vezanja i mehanizma djelovanja moze pomo¢i u poboljsanju fizikalno-

kemijskih svojstava potencijalnih lijekova.?

2.6.1. Interakcije s bioloskim metama

Bioloski aktivni makrolidi vezu se na bakterijski ribosom, a mehanizam vezanja ovisi 0
strukturi makrolida i vrsti bakterije. Za razumijevanje mehanizma djelovanja makrolida
potrebno je odrediti nacine interakcija makrolida i njihovih derivata s ribosomom te je vazno
odrediti konformaciju molekula lijeka u otopini. Ve¢ dugi niz godina vecina istraZivanja
usmjerena je prema analizi kompleksa makrolida i ribosoma.

Najvise koriSten pristup obuhvaca metode spektroskopije NMR i molekularnog
modeliranja ¢ime se proucavaju konformacijske promjene slobodnih i vezanih makrolida.
Poznato je da makrolaktonski prsten u otopini moze postojati u dvije konformacije, uvrnutoj
(engl. folded-in) ili izvrnutoj (engl. folded-out), ovisno o medusobnom polozaju skupina u
prstenu.’> Kod uvrnute konformacije mogu se uo¢iti bliski kontakti izmedu atoma H3 i H11
(C3 i C11) te metilne skupine u polozaju 6 s atomima H4 i C4. S druge strane, izvrnutu
konformaciju karakterizira bliski kontakt atoma u polozaju 4 s atomima H11 1 C11, dok se H5
i C5 nalaze u blizini metilne skupine u polozaju 6.3+

Eksperimentalni uvjeti, poput temperature i polarnosti otapala, utje€u na postotak
zastupljenosti pojedinog konformera.l” Kod petnaestero¢lanih makrolida uocena je i treéa
moguc¢a konformacija, 3-endo-folded-out, koja ujedinjuje strukturne znacajke obiju
konformacija.®

Najcesce koristene tehnike NMR temelje se na NOE prijenosu magnetizacije, a to su
tehnika razlike prijenosa zasicenja (engl. saturation transfer difference, STD) i spektroskopija
prijenosnog nuklearnog Overhauserovog efekta (engl. transfered nuclear Overhauser effect
spectroscopy, trNOESY). Tehnika STD Koristi se za identifikaciju veznih epitopa liganda, a
trNOESY omogucava detaljno odredivanje slobodnih i vezanih konformacija liganda. Obje
tehnike su brze i robusne te daju informacije o molekulskoj strukturi i interakcijama s

bakterijskim ribosomom. 1’32
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2.6.2. Interakcije makrolida s proteinima iz plazme

Bioraspolozivost je jedno od najvaznijih fizikalno-kemijskih svojstava lijekova. S obzirom da
bioraspolozivost ovisi o na¢inu vezanja lijeka na proteine iz plazme, ovo svojstvo se moze
procijeniti iz podataka o interakcijama antibiotika i albumina. Albumini su vazni transportni
proteini na koje se reverzibilno vezu molekule makrolida. Zbog svoje homologne strukture,
albumin iz govedeg seruma (engl. bovine serum albumin, BSA) naj¢esce je koriSteni modelni
protein za prou¢avanje interakcija s ligandima koji se prenose kroz plazmu.3233

Novak i suradnici koristili su tehniku STD NMR za istraZivanje interakcija makrolida
s BSA.® U svom istrazivanju odredili su vezne epitope za azitromicin, oleandomicin i
telitromicin. Ustanovili su da azitromicin i oleandomicin pokazuju sli¢an nain vezanja i
vezni epitopi, dok je za telitromicin ustanovljen razli¢it nacin vezanja. Razlika u vezanju
vjerojatno proizlazi iz strukture prouc¢avanih makrolida. Protoni desozamina u azitromicinu i

oleandomicinu u bliskom su kontaktu s albuminom, dok su kod telitromicina neSto udaljeniji.

2.6.3. Cirkularni dikroizam

Cirkularni dikroizam (CD) je vrsta asporpcijske spektroskopije kod koje se mjeri razlika u
apsorbiraju jedan smjer cirkularno polariziranog zracenja. Najrasirenija primjena ove metode
je odredivanje strukture proteina i DNA. Peptidne veze u proteinima su optic¢ki aktivne pa se
stoga elipti¢nost koju uzrokuju mijenja ovisno o lokalnim konformacijama molekule. Moguce
je proucavati i konformacijske promjene U RNA koje se dogadaju vezanjem molekula
antibiotika. Nadalje, proteini koji sadrze metale mogu biti vidljivi u spektru CD. U kiralnom
okruzenju, polarizirano vidljivo zraenje pobuduje d-d prijelaze u metalima, dok ga slobodni
ioni u otopini ne apsorbiraju, $to omogucuje odredivanje ovisnosti 0 pH i stehiometriju
vezanja metala.®®

Adler i suradnici Kkoristili su metodu CD za pracenje promjena u strukturi ribosoma
nastalih uslijed termicke denaturacije i uklanjanja metala, te renaturacije hladenjem i
dodatkom metala. Primjenom metode CD dobili su informacije o odnosu izmedu sli¢nih
kromofora unutar konglomerata ribosoma te su dobili uvid u rast Cestica tijekom talozenja. Uz

to, dobivene su i informacije o malim lokalnim promjenama u strukturi RNA. Utvrdeno je da
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promjene u koncentraciji iona magnezija utjeu na spektar CD S§to moze ukazivati na

promjene konformacije rRNA kao posljedicu promjene okoline.3°4
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§ 3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Materijali i metode

Sve otopine pripravljene su u kakodilatnom puferu ionske jakosti | = 0,05 mol L™, pH = 7.
Pufer je pripravljen iz otopine A koja je sadrzavala 138 mg kakodilne (dimetilarsinske)
kiseline u 5 mL redestilirane vode. Zatim je uzet alikvot od 250 uL otopine A i dodan je 1 mL
redestilirane vode. Vrijednost pH otopine podesena je na 7,00 uz dodatak otopine natrijeva
hidroksida te je tikvica nadopunjena redestiliranom vodom do 10 mL. Parametri kalibracije

pH metra navedeni su u tablici 1.

