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POPIS I OBJASNJENJE KRATICA

COSY - correlation spectroscopy

DCM - diklormetan

DEPT — distortionless enhancement by polarisation transfer

DIPEA — N,N-diizopropiletilamin

DMSO-de — 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

HPLC — tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti (engl. high pressure liquid
chromatography)

HSQC — heteronuclear single quantim coherence

MIK — minimalna inhibitorna koncentracija

MLSgK — makrolidi, linkozamidi, streptogramin B, ketolidi

MS — spektrometrija masa (engl. mass spectrometry)

nAChR — nikotin acetilkolinski receptor

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

rRNA — ribosomska ribonukleinska kiselina

STD - saturation transfer difference

THF — tetrahidrofuran

TLC — tankoslojna kromatografija

tRNA — transportna ribonukleinska kiselina

trNOESY - transferred nuclear Overhauser effect spectroscopy
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§ 1. Uvod 1

§1. UVOD

Makrolidi predstavljaju spojeve koji se sastoje od makrociklickog laktonskog prstena
(aglikona) na kojem su vezane dvije ili vise saharidnih jedinica.® Makrolidne antibiotike
mozemo podijeliti u vise generacija s obzirom na veli¢inu aglikonskog prstena, strukturne
karakteristike i biolosku aktivnost.

Makrolidni antibiotici najcesée se koriste u lijeCenju infekcija uzrokovanih Gram-
pozitivnim i Gram-negativnim bakterijama.? Prvi prirodno izolirani makrolidni antibiotik je
eritromicin A. 1980. godine u PLIVI je sintetiziran predstavnik druge generacije makrolida —
azitromicin. Azitromicin se istaknuo po izvrsnim farmakokinetickim svojstvima i Sirokom
spektru antibakterijskog djelovanja. Kasnije su sintetizirani predstavnici trefe 1 Cetvrte
generacija makrolida (ketolidi).

Tiosemikarbazoni su male organske molekule koje pokazuju biolosku aktivnost poput
antibakterijske,> antifungalne,®® antimalarijske'®*! i antikancerogene.*?

Zbog sve veceg razvoja bakterijske rezistencije na antibiotike potrebno je istraziti i
pripraviti nove spojeve koji ¢e imati vecu biolosku aktivnost. Poseban naglasak daje se razvoju
antibiotika za bakterijske sojeve otporne na postojece makrolidne antibiotike.

U posljednjih deset godina znanstvenici su intenzivno istrazivali bioaktivnost kemijski
modificiranih makrolida od kojih su neki pokazali ve¢u, a neki manju antimikrobnu aktivnost

od azitromicina.

Cilj ovog rada je pripraviti, strukturno okarakterizirati i1 istraziti biolosku aktivnost
makrozona — novih konjugata azitromicina i tiosemikarbazona. U tu svrhu koriStene su
jednodimenzijske i dvodimenzijske tehnike NMR, spektrometrija masa (MS) i tekucinska

kromatografija visoke djelotvornosti (HPLC) te mikrobioloski testovi.
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§2. LITERATURNIPREGLED
2.1. Makrolidi

Makrolidi su skupina prirodnih i polusintetskih antibiotika sa Sirokim spektrom
djelovanja.’® Djelotvorni su u lije¢enju infekcija uzrokovanih Gram-pozitivnim (Streptococcus
pneumoniae, Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes), nekim Gram-negativnim
bakterijama (Moraxella catarrhalis, Legionella pneumophila, Haemophilus influenzae), i
unutarstani¢nim organizmima (Chlamydia pneumoniae i Coxiella burnett).*

Osim antibakterijskog, makrolidi su pokazali antiupalno, antikancerogeno i
antimalarijsko djelovanje.? Koriste se za lije¢enje infekcija koze, disnih puteva i

gastrointestinalnog sustava.™

2.1.1. Struktura makrolida

Za strukturu makrolida karakteristiCan je 12-eroclani do 16-eroclani makrociklicki laktonski

prsten (aglikon) na kojem su vezana dva Seéera, najéesce desozamin i kladinoza (slika 1).2°

1
T
a) b)

Slika 1. Struktura a) desozamina i b) kladinoze.

Na slici 2. prikazani su neki makrolidi koji posjeduju aglikonski prsten razli¢itih veli¢ina.
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Slika 2. Strukture makrolida®:
1 — eritromicin A, 2 — Kklaritromicin, 3 — azitromicin, 4 — spiramicin I, 5 — avermektin B1a, 6 —

oligomicin A

2.1.2. Podjela makrolida
Makrolidni antibiotici mogu se podijeliti na nekoliko generacija s obzirom na vrijeme njihovog
otkri¢a, strukturne karakteristike i nacin djelovanja.

Predstavnik prve generacije makrolida je eritromicin A (slika 3. a)). Eritromicin A je 14-
ero¢lani makrolid otkriven 1952. godine izolacijom iz soja mikroorganizma Saccharopolyspora
erythraea. S. erythraea, osim eritromicina A, proizvodi i druge vrste eritromicina, kao §to su

eritromicin B, C, D i F. Eritromicin A prvi je klini¢ki koristen makrolid.!
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Slika 3. Prva generacija makrolida: a) eritromicin A i b) klaritromicin.

lako se eritromicin pokazao korisnim kod lijecenja bolesnika alergi¢nih na penicilin, izazvao je
gastrointestinalne nuspojave. Osim nuspojava, nedostatak ovog antibiotika loSa je
bioraspolozivost** zbog kemijske nestabilnosti u kiselim Zelu¢anim uvjetima.®

Ranija istrazivanja®® otkrila su intramolekulsku ciklizaciju eritromicina A pri niskim
vrijednostima pH. Hidroksilne skupine na polozajima C6 1 C12 mogu reagirati sa karbonilnom
skupinom na polozaju C9 ¢ime dolazi do gubitka bioloSke aktivnosti eritromicina.

Osim eritromicina, prvoj generaciji makrolida pripada njegov polusintetski derivat
klaritromicin (slika 3 b)). Klaritromicin se strukturno razlikuje od eritromicina samo po
uvedenoj metoksi skupini na polozaju C6 unutar aglikonskog prstena te je na taj nacin
poboljsana kemijska stabilnost spoja u kiselim Zelu¢anim uvjetima.*®

Kako bi se poboljsala farmakoloska svojstva postoje¢ih antibiotika i proSirio spektar
antibakterijskog djelovanja pripravljena je i druga generacija makrolida, tzv. azalidi.!” Azalidi

Su 15-eroclani polusintetski derivati eritromicina A nastali ugradnjom duSikova atoma u

aglikonski prsten.
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Slika 4. Predstavnik druge generacije — azitromicin.