Tablica 1. Parametri kalibracije pH metra izvedeni pri 25 °C.

pH EMF/ mV
4,01 184,4
7,00 9,0
10,01 -154,8

Provedena su fluorimetrijska, UV-Vis i CD mjerenja. Za eksperimente su koristene
ishodne otopine makrozona 1 (Co = 4,96-107% mol L), 2 (co = 5,38:10~2 mol L™) i 9a-NBD-
azi (Co = 1,49-107 mol L) u DMSO. Koristene su i otopine BSA (Co= 1,00:10~2 mol L),
70S ribosoma iz bakterije Escherichia coli (co = 7,40 pmol mL™) te receptori ctDNA (engl.
calf thymus DNA, ¢, = 2,21-:10° mol L™1) i pApU (poli adenin-poli uracil RNA, koncentracije
2,93-:10° mol L ™).

3.1.1. Mijerenja UV-Vis

Mijerenja UV-Vis provedena su na spektrofotometru Varian Cary 100 Bio u kvarcnoj kiveti s
optickim putem od 1,00 cm.

Prvi korak bio je snimanje slijepe probe, kakodilatnog pufera (I = 0,05 mol L, pH =
7). Otopine makrozona 1 pripravljene su razrjedivanjem ishodne otopine kakodilatnim
puferom sljede¢ih koncentracija: 4,96-107%; 9,92-107°; 1,48-107° i 1,98-10° mol L. Na isti
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naéin pripravljene su i otopine koncentracija 5,38-107;1,08-10°;1,61-10°1i 2,15:10° mol L
za makrozon 2. Podaci su obradeni i izraCunat je molarni apsorpcijski koeficijent.

U svrhu odredivanja temperature mekSanja CtDNA, promjena apsorbancije kao
funkcija temperature pracena je pri 260 nm u temperaturnom raponu od 25 do 95 °C.
Snimljeni su spektri &iste otopine ctDNA (¢ = 2,21-10°° mol L) u kakodilatnom puferui
otopine ctDNA u koju je dodan makrozon 1 (Co = 4,96-10° mol L%). Isti postupak ponovljen
je i za makrozon 2 (co= 5,38-102 mol L™?). Svako mjerenje ponovljeno je dva puta.

Isti je eksperiment proveden i za odredivanje temperature mekSanja RNA, odnosno
pApU. Otopina polinukleotida pApU (c = 5,00-10~ mol L) pripravljena je u kakodilatnom
puferu te su snimljeni apsorpcijski spektri otopine i Cistog pufera. Zatim je otopini dodan
makrozon 1 (Co = 4,96-107 mol L™) i snimljen je spektar dobivene smjese. Isto je ponovljeno
za makrozon 2 (c = 5,38:103 mol L™Y).

Derivacijom temperature u tocki infleksije, iz grafickog prikaza ovisnosti promjene
apsorbancije o temperaturi, dobivena je temperatura meksanja. Vrijednosti Atm dobivene su
oduzimanjem vrijednosti tm slobodne nukleinske Kkiseline od vrijednosti tm kompleksa
nukleinske kiseline s makrozonom. Sva mjerenja provedena su dva puta te je stoga vrijednost
Atm srednja vrijednost dvaju mjerenja.

Spektri UV-Vis snimljeni su i radi odredivanja molarnog apsorpcijskog koeficijenta
spoja 3 u kakodilatnom puferu. Mjerenja su provedena na spektrofotometru Agilent Cary 60 u
kvarcnoj kiveti s opti¢kim putem od 1,00 cm. Apsorpcijski spektri snimani su u rasponu
valnih duljina od 240 do 500 nm. Maksimalna apsorbancija izmjerena je pri 320 nm. Najprije
je snimljen spektar bazne linije, odnosno kakodilatnog pufera (I = 0,05 mol L, pH = 7).
Nakon toga dodana je otopina makrozona 3 (Co = 1,706-10~ mol L™?), tako da su konacne
koncentracije iznosile 1,00-10°i 2,00-10° mol L. Podaci su obradeni i izracunat je molarni
apsorpcijski koeficijent.

Apsorpcijski spektar snimljen je i za otopinu kompleksa 9a-NBD-azitromicina sa
spojem 3, na istom intrumentu i pri istim uvjetima mjerenja. Prvo je snimljen spektar
kakodilatnog pufera (I = 0,05 mol L™, pH = 7), a zatim je dodana otopina kompleksa 9a-
NBD-azi sa spojem 3 koncentracije 2,10-10~ mol L. Zbog prejake apsorpcije, otopina je

razrijedena do koncentracije 1,12-107* mol L.
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3.1.2. Fluorimetrijska mjerenja

Fluorimetrijska mjerenja izvedena su na spektrofluorimetrima Edinburgh Instruments FS5 i
Varian Cary Eclipse pri sobnoj temperaturi u kvarcnoj Kiveti s optickim putem od 1,00 cm.

Za proucavanje interakcija makrozona s BSA provedeni su titracijski eksperimenti
BSA s makrozonima 2 i 3. Fluorescencijski spektri snimani su u rasponu valnih duljina od
320 do 400 nm uz valnu duljinu pobude pri 280 nm. Maksimalan intenzitet emisije izmjeren
je pri valnoj duljini od 320 nm. Sirina pobudne pukotine iznosila je 5 nm, a emisijske 10 nm.

Prije dodatka uzorka, snimljeni su spektri slijepe probe, odnosno ¢istog kakodilatnog
pufera te spektar BSA (5,00-107 mol L!) prije dodatka makrozona. Nakon toga uslijedila je
titracija proteina s makrozonom uz vrijeme inkubacije od 1 min kako bi se postigla ravnoteza
u reakcijskoj smjesi. Titracija makrozonom izvodila se do izostanka vidljive promjene
relativnog intenziteta fluorescencije. Podaci su zatim multivarijatno analizirani u programu
HypSpec 2014 kako bi se izracunala konstanta vezanja uz koriStenje metodologije IDA.

U svrhu odredivanja vezanja ribosoma na fluorescentni derivat azitromicina, te kasniju
mogucnost usporedbe vezanjem na makrozon, proveden je titracijski eksperiment spoja 9a-
NBD-azi sa ribosomom. Fluorescencijski spektri snimani su u rasponu valnih duljina od 500
do 700 nm uz pobudu pri 475 nm. Maksimalan intenzitet emisije izmjeren je pri 535 nm.
Sirina pobudne pukotine iznosila je 5 nm, a emisijske pukotine 10 nm.

Za proucavanje interakcija makrozona 1 s ribosomom iz bakterije E. coli provedeni su
kompeticijski eksperimenti u kojima je koriSten fluorescentni derivat azitromicina, 9a-NBD-
azi. Fluorescencijski spektri snimani su u rasponu valnih duljina od 485 do 700 nm s valnom
duljinom maksimalne pobude pri 475 nm, a maksimalni intenzitet emisije izmjeren je pri 535
nm. Sirina pobudne pukotine iznosila je 5 nm, a emisijske 10 nm.