Predstavnik druge generacije makrolida je azitromicin (slika 4.), antibiotik koji se najvise
istaknuo medu derivatima makrolida zbog izvrsnih farmakokinetickih svojstava. Stabilan je pri
nizim pH vrijednostima §to rezultira duljim poluZivotom u odnosu na eritromicin.®

Klaritromicin i azitromicin zajedno se ¢esto nazivaju i blockbuster drugs.*® Klaritromicin
ima bolju aktivnost na Gram-pozitivne bakterije u odnosu na azitromicin, dok azitromicin ima
bolju aktivnost na Gram-negativne bakterije.8

Zbog razvoja bakterijske rezistencije na makrolide stalno se javlja potreba za novim,
djelotvornijim antibioticima. Stoga su daljnja istrazivanja dovela do razvoja tree generacije
makrolida. Tre¢a generacija makrolida obuhvaca ketolide ¢iji je predstavnik telitromicin (slika
5) pod komercijalnim nazivom Ketek.™ Ketolidi nemaju na sebe vezanu kladinozu te posjeduju

heteroaril bo¢ni lanac.
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Slika 5. Struktura telitromicina.

lako se telitromicin isprva pokazao ucinkovitim za lijeCenje bakterijskih infekcija diSnog
sustava, zbog izazivanja niza nuspojava poput poremecaja vida, sinkope, mijastenije gravis i
hepatotoksi¢nosti povucen je s trziSta. Do navedenih poremecaja dolazi zbog inhibicije
nikotinskih acetilkolinskih receptora (hnAChR).**

Cetvrtu generaciju makrolidnih antibiotika &ine fluoroketolidi. Njihov predstavnik je
solitromicin (slika 6) koji sadrzi 1,2,3-tiazol-aminofenil boé¢ni lanac i atom fluora na C2
polozaju. U tijeku je klini¢ko ispitivanje solitromicina koji nije odobren od strane FDA (engl.
Food and Drug Administration) zbog strukturne sli¢nosti s telitromicinom. Iz tog razloga FDA

smatra kako bi solitromicin mogao izazvati sli¢ne nuspojave.

H;N

Slika 6. Struktura solitromicina.
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2.1.3. Azitromicin
Azitromicin, 9-deokso-9a-aza-9a-metil-9a-homoeritromicin A, predstavnik druge generacije
makrolidnih antibiotika, sintetiziran je 1980. godine u PLIVI.

Azitromicin se koristi u lijeCenju niza bakterijskih infekcija uzrokovanih Gram-
pozitivnim i Gram-negativnim bakterijama, a najcesée su to infekcije gornjih i donjih disnih
puteva te neke crijevne infekcije. Takoder, u kombinaciji s drugim lijekovima moze se koristiti
za lije¢enje malarije.}” Farmakokinetika azitromicina iznimno je povoljna zbog postizanja
niskih koncentracija azitromicina u plazmi i visokih koncentracija u tkivima.'® Rezultat toga i
kemijske stabilnosti azitromicina jest dugo vrijeme poluZzivota i zadovoljavajuca
bioraspoloZivost §to omoguéuje kratku primjenu terapije (oko 3 dana).!” Nuspojave lijeka
potpuno su smanjene u odnosu na nuspojave eritromicina A. Svjetska zdravstvena organizacija
klasificirala je azitromicin kao iznimno vazan antibiotik §iroke primjene.?

Azitromicin se dobiva Beckmannovom pregradnjom 9(E)-eritromicin oksima (shema 1).
Oksim je dobiven reakcijom eritromicina i hidroksiamin hidroklorida te njegovom pregradnjom
nastaje 6,9-iminoeter eritromicina A. Daljnjom sintezom uz vodik i platinu nastaje 9-deokso-

9a-aza-9a-homoeritromicin. Njegovom redukcijsom i N-metilacijom nastaje azitromicin.?



8§ 2. Literaturni pregled 8

HaNOH, NaDAe,
MetOH

5

Shema 1. Sinteza azitromicina (1 — eritromicin A, 2 — eritromicin-9(E)-oksim, 3 — 6,9-

iminoeter, 4 — 9-deokso-9dihidro-9a-aza-9a-homoeritromicin A, 5 — azitromicin).

Osim $to navedena svojstva azitromicina dovode do njegove Siroke primjene u medicini,
dosadasnja su istrazivanja usmjerena na dizajn novih derivata azitromicina zbog brze
prilagodbe bakterija na postojece antibiotike. U posljednjih deset godina intenzivno se radilo
na kemijskoj modifikaciji pojedinih polozaja u azitromicinu kako bi se proSirio spektar
antibakterijskog djelovanja, ali 1 pritom zadrzala povoljna farmakoloska svojstva. Dosadasnjim
istrazivanjima pripravljeni su i1 okarakterizirani dekladinozil makrolidi, makrolidi s kemijski

modificiranim saharidnim jedinicama®?? te sa supstituiranim hidroksilnim skupinama na
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polozajima C6, C11 i C12. Takoder, pripravljeni su i derivati makrolida s izmijenjenim
polozajima C9 i C10%*2° Modifikacijama razli¢itih poloZzaja dobiveni su derivati 14-ero¢lanih
I 15-eroclanih makrolida od kojih su neki pokazivali vecu, a neki manju antimikrobnu
aktivnost.2? Isti¢u se derivati azitromicina s modificiranim poloZajem 4" ¢ime se poveéala
bioloska aktivnost na neke susceptibilne i rezistentne sojeve bakterija: S. aureus,?-3* S,
pneumoniae,®32 S, pyogenes, 2630 3234 4 influenzae,?®?’ M. catarrhalis,?®?’ S. typhimurium,?
E. coli,*3*P. aeruginosa,®**2 A baumannii,®! K. pneumoniae,® N. gonorrhoeae,*' E. faecium,*

P. multocida ,** M. haemolytica® i H. somni.®

2.2. Mehanizam djelovanja makrolidnih antibiotika

Makrolidi su klini€ki vazni antibiotici koji imaju bakteriostatsko djelovanje, inhibiraju
biosintezu bakterijskih proteina i tako zaustavljaju rast i razvoj bakterija.*> Kako bi se saznao
mehanizam otpornosti pojedinih bakterija na makrolidne antibiotike, bitno je poznavati
mehanizam vezanja makrolida na ribosom.*

Ribosomi su ,,molekulski strojevi koji sintetiziraju proteine u stanicama. Biokemijske
analize pokazale su da je aktivno mjesto za formiranje peptidnih veza, to jest centar peptidil-
transferaze, sastavljeno isklju¢ivo od rRNA. Stoga je ribosom najve¢i poznati RNA katalizator
1 jedini prirodni ribozim koji ima sintetsku ulogu. Ribozimi koriste viSe razli¢itih mehanizama
u sintezi, npr. kiselo-luznatu katalizu, katalizu potpomognutu metalnim ionima ili pak
poravnavanje supstrata uslijed sparivanja baza. Ribosom veze dva tRNA supstrata: peptidil-
tRNA na mjesto P u ribosomu i aminoacil-tRNA na mjesto A.

Tek je unazad petnaestak godina postignut napredak u razumijevanju funkcioniranja
ribosoma. Kristalne strukture osigurale su dosta informacija o aktivhom mjestu. Velika
podjedinica bakterijskog ribosoma, 50S sastoji se od dvije molekule RNA, 23S i 5S te od
proteina. Podjedinica 50S sposobna je sintetizirati peptidne veze jednako kao i 70S ribosom
(cijeli bakterijski ribosom).*® Podjedinica 30S odgovorna je za genetsko dekodiranje i na taj
nacin ugraduje nove odgovarajuc¢e aminokiseline u rastu¢i peptidni lanac.

Antibiotike mozemo podijeliti u tri razreda:
e antibiotici koji se vezu na 30S podjedinicu ribosoma
e antibiotici koji se vezu na 50S podjedinicu ribosoma

e antibiotici koji se veZu na cijeli ribosom (70S)
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Nekoliko klasa antibiotika poput tetraciklina vezu se na 30S podjedinicu kako bi omeli njegovu
funkciju. Podjedinica 50S sadrzi glavnu enzimatsku aktivnost ribosoma, odnosno stvaranje
peptidnih veza. Neki od antibiotika koji se vezu upravo na 50S podjedinica jesu makrolidi,
linkozamidi, streptogramini, fenil-propanoidi i oksazolidinoni.*’

Na slici 7 naznacena su vezna mjesta razli¢itih antibiotika, lijevo je prikazana mala

podjedinica bakterijskog ribosoma 30S, dok je desno prikazana velika podjedinica 50S.

spektinomicin

- tiostrepton
tetraciklin 1 P

avilamicin
paktamicin .
streptogramin A,
higromicin B puromicin

streptomicin .
pleuromutilins

streptogramin B,
linkozamidi

paromomicin,
geneticin

tetraciklin 2
makrolidi

Slika 7. Vezna mjesta razli¢itih antibiotika.®

Makrolidi se reverzibilno vezu na 50S podjedinicu ribosoma, u blizini centra peptidil-
transferaze. Na taj nacin inhibiraju sintezu bakterijskog proteina, odnosno zaustavljaju rast
bakterijske stanice.l *6:3%3%-41 Cetiri su nadina inhibicije sinteze bakterijskih proteina®
1. inhibicija elongacije novog peptidnog lanca
2. indukcija disocijacije peptidil tRNA s ribosoma
3. inhibicija stvaranja peptidnih veza
4. interakcija s 50S podjedinicom
Makrolidi (primjerice karbomicin A, spiramicin, azitromicin) se vezu na ribosom u izlaznom
tunelu za polipeptidni lanac.
Inhibicija sinteze proteina makrolidima ima dvije karakteristike:
. makrolidi se ne vezu niti inhibiraju stvaranje peptidnih veza na ribosomima koji su ve¢
ukljuceni u sintezu proteina, tj. koji imaju vezane polipeptide na sebi
. ribosom koji nema vezani peptid moZe sintetizirati peptide u prisutnosti nekih
makrolida, ali sinteza najceS¢e prestaje kada peptid dostigne duljinu od 5

aminokiselina®®.
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Interakcija makrolida s ribosomom kao i nacin inhibicijskog djelovanja ovisi o kemijskoj
strukturi makrolida i o bakterijskom soju.

Utjecaj supstituenata na laktonskom prstenu i desozaminu od iznimne je vaznosti pri
stvaranju veza izmedu makrolida i bakterijskog ribosoma. Hidroksilna skupina 2' OH Secera
desozamina stvara vodikove veze s atomima duSika nukleobaza ribosoma. Nemogucnost
stvaranja te vodikove veze objaSnjava mehanizam rezistencije bakterija. Ukoliko se atomi
dusika metiliraju ne¢e moc¢i do¢i do uspostavljanja vodikovih veza, odnosno smanjit ¢e se
afinitet vezanja makrolida za ribosom. Osim 2' OH skupine, u interakcijama sudjeluju jos i
hidroksilne skupine laktonskog prstena na polozajima: C6, C11 i C12. 6-OH skupina stvara
vodikove veze s dusikom adenina, dok 11-OH i 12-OH stvaraju vodikove veze s kisikom
uracila. Za razliku od desozamina i aglikona, kladinoza ne sudjeluje u vezanju makrolida na
ribosom.

Eritromicin, makrolidni antibiotik, veze se na bakterijsku 23S rRNA tako da reagira s
motivom ukosnice 35 u domeni Il rRNA i s peptidil-transferaznom petljom u domeni V. Te
dvije regije u tercijarnoj strukturi formiraju dzep u koji se mogu vezati makrolidi i ostali
lijekovi.*® Na slici 8 prikazano je mjesto vezanja eritromicina na ribosom Deinococcus
radiodurans. Eritromicin je prikazan crvenom bojom na svim slikama. Na slici B 23S rRNA
prikazana je svijetloljubi¢astom bojom, 5S rRNA prikazana je plavo-zelenom dok su
ribosomski proteini obojani tamnoljubi¢astom bojom. Na slici C rRNA i ribosomski proteini
prikazani su nijansama sive boje, P mjesto vezanja tRNA prikazano je plavom bojom, dok je

pocetni peptid prikazan Zutom bojom.
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Slika 8. Molekularne interakcije i mjesto vezanja eritromicina na veliku podjedinicu
bakterijskog (Deinococcus radiodurans) ribosoma.*

Prema nekim istrazivanjima*! opaZeno je razli¢ito vezanje makrolida ovisno o prou¢avanom
soju bakterija. Primjerice, u sluc¢aju bakterije Thermus thermophilius i Haloarcula marismorui,
jedna molekula azitromicina veZze se na bakterijski ribosom, dok se u slucaju bakterije
Deinococcus radiodurans na jedan ribosom vezu dvije molekule azitromicina.*’ D. radiodurans
jedna molekula azitromicina se veze na domenu V 23S rRNA sli¢ne orijentacije kao i
eritromicin. Druga molekula azitromicina stvara vodikove veze izmedu kisika uracila Sto
dovodi do jaCeg vezanja ribosoma i makrolida, odnosno drugi Se azitromicin veZe na
ribosomske proteine L4 i1 L22. DuSik laktonskog prstena ne doprinosi izravno vezanju
azitromicina, ali utje¢e na konformaciju prilikom vezanja azitromicina na ribosom.** Molekule
azitromicina medusobno su povezane vodikovim vezama izmedu Secera desozamina i kisika na

poloZaju C1 laktonskog prstena.t’
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2.3.  Mehanizmi rezistencije bakterija na makrolidne antibiotike

S obzirom na gradu stani¢ne stijenke, bakterije dijelimo na Gram-pozitivne i Gram-negativne.
Glavna razlika izmedu navedena dva tipa bakterija je udio peptidoglikana u stani¢noj stijenci
(Gram pozitivne bakterije, 95 %; Gram-negativne bakterije, 5-12 %). Gram-negativne bakterije
jos§ dodatno sadrze vanjsku membranu koja okruzuje stani¢nu stijenku, stoga su otpornije na
antibiotike.*®

Ucestalo koriStenje makrolidnih antibiotika dovelo je do pojave viSe rezistentnih sojeva
bakterija. ESKAPE patogeni je naziv koji povezuje sve bakterije kod kojih se najcesce razvija
otpornost, a to su: Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae,
Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa i sojevi Enterobacteriaceae.