Pripravljena je ishodna otopina spoja 9a-NBD-azi u DMSO mnozinske koncentracije
5,31-:10~2 mol L. Ishodna otopina je zatim razrijedena kakodilatnim puferom (I = 0,05 mol
L, pH = 7) do koncentracije 1,00-10° mol L. Koncentracije ishodnih otopina makrozona
1-3 u DMSO bile su 4,96-103, 5,38-103, odnosno 1,71-:10 mol L. Nakon snimanja bazne
linije, uslijedila je titracija 9a-NBD-azi spoja s ribosomom iz bakterije E. coli, koncentracije
15,3:10° mol L1 Titracija se izvodila do zasi¢enja, odnosno do promjene relativnog
intenziteta fluorescencije za viSe od 10%. Tada se u istu otopinu pocela dodavati otopina

makrozona te se ponovno pratila promjena relativnog intenziteta fluorescencije. Za svaki
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dodatak ribosoma ili makrozona u reakcijsku smjesu, inkubacija je trajala 1 min radi
postizanja ravnoteze u reakcijskoj smjesi. Dobiveni tablicni podaci su multivarijatno
analizirani u programu HypSpec 2014 za izracun konstante vezanja koriste¢i metodologiju
IDA.

Za spoj 3 snimani su i fluorescencijski spektri bez dodatka ribosoma. Uvjeti mjerenja
bili su isti kao i kod kompeticijskih eksperimenata za isti spoj. Prvo se snimio spektar slijepe
probe, a zatim spektar 9a-NBD-azitromicina (co= 1,00-10°® mol L™). Nakon toga uslijedila je
titracija otopine 9a-NBD-azitromicina makrozonom 3. Titracija se provodila do zasi¢enja,
odnosno do kada vise nije dolazilo do znacajne promjene intenziteta fluorescencije. Dobiveni
podaci su multivarijatno analizirani u programu HypSpec 2014 za izracun konstante vezanja

koriste¢i metodologiju IDA.

3.1.3. Cirkularni dikroizam

Eksperimenti CD provedeni su na JASCO J-815 CD spektrometru pri sobnoj temperaturi u
kiveti s duljinom opti¢kog puta od 1,00 cm. Spektri su snimani u rasponu valnih duljina od
220 do 400 nm. Brzina snimanja iznosila je 200 nm min, a osjetljivost je podesena na 5
mdeg. Prvo je snimljena slijepa proba, odnosno spektar kakodilathog pufera. Uslijedilo je
snimanje makrozona 1 (c = 1,97-10° i 5,00-10° mol L) i 2 (c = 1,98-107%,3,95-107° i
5,00-10°° mol L) te titracijski eksperimenti s DNA, RNA, BSA i ribosomom.
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§ 4. REZULTATI | RASPRAVA

Kljucan korak u pronalasku novih antibiotika aktivnih na rezistentne bakterijske sojeve je
razumijevanje nacina interakcija makrolida s bioloskim metama.** Cilj ovog rada bio je
odrediti konstante vezanja nekoliko 4"-aril-makrozona na njihove bioloske mete, uz naglasak
na interakcije s ribosomom iz bakterije E. coli. Ostale bioloske mete obuhvac¢ene ovim radom
su ctDNA, RNA (pApU) i protein BSA. Za istrazivanja su odabrani 4"-piridin-3-il- (1), 4"-(4-
trifluormetoksifenil)- (2) te 4"-benzil- (3) makrozoni, ¢ije su strukture prikazane na slici 11.
Razlog odabira navedenih makrozona je postojanje viSe aromatskih skupina u strukturi, $to
moze rezultirati promjenom apsorbancije ili intenziteta fluorescencije uslijed interakcije s
drugom molekulom ili bioloskom metom. Odabrani makrozoni odlikuju se aktivnoséu na E.
coli. Problem koji se javio u vezi makrozona 1-3 je slaba topljivost u vodi koja ograniava
mogucée nacine istrazivanja, tako da su za ovo istrazivanje otopine makrozona pripravljene
otapanjem u DMSO, a kasnije su razrjedene kakodilatnim puferom (I = 0,05 mol L3, pH = 7).
Za navedena istrazivanja primijenjene su spektrofotometrijske, spektrofluorimetrijske i CD

metode.
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Slika 11. Strukture analiziranih makrozona s brojanjem atoma: 1) 4"-piridin-3-il- makrozon,

2) 4"-(4-trifluormetoksifenil)- makrozon, 3) 4"-benzil- makrozon.
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4.1. Spektrofotometrijska mjerenja

Preeliminarna istrazivanja obuhvatila su spektrofotometrijska mjerenja kako bi se odredila
valna duljina maksimalne apsorpcije i vrijednosti molarne apsorptivnosti (slika 12). Pri valnoj
duljini maksimalne apsorpcije od 325 nm u podruéju koncentracija 5-10°— 2-10° mol L7,
apsorbancija otopine makrozona porasla je proporcionalno koncentraciji sto je pokazalo da pri
eksperimentalnim uvjetima proucavani spojevi ne agregiraju.** Apsorpcijski maksimum i

odgovaraju¢i molarni apsorpcijski koeficijenti (¢) dani su u tablici 2.

2.0 I
¢ (2) / pmol L
—5.38
—10.1
15 —16.1
—215
[%2]
o}
< 10
0.5
0.0
200 250 300 350 400

Alnm

Slika 12. Spektar UV-Visotopine makrozona2. Ovisnost apsorbancije o koncentraciji

makrozona u kakodilatnom puferu (I = 0,05 mol L™, pH = 7).

Tablica 2. Vrijednosti molarnih apsorpcijskih koeficijenata makrozona 1-3 (Amaks = 325 nm).

Spoj ¢/ L mol*cm
1 29 496,05
2 29 711,55
3 34 353,00
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Poznato je da pojedini heterociklicki ljekovi mogu stupiti u interakciju s bakterijskom
DNA i RNA. Rezultat interakcija je blokiranje replikacije i transkripcije DNA ili ometanje
enzima za obradu DNA odgovornih za antibakterijsko djelovanje. Temperatura mekSanja
moze pruziti informacije o stabilizaciji polinukleotida u prisutnosti lijeka.** Za odredivanje
temperature meksanja polinukleotida ctDNA i RNA (pApU), odnosno disocijacije dvostruke
zavojnice te utjecaja dodatka makrozona na temperaturu meksanja, snimljeni su spektri UV-
Vis. Promjena apsorbancije kao funkcija temperature mjerena je pri 260 nm u temperaturnom
rasponu 25-95 °C. Graficki prikaz ovisnosti promjene apsorbancije o promjeni temperature
prikazan je na slici 13. Temperatura mekSanja dobivena je derivacijom temperature u tocki
infleksije. Oduzimanjem temperatura meksanja slobodne nukleinske kiseline i kompleksa
nukleinske kiseline s makrozonom izracunate su vrijednosti Atm. S obzirom da su mjerenja

izvedena dva puta, vrijednost Atm odredena je kao srednja vrijednost dvaju mjerenja.