U SAD-u od bakterijskih infekcija godisnje umire oko 90 tisuca ljudi. U vise od 70 %
bakterijskih infekcija javlja se rezistencija na barem jedan antibiotik. 1z navedenih razloga bitno
je istrazivanje usmjeriti prema otkri¢u novih antibiotika.®’ Svjetska zdrastvena organizacija
objavila je listu patogena za koje je potrebno razviti novi antibiotik. Patogeni su podijeljeni u
tri prioritetne skupine: prioritet 1 — kriti¢ni (A. baumanni, P. aeruginosa, Enterobacteriaceae),
prioritet 2 — visoki (E. faecium, S. aureus, H. pylori, Campylobacter spp, Salmonellae, N.

gonorrhoeae) i prioritet 3 — srednji (S. pneumoniae, H. influenzae, Shigella spp.).*’

Postoji nekoliko mehanizama rezistencije bakterija na makrolide. Dva najce$¢a mehanizma su:
kemijske i strukturne promjene mete djelovanja antibiotika i izbacivanje antibiotika iz stanice
(efluks). Kod nekih sojeva bakterija opaZzena je modifikacija antibiotika proizvodnjom enzima
koji inaktiviraju lijekove te promjena konformacije ribosoma ¢ime se sprjeCava vezanje
antibiotika.®

Aktivno mjesto u ribosomu modificira se mono- ili dimetiliranjem dusika nukleotidne
baze (adenina) koja je klju¢na za vezanje makrolida na ribosom. Gen erm sadrZi kodiraju¢u
sekvencu za enzim N-metil-transferazu koji uzrokuje metiliranje na 50S ribosomskoj
podjedinici. Na taj na¢in dolazi do steri¢kog blokiranja vezanja makrolida na ribosom. Ovakav
mehanizam rezistencije bakterija karakteristican je 1 za antibiotike linkozamide 1
streptogramine B. Naime, uz makrolide, i linkozamidi i streptogramini imaju bakteriostatsko
djelovanje i vezu se na 23S rRNA u 50S podjedinici ribosoma.*® Neke od bakterija koje sadrze

gen erm navedene su u tablici 1.484°
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Tablica 1. Organizmi i njihovi geni erm.#84°

S. aureus ermA, ermB,ermC
S. sanguis, S. Pneumoniae, S. pyogenes ermAM
E. coli ermBC
B. licheniformis ermD
B. fragilis ermF, ermFS, ermFU
S. epidermidis ermM
C. perfringens ermP, ermQ
C. difficile ermZ

Svi sojevi bakterija koji su otporni na makrolide (M), linkozamide (L), streptogramin B (Sg) i
ketolide (K), odnosno koji su otporni na MLSgK antibiotike posjeduju gen erm. Metilacija
rRNA vodi do fenotipa koji se naziva fenotip MLSgK. Mehanizam rezistencije MLS moze biti
inducibilni (iMLS) i konstitutivni (cMLS). Inducibilna rezistencija aktivira se u prisutnosti
antibiotika, a konstitutivna rezistencija razvija se bez prisutnosti antibiotika.'”

Drugi nadin rezistencije, ¢e$¢i kod Gram-negativnih bakterija,*® ukljucuje energijski
ovisne pumpe koje nazivamo ,,efluks* pumpe. Gen mef sadrzi kodiraju¢u sekvencu za protein
odnosno pumpu koja izbacuje makrolide iz bakterijske stanice prije nego Sto makrolid uspije
do¢i do ribosoma. Ovakav mehanizam rezistencije karakteristi¢an je samo za makrolide.*®

Promjenu konformacije ribosoma bakterije postizu mutacijom 23S rRNA%" Naj¢eséa
tockasta mutacija je mutacija adenina u gvanin prisutna kod bakterija H.marismotui,*
Brachyspira hyodysenteriae i Brachyspira pilosicoli.>!

Jo$ jedan nacCin razvoja rezistencije bakterija na makrolidne antibiotike je mogucnost
strukturne promjene proteina. L22 je ribosomski protein, jedan od najvaznijih proteina velike
podjedinice ribosoma koji interagira sa svim domenama 23S rRNA. Delecija tripleta Met82-
Lys83-Arg84 u proteinu L22 u E. coli dovodi do rezistencije bakterije na eritromicin A.%? In
vitro aktivnost antibiotika izrazava se pomo¢u minimalne inhibitorske koncentracije (MIK)
koja se definira kao najniza koncentracija antibiotika kojom se inhibira rast mikroorganizama
nakon inkubacije tijekom no¢i.>® Neke od vrijednosti MIK poznatih makrolidnih antibiotika

prikazane su u tablici 2.
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Tablica 2. In vitro aktivnosti eritromicina, azitromicina, klaritromicina i telitromicina. MIKgo =

minimalna inhibitorna koncentracija (ug mL™) za 90% izolata.*®

Organizam Eritromicin  Azitromicin  Klaritromicin  Telitromicin
MIK (ng mL™t)

S. pneumoniae

Osjetljiv na penicilin 1,0 1,0 0,25 0,03
Umjereno rezistentan >64,0 >64 >64 0,06
Visoko rezistentan >64,0 >64 >64 0,25
S. pyogenes 0,06 0,25 0,06 0,015
S. auerus

Osjetljiv na meticilin >128 - >128 0,25
Rezistentan na meticilin >128 >128 >128 0,5

H. influenzae 8 2 16 2
M. catarrhalis <0,25 <0,06 <0,25 0,12
C. pneumoniae 0,25 0,25 0,03 0,25

L. pneumophila 0,5 0,5 0,046 0,125
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2.4. Tiosemikarbazidi i tiosemikarbazoni

Tiosemikarbazidi (slika 9 a)) i tiosemikarbazoni (slika 9 b)) vrste su spojeva koji se ¢esto koriste
kao kompleksi s nekim metalima poput nikla, kobalta i bakra.>® Kompleksi tiosemikarbazona i
prijelaznih metala koriste se za odredivanje i odvajanje metala u tragovima u smjesama
(biologke ili sintetske)®’ Takoder, kompleksi tiosemikarbazona s metalima koriste se i u
spektrofotometrijskim,®®%  spektrofluorimetrijskim,6#%  potencijometrijskim®6’ i
gravimetrijskim®® analizama metala.

1946. godine otkrivena je in vitro antituberkulozna aktivnost tiosemikarbazona. Nakon
tog otkri¢a, uslijedila su mnoga nova istrazivanja ¢iji su rezultati pokazali kako
tiosemikarbazoni ujedno posjeduju antitumorsku,® antimikrobnu® i antivirusnu’ aktivnost te
pokazuju djelovanje na sredisnji zivéani sustav.’?

Dosadasnja istrazivanja’? in vitro antibakterijske aktivnosti tiosemikarbazona pokazala

su dobre rezultate za neke Gram-pozitivne (S. aureus) i Gram-negativne bakterije (E. coli).

Slika 9. Op¢e strukturne formule a) tiosemikarbazida i b) tiosemikarbazona.

Postoji nekoliko mogué¢ih mehanizama djelovanja tiosemikarbazona kao S§to su inhibicija
ribonukleotid reduktaze,®generiranje reaktivnih kisikovih radikala,’® inhibicija topoizomeraze
117> i inhibicija MDR1 proteina. Ribonukleaza reduktaza je enzim zasluzan za sintezu
deoksiribonukleotid difosfata u procesu sinteze DNA, a inhibicija tog enzima uzrokovana je
vezanjem intracelularnog atoma Zeljeza koji je esencijalan za enzimsku funkciju.®

Zbog navedene bioloske aktivnosti, tiosemikarbazoni zauzimaju sve veci interes u

podrucju istraZivanja novih lijekova.
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2.5. Spektroskopija NMR

Spektroskopija nuklearne magnetne rezonancija (engl. nuclear magnetic resonance
spectroscopy) analiticka je metoda za odredivanje strukture anorganskih i organskih molekula
te biomolekula. Spektroskopijom NMR proucavaju se jezgre ¢iji su spinovi razli¢iti od nule kao
npr. tH, 13C, **N, 1°F, 3!P. Svaka jezgra ima dva kvantna broja — kvantni broj nuklearnog spina
(1) 1 nuklearni magnetni spinski kvantni broj m,. Kvantni broj nuklearnog spina moze biti cijeli
ili polucijeli broj dok nuklearni magnetni spinski kvantni broj govori o orijentaciji nukelarnog
spina u magnetnom polju. Broj moguc¢ih orijentacija moguce je izracunati pomocu formule 21
+ 1. Spektri se asigniraju na temelju kemijskih pomaka i multipletnosti signala te iznosa
konstanti sprege izmedu spinova.’® Danas je gotovo nemoguée zaobiéi spektroskopiju NMR

kao metodu za istrazivanje interakcija u bioloSkim sustavima.

Da bi se spinovi jezgri pobudili, potrebna je energija fotona koja treba biti ista kao razlika
energije dva spinska stanja. Takvu energiju moze se posti¢i pomocu vanjskog magnetnog polja
ili pulseva. Spinovi se mogu pobuditi dvjema razli¢itim vrstama pulseva. Jedan tip pulseva
naziva se radiofrekvencijski pulsevi te se oni dijele na kratke tj. tvrde i duge tj. meke pulseve.
Tvrdi pulsevi koriste se ukoliko se Zele pobuditi sve jezgre, dok se meki pulsevi koriste za
selektivnu pobudu spinova u jezgri. Meki pulsevi se zbog njihove selektivnosti nazivaju jos i
selektivni pulsevi. Drugi tip pulseva naziva je gradijentni pulsevi. Ova vrsta pulseva Koristi

dodatno defaziraju¢e magnetno polje koje se mijenja duz z osi.

a) b)

Slika 10. Sheme radiofrekvencijskih pulseva: a) tvrdi/kratki puls, b) meki/dugi puls.”

Ovisnost intenziteta signala o kemijskom pomaku koji je proporcionalan Larmorovoj

frekvenciji prikazuju jednodimenzijski spektri NMR. Dobiveni signal je u vremenskoj domeni
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te ga je potrebno pomocu Fourierove transformacije prevesti u frekvencijsku domenu. Ovisno
o polozaju i intenzitetu signala mogu se otkriti fragmenti i funkcijske skupine u analiziranom
spoju. Potreba za naprednijim tehnikama dovela je do razvoja dvodimenzijskih tehnika NMR.
Pulsni slijed dvodimenzijske tehnike NMR sastoji se od pripreme (P), evolucije (E), mijeSanja

(M) i detekcije (D) te je prikazan slikom 11.

1 1

Slika 11. Opc¢a shema dvodimenzijskog eksperimenta NMR. t1 — vrijeme evolucije, t> — period

detekcije.”

Vrijeme evolucije povecava se za isti odnos u svakom ponavljanju pulsnog slijeda tijekom

evolucijskog perioda ¢ime dolazi do stvaranja druge frekvencijske domene.”

2.5.1. Tehnike NMR

Tehnikom *H NMR detektiraju se signali kemijski neekvivalentnih protona u spoju. Povrina
ispod pojedinog signala odgovara broju neekvivalentnih protona. Ova tehnika daje prvi uvid u
strukturu spoja.

Tehnika DEPT (engl. distortionless enhancement by polarisation transfer)
jednodimenzijska je tehnika koja omogudéava editiranje spektara heterojezgri (}*C) prema
multiplicitetu uz pojacavanje signala s malim y (**C) pomodu prijenosa polarizacije s jezgri s
velikim y (*H). Editiranje se izvodi odabirom razli¢itog pulsnog kuta 6.

Tehnika COSY (engl. correlation spectroscopy) najces¢a je dvodimenzijska NMR
tehnika. COSY je homonuklearna tehnika koja se koristi kako bi se dobile informacije o
povezanosti protona preko skalarne sprege najcesée kroz dvije ili tri kemijske veze. Spektar
dobiven tehnikom COSY sadrzi samo dijagonalne signale ukoliko nema sprege izmedu
spinova, tj. izvandijagonalne signale ukoliko ima sprege medu spinovima.

Tehnika HSQC (engl. heteronuclear single quantum coherence) dvodimenzijska je
tehnika koja se koristi za detekciju heteronuklearne sprege kroz jednu vezu izmedu protona i

heterojezgre, npr $3C.
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Tehnika HMBC (engl. heteronuclear multiple bond correlation) dvodimenzijska je
tehnika koja omogucava uvid u korelacije protona s ugljikovim atomima preko dvije, tri ili
cetiri kemijske veze. Takoder, iz NMR spektra snimljenog HMBC tehnikom moguce je vidjeti

povezivanje spinskih sustava.

Pulsni slijedovi koristenih tehnika u radu prikazani su na slici 12.
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Slika 12. Pulsni slijedovi tehnika koristenih u radu:
a) 'H NMR, b) DEPT, c¢) COSY, d) HSQC, e) HMBC."®
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Osim za odredivanje strukture makrolida, spektroskopija NMR pokazala se uspjeSnom za
detaljnije istrazivanje interakcija makrolidnih antibiotika i bioloskih meta.

Koristenjem jednodimenzijskih 1 dvodimenzijskih NMR tehnika moguce je
karakterizirati uspostavljene interakcije u bioloskim kompleksima. Dvije tehnike koje se
najcesce koriste u proucavanja nacina vezanja makrolida su prijenosni nuklearni Overhauserov
efekt —trNOESY (engl. transferred nuclear Overhauser effect spectroscopy) i razlika prijenosa
zasiéenja — STD (engl. saturation transfer difference).!” Razvojem ovih tehnika mogu se
odrediti konformacije vezanog liganda tj. mogu se odrediti skupine atoma koje su odgovorne

za vezanje liganda na aktivno mjesto biomolekula.'’
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§ 3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Kemikalije i instrumenti

Kemikalije koristene u izradi rada, njihovi proizvodaci, ¢istoce i molarne mase navedene su u

tablici 3.

Tablica 3. Popis kemikalija koristenih u izradi rada.

Kemikalija Proizvoda¢ Cistoéa M /g mol*
N,N-dimetilformamid-dimetilacetal Acros Organic 97% 119,16
Toluen Gram Mol p.a. 92,14
0,
oidormen  CRETe B s
Metanol Merck Chemicals 32,04
Amonijak, 25% Alkaloid Skopje 17,031
DMSO-ds Eurisotop 99,9% 84,17
Kloroform-d Eurisotop 99,8% 120,384
Kloroform VWR Chemicals 99,2%
Etil acetat Gram Mol p.a. 88,11
Anhidrid octene kiseline Carlo Erba Reagents 97% 102,09
Natrijev hidrogenkarbonat Gram Mol p.a. 84,01
Kalijev karbonat Fisher Chemical 99,5% 138,205
Dietileter Lach-Ner, s. r. 0. 74,12
Akrilonitril TCI America 99% 53,06
t-Butanol Carlo Erba Reagents 99,5% 74,12
Tetrahidrofuran LiChrosolv 99,8% 72,11
Natrijev hidrid Sigma-Aldrich 23,997
Ledena octena kiselina Gram Mol p.a. 60,05
Platina(lV) oksid Sigma-Aldrich 227,08
Klorovodi¢na kiselina Kemika p.a. 36,46
Natrijev hidroksid Kemika p.a. 39,997
Sumporna kiselina, 96% Carlo Erba Reagents p.a. 98,073
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Etanol
1-naftil izotiocijanat
Benzil izotiocijanat
4-(trifluorometoksi)fenil izotiocijanat

Tetrahidrofurfuril izotiocijanat

Hidrazin monohidrat

2-propanol
4-formilbenzojeva kiselina

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

oksid heksafluorofosfat
(HATU)

N,N-diizopropiletilamin
(DIPEA)

Gram Mol
Acros Organics
Acros Organics

Alfa Aesar

Alfa Aesar
Sigma-Aldrich

J. T. Baker
Sigma-Aldrich

Acros Organic

Acros Ogranic

p.a.
98%
98%
97%
98%
98%
99,7%
97%

97%

99,5%

46,07
185,245
149,21
219,18
143,21
50,06
60,10
150,13

380,23

129,24

Instrumenti koji su koriSteni u radu za potrebe sinteze, analize i karakterizacije spojeva

navedeni su u tablici 4.