(a) 0

0.008 —— pApU
0.007
0.006 -

0.005

Abs
Abs

0.004 -

0.003

0.002

0.001

0.000 A

40 45 50 55 60
t/(°C)

Slika 13. (a) Apsorpcijski spektar polinukleotida ctDNA u ovisnosti o temperaturi (60-95 °C)
bez dodatka makrozona i s dodacima makrozona 1 i 2 (Co(ctDNA) = 2,21-10° mol L™, co(1)
=4,96-10° mol L™, co(2) = 5,38-10~° mol L) za omjer r ([makrozon] / [polinukleotid]) =
0,3; (b) apsorpcijski spektar polinukleotida pApU u ovisnosti o temperaturi bez dodatka
makrozona i s dodacima makrozona 1 i 2 (Co (pPApU) =5,00-10° mol L2, ¢, (1) = 4,96:-1073
mol L™, ¢, (2) = 5,38-107 mol L) za omjer r ([makrozon] / [polinukleotid]) = 0,3.
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Za polinukleotid ctDNA dobivena je vrijednost temperature meksanja 80,1 °C. Iz grafa na
slici 13.a moze se uociti da je dodatkom makrozona 2 doslo do blagog pomaka temperature
mekSanja na 81,1 °C, dok dodatkom makrozona 1 nije doSlo do nikakve promjene. Izracunata
vrijednost Atm za makrozon 2 stoga iznosi 1 °C. Za polinukleotid pApU odredena je
vrijednost temperature meksanja 52,1 °C, a dodatkom makrozona nije doslo do znacajnije
promjene iz ¢ega bi se moglo zakljuciti da dodatak makrozona ne utjece na stabilizaciju RNA
zavojnice. Medutim, iz slike 14.b za makrozon 2 vidi se blagi porast apsorbancije na otprilike

80 °C sto bi moglo upucivati na ponovnu stabilizaciju pri toj temperaturi.
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Slika 14. (a)) Krivulje taljenja ctDNA (Co (CtDNA) = 2,21-10-% mol L) uslijed dodatka
spojeva 1i2 (o (1)=4,96-10°mol L™, ¢, (2) =5,38-107 mol L™) u omjeru r ([makrozon]
/ [polinukleotid]) = 0,3 u kakodilatnom puferu (I = 0,05 mol L, pH = 7) pri temperaturama
25-95 °C, (b) krivulje taljenja pApU (Co (pApU) = 5,00-102 mol L) uslijed dodatka spojeva
1i2 (Cco(1)=4,96-10"°mol L, co (2) =5,38-10~° mol L) za omjer r ([makrozon] /
[polinukleotid]) = 0,3 u kakodilatnom puferu (I = 0,05 mol L™, pH = 7) u temperaturnom
rasponu 25-95 °C.

4.2. Fluorimetrijska mjerenja

Cilj rada bio je istraziti vezanje makrozona na BSA i ribosom, §to zbog slabe topljivosti 1-3 u
vodenom mediju nije bilo moguce provesti spektroskopijom NMR. Stoga je u ovom slu¢aju

koriStena osjetljivija metoda, spektrofluorimetrijska analiza.
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4.2.1. Interakcije makrozona s BSA

Najprije su istrazivane interakcije makrozona s proteinom BSA. Mjerenja su izvedena pri Aeksc
= 280 nm $to je dovoljno odmaknuto od podrucja apsorpcije okosnice BSA. Eksperimenti su
provedeni titracijom otopine BSA-9a-NBD-azi uz dodatak makrozona 2 i 3 pri ¢emu se pratila
promjena fluorescencije (slike 15 i 16). Tijekom titracije doslo je do gasenja fluorescencije, a
vidljiv je i crveni (batokromni) pomak u emisijskom spektru, odnosno pomak valne duljine
maksimalne emisije prema veéim vrijednostima $to ukazuje na formiranje kompleksa izmedu
makrozona i BSA. Nelinearnom regresijom vrijednosti relativnih intenziteta fluorescencije pri
345 nm u ovisnosti 0 koncentraciji makrozona izraunata je konstanta vezanja makrozona na

BSA za nastanak kompleksa stehiometrije 1:1 (tablica 3).
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Slika 15. (a) Fluorescencijski spektar titracije BSA (Co= 5,00-10~" mol L) s makrozonom 2

(Co=2,00-10"3 mol L) pri deksc = 280 nm, (b) ovisnost intenziteta fluorescencije pri Amaks =

345 nm o mnozinskoj koncenctraciji makrozona 2 u kakodilatnom puferu (I = 0,05 mol L,
pH = 7) pri 25 °C; nelinearna regresija titracijskih podataka za nastanak kompleksa

stehiometrije 1:1 prikazana je crvenom linijom.
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Slika 16. (a) Fluorescencijski spektar titracije BSA (co= 5,00-10" mol L) s makrozonom 3

(Co=1,706-10"2 mol L) pri deksc = 280 nm, (b) ovisnost intenziteta fluorescencije pri Amaks=

345 nm o mnozinskoj koncenctraciji makrozona 3 u kakodilatnom puferu (I = 0,05 mol L1,
pH =7) pri 25 °C; nelinearna regresija titracijskih podataka za nastanak kompleksa

stehiometrije 1:1 prikazana je crvenom linijom.

Analiza fluorimetrijskih podataka izvedena je univarijatno i multivarijatno. Univarijatna
analiza podrazumijeva odredivanje konstante iz titracijskih krivulja pri odredenoj valnoj
duljini, dok se multivarijatnim metodama analizira cijelo podrucje spektra.