Tablica 4. Popis instrumenata koristenih u izradi rada.

Instrument Proizvodacé

Mettler AT261 DeltaRange

Rotavapor R-100

pH metar

CombiFlash NextGen 300+

NMR spektrometar Bruker Avance 111 HD 400
MGh/54mm Ascend

UPLC ESI MS
UV lampa

Mettler

Mettler Toledo
Teledyne Isco

Bruker

Waters

Analytikjena
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3.2. Priprava 4"-aminopropil derivata azitromicina

Priprava 4"-aminopropil derivata azitromicina sastoji se od pet koraka. Detaljan postupak
priprave opisan je u daljnjem tekstu. Polazni reaktant azitromicin pripravljen je u tvrtci Fidelta
Ltd

U okrugloj tikvici otopi se azitromicin (5,00 g) u toluenu (60 mL), zatim se doda pet
ekvivalenata N,N-dimetilformamid-dimetilacetala (4,43 mL). Reakcijska smjesa mijeSa se na
magnetnoj mjeSalici 24 sata pri temperaturi 60 °C. Tijek reakcije prati se tankoslojnom
kromatografijom (TLC). Mobilna faza koriStena za razvijanje TLC plocCica sastoji se od
diklormetana, metanola i amonijaka (25 %) u omjeru 90:15:1,5. Reaktanti i produkti
vizualizirani su prskanjem plocice s 10 %-tnom otopinom sumporne kiseline u etanolu. Nakon
24 h doda se tri ekvivalenta N,N-dimetilformamid-dimetilacetala (2,66 mL) te se reakcijska
smjesa dodatno mijesa 5 sati. Uparavanjem otapala dobije se produkt P1 (4,67 g).

Produkt P1 otopi se u etil-acetatu (46 mL) te se reakcijska smjesa ohladi na 0° C.
Postepeno se dodaje jedan ekvivalent acetanhidrida (560 pL). Nakon dodatka acetanhidrida
smjesa se mijeSa 5 sati na sobnoj temperaturi, zatim se ispire sa zasi¢enom otopinom natrijeva
hirdogenkarbonata (2 x 14 mL) i posusi na bezvodnom kalijevom kabronatu. Dobiveni produkt
P2 (5,02 g) suspendira se u dietil-eteru pri 0 °C te se profiltrira preko Blichnerova lijevka, a
zatim osusi kroz 15 minuta na 45 °C.

Produkt P2 prebaci se u dvogrlu tikvicu i otopi u akrilonitrilu (33,3 mL) u inertnoj
atmosferi dusika. Zatim se doda smjesa t-butanola i tetrahidrofurana (1:1, 1,90 mL) te se
reakcijska smjesa ohladi na 0 °C. Postepeno se dodaje natrijev hidrid (260,79 mg) nakon Cega
se reakcijska smjesa mijesa na sobnoj temperaturi dva sata.

Akrilonitril se upari na rotacijskom uparivacu, sirovi produkt suspendira u etil acetatu (30
mL) 1 profiltrira preko Biichnerovog lijevka u koji je stavljen celit. Filtrat se ispire sa zasi¢cenom
otopinom natrijeva hidrogenkarbonata, susi na bezvodnom kalijevom karbonatu i upari.
Dobiveni sirovi produkt otopi se u diklormetanu (5 mL), doda se n-heksan (50 mL) prilikom
¢ega dolazi do nastanka taloga. Smjesa se profiltrira preko Biichnerova lijevka, a produkt P3
(2,24 g) se dobije uparavanjem filtrata.

U otopinu P3 u ledenoj octenoj kiselini (6,5 mL) doda se katalizator PtO; (215,87 mg).
Provede se hidrogeniranje 24 sata pri tlaku od 3,5 bara. Dobivena reakcijska smjesa profiltrira
se kako bi se uklonio katalizator. Nakon Sto se filtrat upari na rotacijskom uparivacu, sirovom

produktu doda se diklormetan (7 mL) i voda (13 mL) te se provede gradijentna ekstrakcija pri
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tri razli¢ite pH vrijednosti: 4,2, 6,51 8,15. Zeljena pH vrijednost otopine postizala se dodatkom
0,1 M HCI, odnosno dodatkom 0,1 M NaOH. Uparavanjem organskih ekstrakata pri pH ~ 8 i
pH ~ 9 dobiven je produkt P4. Navedeni produkt je suspendiran u dietil-eteru (2 mL) i
profiltriran preko Bilichnerova lijevka.

Posljednji sintetski korak obuhvacéa 24-satno mijesanje P4 (1,08 g) u metanolu (108 mL)
pri temperaturi 45 °C daju¢i produkt P5.

3.3. Priprava tiosemikarbazida i tiosemikarbazona
Priprava makrozona, konjugata azitromicina i tiosemikarbazona, sastoji se od tri koraka. U
prvom koraku nastaje tiosemikarbazid, u drugom tiosemikarbazon, a tre¢i korak obuhvaca
konjugaciju 4"-aminopropil derivata azitromicina P5 i tiosemikarbazona pri ¢emu nastaje
makrozon.

Izotiocijanati koristeni u prvom sintetskom koraku su: 1-naftil izotiocijanat, benzil
izotiocijanat, 4-(trifluorometoksi)fenil izotiocijanat i tetrahidrofurfuril izotiocijanat. Njihove

strukture prikazane su na slici 13.

C.-”;i
- .
e g C‘;’__;S ,(,_.;-_,5‘
o NF . #°
FiCO
a) b) c) d)

Slika 13. Strukture izotiocijanata: a) 1-naftil izotiocijanat, b) benzil izotiocijanat, c) 4-

(trifluorometoksi)fenil izotiocijanat i d) tetrahidrofurfuril izotiocijanat.

Tiosemikarbazidi nastaju reakcijom izotiocijanata (tablica 5.) i hidrazin monohidrata (90,95
pL) u izopropanolu (10 mL). Reakcijska smjesa mijesa se na magnetnoj mjesalici jedan sat pri
0 °C pri ¢emu dolazi do nastanka taloga. Smjesa se profiltrira preko Biichnerovog lijevka sa

sinteriranom plo¢icom.
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Tablica 5. Mase i volumeni polaznih reaktanata (izotiocijanata) u sintezi tiosemikarbazida.