Vrijednosti konstante disocijacije izraCunate univarijatno i multivarijatno pomocu programa
HypSpec 2014 za sustave makrozon-BSA prikazane suu tablici 3. Unutar programa HypSpec
2014 moguce je koristenje razli¢itih modela (AB, AB2) s razli¢itim stehiometrijama vezanja
liganda (B) na receptor (A) te model (ABC) za kompetitivni sustav s kompetitorom (C). Za
interakcije unutar sustava makrozon-BSA najbolji rezultati dobiveni su za model AB s
konstantom stabilnosti Ks. Dobivena konstanta vezanja makrozona 2 na BSA iznosila je Ks =
9,19-10* L mol™ (log K = 4,96), $to odgovara konstanti disocijacije 10,9 umol L. Za
makrozon 3 izradunata je konstanta vezanja Ks = 6,07-10* L mol™? (log K = 4,78), sto
odgovara konstanti disocijacije 16,5 umol L. Izratunate konstante vezanja makrozona 2 i 3
na BSA su usporedive, a univarijatnom i multivarijatnom analizom dobiveni su sli¢ni podaci.
Pouzdaniji su ipak rezultati dobiveni multivarijatnom analizom zato Sto se konstanta ne
izraCunava pri samo odredenoj valnoj duljini, nego se analizira cijelo podrucje spektra.
Dobivene vrijednosti pokazuju srednje jako vezanje, a u skladu su s istrazivanjima vezanja

makrolida na BSA iz literature.3!
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Tablica 3. Univarijatna i multivarijatna analiza fluorimetrijskih podataka za titracije BSA s

makrozonima pomocu programa HypSpec 2014.

Univarijatna analiza Multivarijatna analiza
Sustav
log Ks Ks/L mol™? log Ks Ks/L mol™? Sd
2 + BSA 4,75 5,62-10* 4,96 9,19-10* 0,0083
3+ BSA 5,00 1,00-10° 4,78 6,07-10* 0,0093

Pretpostavlja se da do interakcija s BSA dolazi preko desozamina na makrozonu. Uz
to, do interakcija potencijalno dolazi i preko tiosemikarbazonskog bo¢nog lanca $to poveéava
konstantu vezanja. Rezultati se slazu s literaturnim podacima gdje su metodom STD NMR
proudavane interakcije makrolida s BSA, a opisane su i interakcije preko desozamina.®!
Kombinacijom spektrofluorimetrijskih metoda i spektroskopije STD NMR mogucée je dakle

dobiti uvid u stukturu i interakcije derivata makrolida s proteinom BSA.

4.2.2. Interakcije makrozona s ribosomom

Zbog niskih relativnih intenziteta fluorescencije, emisijski spektri otopina makrozona 1-3
nisu se mogli koristiti za analizu interakcija s ribosomom. Ovaj problem bilo je moguce
rijesiti na dva nacina: kovalentnim vezanjem fluorofora na antibiotik ili kompeticijskim
eksperimentima s fluoresciraju¢im ligandom. Budu¢i da se vezanjem fluorofora moze utjecati
na aktivnost i afinitet vezanja makrolida, kompeticijski eksperimenti pokazali su se kao bolje
rjeSenje.?#%® U ovom radu je kao kompetitor koristen fluorescentno obiljezeni derivat
azitromicina,  9-deokso-9a-{3-[(7-nitro-2,1,3-benzoksadiazol-4-il)amino]propil}-9a-aza-9a-
homoeritromicin A (9a-NBD-azi). Navedeni spoj odabran je zbog bioloske aktivnosti i
farmakokinetickih svojstava koja su najsliénija azitromicinu.** Na slici 17 prikazana je
njegova struktura, apsorpcijski spektar i emisijski spektar uz valnu duljinu pobude od 475 nm
(Co=1,00-10"° mol L?).

Monika Kapusti¢ Diplomski rad



4. Rezultati i rasprava 33
§ p

-0.02 4

—— 9A-NBD-azi ¢ (9a-NBD-azi) / umol L'

—1.0

600

-0.04 500 4

400

Abs

-0.06
300

I (a.u)

200 4

100 A

-0.10 T T T T 1 T T T 1
350 400 450 500 550 600 500 550 600 650 700

Alnm Alnm

Slika 17. (a) Struktura fluorescentno obiljezenog derivata azitromicina, 9a-NBD-azi, (b)
apsorpcijski spektar 9a-NBD-azi (co=1,00-107° mol L) u kakodilatnom puferu (I = 0,05 mol
L%, pH = 7) pri 25 °C, (c) emisijski spektar 9a-NBD-azi (Co=1,00-10"° mol L) u
kakodilatnom puferu (1 = 0,05 mol L%, pH = 7) pri 25 °C.

Prvi dio istrazivanja interakcija makrozona 1-3 s ribosomom obuhvatio je titraciju
spoja 9a-NBD-azi s ribosomom i procjenu konstante vezanja. Reakcijom spoja 9a-NBD-azi i
ribosoma nastaje kompleks 9a-NBD-azi-ribosom §to se manifestira gaSenjem fluorescencije.
Nelinearnom regresijom titracijskin podataka pri Amaks = 530 nm izraCunata je konstanta
vezanja za nastanak kompleksa 9a-NBD-azi-ribosom stehiometrije 1:1 (slika 18). Konstanta
iznosi 2,29-10° L mol™?, 3to odgovara log K = 6,36 i upuéuje na srednje jako vezanje spoja 9a-

NBD-azi na ribosom.
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Slika 18. (a) Fluorescencijski spektar titracije spoja 9a-NBD-azi (Co=1,00-10°mol L) s

ribosomom (Co= 7,88-107° mol L ™) pri desc = 475 nm, (b) ovisnost intenziteta fluorescencije

pri Amaks = 530 nm o mnozinskoj koncenctraciji ribosoma u kakodilatnom puferu (I = 0,05 mol

L, pH = 7) pri 25 °C; nelinearna regresija podataka titracije za nastanak kompleksa

stehiometrije 1:1 prikazana je crvenom linijom.

Zbog ve¢ spomenutih nedostataka kovalentnog povezivanja fluorofora, za odredivanje

konstante vezanja makrozona na ribosom koristeni su kompeticijski eksperimenti prema

metodi IDA.%’

Dodatkom ribosoma u otopinu fluoresceirajuéeg derivata 9a-NBD-azi doSlo je to

formiranja kompleksa 9a-NBD-azi-ribosom stehiometrije 1:1, §to je rezultiralo gasenjem

fluorescencije. Potom je titracijom dobivenog kompleksa dodatkom makrozona 1-3 doslo do

ponovnog porasta intenziteta fluorescencije sto je ukazalo na nastanak kompleksa makrozona

i ribosoma uz istovremeno istiskivanje kompetitora iz veznog mjesta na ribosomu.
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Slika 19. Fluorescencijski spektri titracije otopine 9a-NBD-azi/ribosom s makrozonima: (a) 1,
Co=4,96-10°mol L™; (b) 2, co =5,38-10°2mol L™; 3, co = 1,76-103 mol L™ u kakodilatnom
puferu (1 = 0,05 mol L%, pH = 7) pri 25 °C.

Na slici 19 prikazani su fluorescencijski spektri titracije otopine 9a-NBD-azi/ribosom s
makrozonima 1-3. U sva tri spektra vidljiv je porast intenziteta fluorescencije dodatkom
makrozona i blagi plavi pomak valne duljine maksimuma emisije. Zanimljiv podatak je porast
intenziteta dodatkom spoja 3 na vrijednost (984 a.u.) vecu od pocetne vrijednosti slobodnog
kompetitora (901 a.u.). 1z tog razloga provedena je i fluorimetrijska titracija otopine 9a-NBD-
azi spojem 3 bez dodatka ribosoma. Na slici 20.a mogucée je vidjeti porast vrijednosti
intenziteta fluorescencije dodatkom spoja 3 u otopinu 9a-NBD-azi $to ukazuje na interakcije
izmedu fluoresceirajuceg derivata i ispitivanog spoja. Medutim, porast intenziteta je svakako

manji nego u otopini s ribosomom.
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Slika 20. (a) Fluorescencijski spektri titracije otopine 9a-NBD-azi makrozonom 3 (¢, (9a-
NBD-azi) = 1,00-10° mol L2, ¢, (3) = 1,76-102 mol L) u kakodilatnom puferu (I = 0,05
mol L™, pH = 7) pri 25 °C, (b) ovisnost intenziteta fluorescencije pri Amax = 535 NM 0
mnozinskoj koncentraciji ribosoma u kakodilatnom puferu (1 = 0,05 mol L%, pH = 7, ¢, (9a-
NBD-azi) = 1,00-10° mol L) pri 25 °C; crvena linija predstavlja eksponencijalnu funkciju
dobivenu na temelju podataka titracije za nastanak kompleksa stehiometrije 1:1.

Podaci su zatim koriSteni za izracun IDAsp vrijednosti pomocu kojie je odreden afinitet
vezanja. Nelinearnom regresijom (slika 18) je na temelju titracijske krivulje 9a-NBD-azi i
ribosoma izracunata konstanta vezanja fluoresirajuceg derivata na ribosom. Iz krivulja
titracije smjese 9a-NBD-azi i ribosoma s makrozonima 1 i 2 (slika 21) dobivene su krivulje
ovisnosti postotka zamjene o omjeru mnozinskih koncentracija 9a-NBD-azi i makrozona
(slika 22). Crvena linija prikazuje istiskivanje spoja 9a-NBD-azi, dok crna linija prikazuje
istovremeno vezanje makrozona. 1z sjecista krivulja vezanog makrozona i zamijenjenog 9a-
NBD-azi izracunata je vrijednost IDAso gdje dolazi do 50%-tne izmjene kompetitora
analitom.?” Mnozenjem vrijednosti IDAsp s konstantom vezanja 9a-NBD-azi i ribosoma

procijenjene su konstante vezanja makrozona 1 i 2 na ribosom.
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Slika 21. Ovisnost intenziteta fluorescencije pri max = 535 nm o mnozinskoj koncentraciji
makrozona: (a) 1, co = 4,96-107° mol L%; (b) 2,co=5,38-10°mol L™;3,c0=1,76-10" mol L~
Ly kakodilatnom puferu (I = 0,05 mol L%, pH = 7) pri 25 °C. Crvena linija predstavlja
eksponencijalnu funkciju dobivenu na temelju podataka titracije za nastanak kompleksa

stehiometrije 1:1.

Tablica 4. Dobivene konstante vezanja 9a-NBD-azi i makrozona na ribosom u kakodilatnom
puferu (I = 0,05 mol L%, pH = 7) pri 25 °C.

Spoj log Ks Ks/10° L mol*

9a-NBD-azi 6,36 22,9

1 5,14 1,37

2 4,84 0,69
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Slika 22. Ovisnost postotka zamjene o omjeru mnozinskih koncentracija 9a-NBD-
azitromicina i makrozona 1, odnosno 2 u kompeticijskom eksperimentu. Odredene vrijednosti
IDAso iznose 0,06 i 0,03.

Obradom dobivenih podataka izracunata je vrijednost IDAso = 0,06 za makrozon 1 i 0,03 za
makrozon 2. Male vrijednosti IDAso pokazuju da makrozoni moraju biti prisutni u velikom
suviSku kako bi doslo do potpune zamjene kompetitora iz veznog mjesta ribosoma.

Konstante vezanja fluoresceirajuc¢eg derivata na ribosom te makrozona na ribosom
izraCunate su univarijatno, iz titracijskih krivulja. Izra¢unata konstanta vezanja 9a-NBD-azi
na ribosom izraunata je za stehiometriju 1:1, a iznosi log K (9a-NBD-azi-ribosom) = 6,36,
odnosno K = 2,3-10° L mol™. Procjena konstante vezanja makrozona na ribosom stoga se
moze izraCunati mnozeci vrijednosti log K za kompleks 9a-NBD-azi/ribosom s vrijedno$éu
IDAso za pojedini makrozon. Tako su izrac¢unate su konstante stabilnosti kompleksa: K(1) =
1,37-10° L mol i K(2) = 6,9-10% L mol™.

Osim toga, izracunata je i konstanta interakcije kompetitora 9a-NBD-azi i makrozona
3 prema modelu 1:1 koji je imao najmanje stadnardno odstupanje. Procijenjena je vrijednost
log K =2,95 uz sq¢ = 0,1365.

Iz dobivenih rezultata vidi se da makrozon 1 pokazuje dva puta jace vezanje na
ribosom od makrozona 2 Sto proizlazi iz Cinjenice da je dobivenja IDAso vrijednost za

makrozon 1 dva puta veca od one za makrozon 2.
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Usporedba vezanja makrozona 1 i 2 na ribosom i vezanja makrozona 2 i 3 na BSA
prikazana je u tablici 4. Izracunate vrijednosti konstanti vezanja su usporedive. Makrozon 2

pokazuje jaCe vezanje na BSA, nego na ribosom, medutim dobivene konstante su usporedive.

Tablicab. Usporedba dobivenih konstanti vezanja makrozona s BSA i ribosomom u
kakodilatnom puferu (1 = 0,05 mol L%, pH = 7) pri 25 °C.