Izotiocijanat V / pL m/ mg
1-naftil izotiocijanat / 189,0255
Benzil izotiocijanat 135,34 /
4-(trifluorometoksi)fenil izotiocijanat 167,3 /
Tetrahidrofurfuril izotiocijanat 130,48 /

Tiosemikarbazoni nastaju reakcijom tiosemikarbazida i 4-formilbenzojeve kiseline uz ledenu
octenu kiselinu u izopropanolu (11 mL). Reakcijska smjesa mijeSa se 24 sata na sobnoj
temperaturi. Nastali talog profiltrira se preko Bulichnerovog lijevka.

Volumeni i mase polaznih reaktanata drugog sintetskog koraka prikazani su u tablici 6.

Tablica 6. Mase i volumeni polaznih reaktanata u sintezi tiosemikarbazona.

V (ledena
m m

octena : :
(formilbenzojeva

kiselina)/ o
uL kiselina)/ mg

N-(naftalen-1-il)hidrazin-

Ime tiosemikarbazida (tiosemikarbazid) /
mg

karbotioamid 155,985 4,146 107,76
N-benzilhidrazin-karbotioamid 103,73 3,31 85,92
N-4-
(trifluorometoksi)fenilhidrazin- 107,96 2,48 64,51
karbotioamid
N-(tetrahidrofuran-2- 114 86 379 98,40

il)metihidrazin-karbotioamid

3.4. Priprava makrozona
Makrozoni nastaju reakcijom 4"-aminopropil derivata azitromicina P5 (60 mg) |

tiosemikarbazona (1 ekvivalent). U tikvici se otopi odgovarajuci tiosemikarbazon (tablica 7.) i
HATU (1,1 ekvivalent, 31,13 mg) u diklormetanu (5 mL), doda se DIPEA (3 ekvivalenta, 38,89

uL) te se smjesa mijesa uz pomo¢ magnetne mjesalice 30 minuta na sobnoj temperaturi. Nakon
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30 minuta doda se P5 i reakcijska smjesa se nastavlja mijesati 24 sata. ZavrSetkom reakcije

otapalo se upari na rotacijskom uparivacu.

Tablica 7. Prikaz masa polaznih reaktanata (tiosemikarbazona) u sintezi makrozona.

m
Ime tiosemikarbazona (tiosemikarbazon)
/ mg
4-((2-(naftalen-1-ilkarbamotioil)hidrazono)metil)benzojeva 26.01
kiselina ’
4-((2-(benzilkarbamotioil)hidrazono)metil)benzojeva kiselina 23,32
4-((2-(4
(trifluorometoksi)fenil)karbamotioil)hidrazono)methil)benzojeva 28,53
kiselina
4-((2-(((tetrahidrofuran-2- 3387

il)metil)karbamotioil)hidrazono)metil)benzojeva kiselina

Tijek svih navedenih reakcija, priprava 4"-aminopropil derivata azitromicina P5,
tiosemikarbazida, tiosemikarbazona i makrozona, pra¢ene su tankoslojnom kromatografijom.
Mobilna faza koristena za razvijanje TLC plocCice sastojala se od diklormetana, metanola i
amonijaka (25 %) u omjeru 90:15:1,5. Reaktanti 1 produkti vizualizirani su prskanjem plocice
10 %-tnom otopinom sumporne Kiseline u etanolu (priprava P5) i koristenjem UV lampe pri A
=256 i L= 366 nm (priprava tiosemikarbazida, tiosemikarbazona i makrozona).

Pripravljeni makrozoni pro¢is¢eni su pomocu flash kromatografije uz gradijentno
eluiranje. Kao pokretna faza koriSten je sustav otapala DCM:MeOH:NH3z u omjeru 90:9:0,5, a
kao nepokretna faza silikagel. Eluiranje je zapoceto s diklormetanom, nakon ¢ega se postupno
mijenjao sastav mobilne faze povecavanjem sustava otapala za 10%. Protok mobilne faze
iznosio je 8 mL/min te su skupljane frakcije od 4 mL koje su se potom analizirale tankoslojnom

kromatografijom.

3.5. Metode za karakterizaciju sintetiziranih spojeva

Prisutnost dobivenih makrozona u reakcijskim smjesama potvrdena je spektrometrijom masa.

Spektri masa snimljeni su na uredaju Waters UPLC ESI MS uz ionizaciju elektrorasprsenjem.
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Udio makrozona u reakcijskoj smjesi odreden je pomocu tekucéinske kromatografije visoke
djelotvornosti (engl. High performance liquid chromatography, HPLC). Kao nepokretna faza
koriStena je kromatografska kolona Waters XBridge Phenyl, a kao pokretna faza smjesa
acetonitrila i amonijaénog pufera (NH3/NH4HCO3) koncentracije soli 10 mmol L pri
vrijednosti pH = 10. Uzorci koncentracije 5 mg mL™ pripremljeni su otapanjem reakcijske
smjese u acetonitrilu. Provedeno je gradijentno eluiranje te je podeSena valna duljina detekcije
na 210 nm.

Strukture dobivenih produkata (tiosemikarbazida, tiosemikarbazona i makrozona)
potvrdene su spektroskopijom NMR. Jednodimenzijski (*H NMR i DEPT) i dvodimenzijski
(COSY, HSQC i HMBC) spektri NMR snimljeni su na spektrometru NMR Bruker Avance Il
HD 400 MHz/54mm Ascend. Uzorci (5 mg) su otopljeni u 550 pL deuteriranog otapala.
Deuterirana otapala koriStena u ovom radu su kloroform-d, dimetilsulfoksid-ds i acetonitril-ds.

Kao referentni siglan koriSten je tetrametilsilan.

3.6. Odredivanje bioloske aktivnost
Bioloska aktivnost In vitro novosintetiziranih derivata azitromicina napravljena je u Fidelti Ltd.
Aktivnost Cetiri razli¢ita makrozona, 4"-A, 4"-B, 4"-C,4"-D , odredena je na osam Gram-
pozitivnih bakterija: S. aureus ATCC 29213, S. aureus B0330 (cMLS), S. aureus B0331 (M),
S. pneumoniae ATCC 49619, S. pneumoniae B0326 (M), S. pneumoniae B0633 (cMLS), S.
pyogenes B0542 i E. faecalis ATCC 29212, Cetiri Gram-negativne bakterije: E. coli ATCC
25922, K. pneumoanie ATCC 700603, A. baumannii ATCC 17978, P. aeruginosa ATCC
27853 i na organizam koji pripada carstvu gljiva S. cerevisiae.

Dobivene vrijednosti MIK novopripravljenih makrozona usporedene su s onima za

azitromicin za navedene sojeve bakterija.
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§4. REZULTATI I RASPRAVA

4.1. Priprava spojeva

U sklopu ovog rada uspjesno su pripravljena Cetiri makrozona reakcijom 4"-aminopropil
derivata azitromicina i tiosemikarbazona. Pripravi makrozona prethodila je sinteza Cetiri
tiosemikarbazida, Cetiri tiosemikarbazona i sinteza derivata azitromicina. Svi sintetski putevi i
postupci pojasnjeni su u eksperimentalnom dijelu ovoga rada.

Prema literaturnim podacima’ modifikacijom polozaja C4" u azitromicinu (slika 4)
dobiveni su spojevi zadovoljavajuce antimikrobne aktivnosti. 1z tog razloga pribjeglo se
kemijskoj modifikaciji upravo tog polozaja u azitromicinu. Sintetski put 4"-aminopropilnog
derivata azitomicina Ps prikazan je na Shemi 2.