K /10° L mol
Spoj BSA ribosom
1 - 1,37
2 0,92 0,69
3 0,61 27500
9a-NBD-azi - 22,9

Podaci o afinitetu i stehiometriji vezanja makrozona 1-3 na bioloske mete usporedeni su s
njihovom antibakterijskom aktivnosc¢u in vitro. U tablici 6 navedene su minimalne inhibitorne
koncentracije (MIK) za azitromicin iprouc¢avane makrozone. Moguce je uociti da makrozoni
pokazuju dobru aktivnost na Gram-pozitivne (G+) bakterije, te neSto slabiju aktivnost na
Gram-negativne (G-) bakterije. Za razli¢ite makrozone opazena je relativno sli¢na bioloska
aktivnost. Makrozoni 1 i 2 pokazuju umjerenu aktivnost protiv ribosoma iz E. coli (MIK 64
ug L) $to je u skladu s dobivenim konstantama vezanja. Medutim, za makrozon 3 nije
zabiljezena bioloska aktivnost (MIK >64 pg L ™). S druge strane, niklov kompleks makrozona
3 pokazao je znatno bolji inhibitorni efekt protiv ribosoma iz E. coli (MIK 8 ug L ™). Stoga ée
se daljnja istraZivanja ovih spojeva usmjeriti 1 na njihove komplekse, kako bi se razvili

spojevi jos bolje bioloske aktivnosti na rezistentne bakterijske sojeve.

Monika Kapusti¢ Diplomski rad



4. Rezultati i rasprava 40
§ p

Tablica 6. Antibakterijska aktivnost in vitro azitromicina (azi) i ispitivanih makrozona 1-3.

G+ G+ | G+ G+ G+ | G+ | G+ | G+ | G+ | G+ G- G-
(¢B] (<5} (<5} wn
o] @© @© ™ N =0 O
= z 1l ] 8 |8 |8 |ade |ao |2d 85|00 |8D
i OCN | 6906 TN | TWYTY IS Sd 20 ® < P 7 R
Spoj L0 N e (89892 20 203 EQ <> MN
Eo [ EnEwg In|(¥HII5N 50 593N 8N (Zaz
32 |39 39 222|239 cQ T TYLY £O | S0 FG
cm | cmeco @m|2mam QO .o o9 SO0|3N80
2 e e 5 G e |[PHQ |9 juHg ZE|S 55
% s | o < g =< |uw
azi <0025 | 16 |>64| <0125 | 16 |>64| 1 | >64 | >64 | 8 | <0125 |>64 |>64
<0,125 1 |>64| 05 - - 8 16 | >64 | 4 64 | >64
1 64 | >64 4 - 8 16 | 16 4 - 64 | >64
<0,125 2 32 1 - - 4 8 | >64 | 2 - >64 | >64
Ni-3 | <0125 | 16 |>64 | <0,125 | 16 |>64| 2 | >64 | >64 | 8 | <0,125 | 8 |>64

4.3. Cirkularni dikroizam

Za odredivanje nacina vezanja koristena je i metoda cirkularnog dikroizma (CD). Analizirani
makrozoni sami po sebi su akiralni zbog ¢ega ne daju aktivan CD spektar. Medutim, zbog
formiranja kompleksa sa polinukleotidima moze se posti¢i uniformna orijentacija kromofora
makrozona s obzirom na Kiralnu os polinukleotida. Ova pojava naziva se inducirani cirkularni
dikroizam (ICD), a njegov predznak i veli¢ina mogu dati informacije o nadinu vezanja.*?
Signali u spektrima CD polinukleotida DNA i RNA javljaju se pri valnim duljinama koje su
manje od 300 nm. U podru¢ju valnih duljina iznad 300 nm analizirani spojevi absorbiraju
zraCenje, dok su polinukleotidi CD neaktivni. Op¢enito, pozitivan ICD signal s intenzitetom
ve¢im od CD signala DNA/RNA ukazuje na vezanje malog utora na DNA/RNA. Negativan
ICD signal u titracijskim eksperimentima ukazuje na interkalacijsko vezanje.3%4°

U CD spektru spoja 1 u interakciji s DNA vidljiv je izrazeniji ICD signal nego za spoj
2 (slika 23). Navedena promjena moze se pripisati vecem utjecaju makrozona 1 na strukturu

DNA, odnosno na nastanak kompleksa makrozona s DNA.
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@ (b)
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Slika 23. CD titracije makrozona: (a) 1 (¢ =1,97-10°mol L) i (b) 2 (¢ = 3,95-10° mol L™?)
s DNA pri mnozinskim omjerima r [makrozon] / [DNA] = 0,2-1 u kakodilatnom puferu (1=

0,05 mol L%, pH =7) pri 25 °C.

Provedbom titracije makrozona 1 s RNA nije doslo do promjena u spektru CD, niti pojave
novih ICD signala, dok je za makrozon 2 doslo do malih promjena (slika 24), $to ukazuje na

postojanje interakcija izmedu makrozona 2 i RNA te promjene u sekundarnoj strukturi RNA.

(a) (b)
254
104 r (2 /RNA)
20 r(1IRNA) g —0
[
154 —;5 —05
. —0, — 44
$ 1o 0% 9 R _ 0.25
E ——0.2 £
o 51 o oA
Q Q
0 24
%]
-5
5
-10 - 8
2;0 2;50 2;!0 360 350 3:10 3€Ii0 38I0 4(;0

T T T T T T T T !
240 260 280 300 320 340 360 380 400
Alnm Alnm

Slika 24. CD titracije (a) makrozona 1 (¢ = 1,97-10°molL™) i (b) makrozona 2 (c = 3,95-10°
mol L) s RNApri mnozinskim omjerima r [makrozon] / [RNA] = 0,21 u kakodilatnom
puferu (1 = 0,05 mol L%, pH = 7) pri 25 °C.
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Kod interakcija makrozona s BSA ocekivale su se promjene u intenzitetu CD vrpce
proteina (kao na slici 25 za lijek kolhicin) koje bi ukazivale na promjenu njegove sekundarne
strukture pod utjecajem makrozona. Medutim, pri titracijama prouc¢avanih spojeva s BSA nisu
uocCene promjene intenziteta vrpci, Sto moze ukazivati na postojanje slabih ili ne postojanje
interakcija izmedu makrozona i BSA (slika D5). Usporedbom dobivenih rezultata s podacima
za azitromicin vidljivo je da ni dodatak azitromicina, niti ispitivanih makrozona ne uzrokuje
promjene u CD spektru receptora. Stoga se moze zakljuciti da metoda CD u ovom slucaju nije

primjenjiva za istraZivanja interakcija makrolida s bioloskim metama.

CD (mdeg)

-30 4

BSA
BSA + kolhicin

—— (BSA-azitromicin) + kolhicin

-40 - - - - - - - - - -
200 210 220 230 240 250
A/nm

Slika 25. CD spektar BSA bez dodatka i s dodatkom kolhicina, odnosno azitromicina.®
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Interakcije nekoliko 4"-aril-makrozona s ribosomom izoliranim iz bakterije E. coli, proteinom
BSA 1 nukleinskim kiselinama uspjesno su okarakterizirane metodama spektrofotometrije,
spektrofluorimetrije i cirkularnog dikroizma.

Problem niskog odziva rijesen je koriStenjem fluorescentnog derivata azitromicina, 9a-
NBD-azi, koji je omogucio pracenje interakcija slabo fluoresceiraju¢ih makrozona.

Uspjesno je prouceno vezanje makrozona 2 i 3 na BSA pri ¢emu su konstante vezanja
za nastanak kompleksa stehiometrije 1:1 odredene univarijatnom i multivarijathom analizom.
Makrozoni 2 i 3 pokazali su srednje jako vezanje na BSA.

Kombinacijom univarijatne analize vezanja fluorescentnog kompetitora, 9a-NBD-
azitromicina na ribosom i kompeticijskih eksperimenata s makrozonima 1 i 2, uz koristenje
IDA metodologije, uspjesno su procijenjene konstante vezanja makrozona na ribosom. Male
IDAso vrijednosti pokazale su da makrozoni moraju biti prisutni u velikom suvisku kako bi
doslo do potpune zamjene kompetitora iz veznog mjesta ribosoma.

Dobiveni podaci za interakcije makrozona 1 i 2 slazu se s njihovom umjerenom
bioloSkom aktivnosti, a moze se zakljuciti da na biolosku aktivnost ovih spojeva, osim
afiniteta vezanja, utjecu i brojni drugi ¢cimbenici, poput konformacije, veznih epitopa te mjesta
vezanja i orijentacije makrozona unutar kompleksa s ribosomom.

Metodom cirkularnog dikroizma pokuSao se odrediti nafin vezanja makrozona.
Medutim, nije doslo do znacajnih razlika u spektrima, stoga se moze zakljuciti da metoda nije
primjenjiva na ispitivanom sustavu.

Na kraju, moze se zakljuciti da se fluorimetrijskim mjerenjima mogu uspjesno
okarakterizirati interakcije makrozona s ribosomom i BSA. Poznavanje interakcija
makrozona, bioloske aktivnosti, konformacija i orijentacija makrozona unutar kompleksa s
ribosomom, veznih epitopa te drugih ¢imbenika i svojstava, vazan je korak za otkric¢e i dizajn

novih, u¢inkovitijih antibiotika.

Monika Kapusti¢ Diplomski rad



§ 6. Popis oznaka, kratica i simbola 44

§ 6. POPIS OZNAKA, KRATICA | SIMBOLA (prema
potrebi)

ABC-F
BSA
CD
CtDNA
DMSO
FP

ICD
IDA
IMLS
M

MIK
MRNA
NMR
NOE
NOESY
pApU

rRNA
STD
tRNA
trNOESY

9a-NBD-azi

ABC-binding cassete (engl. ATP-binding cassette F)

govedi serumski albumin (engl. bovine serum albumin)

cirkularni dikroizam

DNA iz teleceg timusa (engl. calf thymus DNA)

dimetil-sulfoksid

flourescencijska polarizacija (engl. fluorescent polarization)
inducirani cirkularni dikroizam (engl. induced circular dichroism)
engl. indicator displacement assay

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

minimalna inhibitorna koncentracija

glasnicka ribonukelinska kiselina (engl. messenger ribonucleic acid)
nuklearna magnetska rezonancija (engl. nuclear magnetic resonance)
engl. nuclear Overhauser effect

engl. nuclear Overhauser effect spectroscopy

dvolan¢ani polinukleotid sastavljen od lanca baze A 1 njemu
komplementarnog lanca sastavljenog od baze U

ribosomska ribonukleinska kiselina (engl. ribosomal ribonucleic acid)
metoda prijenosa zasi¢enja (engl. saturation transfer difference)
prijenosna ribonukeinska kiselina (engl. transfer ribonuceic acid)
prijenosni  NOESY (engl. transfered nuclear Overhauser effect
spectroscopy)
9-deokso-9a-{3-[(7-nitro-2,1,3-benzoksadiazol-4-il)amino]propil }-9a-

aza-9a-homoeritromicin A
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Slika D1. (a) UV-VIS spektar otopine makrozona 3 s valnom duljinom emisije Amaks = 320
nm, (b) ovisnost apsorbancije o koncentraciji makrozona u kakodilatnom puferu (I = 0,05
mol L%, pH =7).
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Slika D2. Spektar UV-Vis otopine kompleksa 9a-NBD-azitromicin-makrozon 3 (c = 1,12-107*

mol L) s valnom duljinom emisije Amaks = 320 nm.
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Slika D3. (a) Fluorescencijski spektri titracije otopine 9a-NBD-azi ribosomom (¢, (9a-NBD-
azi) = 1,00-10° mol L™, ¢, (ribosom) = 7,88-107° mol L™) u kakodilatnom puferu (I = 0,05

mol L, pH = 7) pri 25 °C, (b) ovisnost intenziteta fluorescencije pri Amax =535 nm o

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

NBD-azi) = 1,00-10° mol L) pri 25 °C; crvena linija predstavlja eksponencijalnu funkciju

dobivenu na temelju podataka titracije za nastanak kompleksa stehiometrije 1:1.
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Slika D4. (a)Fluorescencijski spektri titracije otopine 9a-NBD-azi ribosomom (co (9a-NBD-
azi) = 1,00-10° mol L, ¢, (ribosom) = 7,88-107° mol L™) u kakodilatnom puferu (1 = 0,05

mol L%, pH = 7) pri 25 °C, (b) ovisnost intenziteta fluorescencije pri Amax = 530 nm 0

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

NBD-azi) = 1,00-10° mol L) pri 25 °C; crvena linija predstavlja eksponencijalnu funkciju

dobivenu na temelju podataka titracije za nastanak kompleksa stehiometrije 1:1.
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§ 8. Dodatak

CD (mdeg)
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Slika D5. CD spektar BSA bez dodatka i s dodatcima makrozona 1 u razli¢itim omjerimar

[makrozon] / [RNA] = 0,21 ukakodilatnompuferu (I= 0,05 molL%, pH = 7) pri 25 °C
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