Shema 2. Sinteza 4"-aminopropil derivata azitromicina.
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Pripravi tiosemikarbazona prethodila je priprava tiosemikarbazida. Tiosemikarbazidi su
sintetizirani reakcijom izotiocijanata i hidrazin monohidrata (Shema 3.) Reakcijom dobivenh
tiosemikarbazida i 4-formilbenzojeve kiseline uz dodatak ledene octene u propan-2-olu

sintetizirani su tiosemikarbazoni (Shema 4.).

MNH>
#° . g
= C /'i\H] 1PrOH
N + HiN . L
H-O G”C, lh

E = HN 8
|
E

YO A

Shema 3. Priprava tiosemikarbazida.

MNH=
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Shema 4. Priprava tiosemikarbazona.
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Za pripravu makrozona kao polazni spojevi koriSteni su prethodno pripravljeni
tiosemikarbazoni i 4"-aminopropil derivat azitromicina uz dodatak HATU i DIPEA-e.
Deprotonacijom karboksilne skupine tiosemikarbazona pomo¢u DIPEA-e nastaje karboksilatni
anion. Reakcijom karboksilatnog aniona i HATU dolazi do nastanka aktiviranog estera.
Makrozon nastaje nukleofilnim napadom amino skupine 4"-aminopropil derivata azitromicina
na ugljikov atom karboksilne skupine aktiviranog estera. Sintetski put makrozona prikazan je
na Shemi 5.



32

8§ 4. Rezultati i rasprava

O
HO
-+
I.E\;/
HII/J\S
HATU | DCM
DIPEA | 24h
M,,“-.m
HO OH
- O
e : s . ) -
&
---ullll(/

N N

YO S

4" _ A 4" _

Shema 5. Priprava markozona.
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4.2. Karakterizacija sintetiziranih spojeva

Za Kkarakterizaciju novosintetiziranih spojeva — 4"-aminopropilni derivat azitromicina,
tiosemikarbazoni i makrozoni — koristene su tekuc¢inska kromatografija visoke djelotvornosti,
spektrometrija masa i spektroskopija NMR.

Iz reakcijske smjese 4"-aminopropilni derivat azitromicina , spoj Ps prvo je pro¢iséen i
izoliran kolonskom kromatografijom. Struktura spoja Ps predlozena je na temelju podataka
dobivenih iz spektra mase te kombinacijom podataka dobivenih iz spektara NMR. PredloZena
struktura spoja prikazana je na slici 14. Na slici 15. prikazan je spektar mase spoja Ps, dok se
na slikama 16. — 20 nalaze jedno- i dvo-dimenzijski spektri NMR. Prekursor ion u spektru mase
nalazi se pri m/z od 807 $to odgovara masi spoja Ps. Fragmentacijom nastaju produktni ioni pri
m/z 591, 404 i 158.

U spektru COSY mogu se opaziti korelacijski signali 4““-aminopropilnog lanca koji ¢ine
jedan spinski sustav i oznaceni su na Slici 18., a pripadaju protonima 4“a, 4“b i 4“c. HMBC
korelacijski signali ogranka C4"a — C4"c (slika 20 a)) u suglasju su s onima opazenim u spektru
COSY. Iz spektra HMBC se vidi korelacija izmedu atoma C4" s protonima 2", 4" i 5" §to je i
oc¢ekivano buduci da pripadaju Seceru kladinozi. Medutim, najvazniji je opazeni korelacijski
signal C4"-H4"a koji potrduje da se supstiticija 4“-aminopropilnog ogranka dogodila upravo na
polozaju C4" u kladinozi (slika 20 b)). Nadalje, u spektru HMBC nisu opaZeni korelacijski
signali atoma C4" s protonima 4"b i 4"c zbog udaljenosti ovih protona od cetiri odnosno pet

kemijskih veza.
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Slika 14. Struktura 4"-aminopropil derivata azitromicina (Ps).
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Slika 15. Spektar ESI-MS spoja Ps. snimljen u pozitivnom modu sa zaokruzenim

molekulskim ionom.
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Slika 16. Spektar *H NMR spoja Ps snimljen u kloroformu-d pri 298K.
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Slika 17. Spektar DEPT-Q NMR spoja Ps snimljen u kloroformu-d pri 298K.
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Slika 18. Spektar COSY NMR spoja Pssnimljen u kloroformu-d pri 298K s ozna¢enim

korelacijskim signalima protona 4“a, 4“b 1 4*“c.
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Slika 19. Spektar HSQC NMR spoja Ps snimljen u kloroformu-d pri 298K.
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Slika 20. a) Cijeli spektar HMBC NMR spoja Ps snimljen u kloroformu-d pri 298K s

oznacenim korelacijskim signalima ugljika i protona 4‘“a, 4“b 1 4“c.
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Slika 20. b) Uvecani dio spektra HMBC NMR spoja Ps snimljen u kloroformu-d pri 298K s

oznacenim korelacijskim signalima ugljika C4 i protona H4"a.
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Na temelju analize svih spektara NMR napravljena je asignacija ugljikovih i vodikovih atoma

koja je prikazana u Tablici 8.

Tablica 8. Asignacija kemijskih pomaka 'H i *C NMR 4"-aminopropil derivata azitromicina.

4"-aminopropil derivat azitromicina — Ps

Atom O(H) ppm  6(*3C)/ ppm Atom O(*H) ppm  8(*3C)/ ppm

1 - 179,02 14 1,48; 1,89 21,29
2 2,74 45,32 14Me 0,89 11,27
2Me 1,19 14,76 1 4,52 102,57
3 4,23 77,88 2' 3,20 71,03
4 1,96 42,21 2'0OH -2 -
4Me 1,03 9,09 o 2,53 65,36
5 3,61 83,38 3'NMe; 2,27 40,29
6 = 73,51 4 1,19; 1,64 28,70
6Me 1,31 27,62 S 3,76 67,95
60H -2 = 5'Me 1,19 21,76
7 1,28; 1,76 42,29 1 5,10 94,90
8 1,98 26,76 2" 1,48; 2,36 35,39
8Me 0,89 21,99 3" - 73,83
9 1,98; 2,53 70,22 3"Me 1,25 21,76
9aN 2,31 36,22 3"OMe 3,32 49,54
10 2,67 62,41 4" 2,78 87,77
10Me 1,06 7,21 4"a 3,69 72,76
11 3,64 73,38 4’b 1,76 33,93
110H -2 - 4’c 2,76 39,46
12 - 74,16 4"d -2 -
120H -2 - 5 4,29 64,62
12Me 1,06 16,23 5’Me 1,28 18,52
13 4,66 71,27

Strukture pripravljenih tiosemikarbazida potvrdene su spektroskopijom NMR te su spektri
NMR i asignacije prikazane u dodatku, D1-D8.

Za potrebe karakterizacije tiosemikarbazona snimani su spektri *H, DEPT-Q, COSY,
HSQC i HMBC. U nastavku rada prikazani su spektri i asignacije tiosemikarbazona D, dok se

spektri i asignacije preostala tri pripravljena tiosemikarbazona nalaze u dodatku (D9-D26).
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Struktura spoja tiosemikarbazona D predlozena je na temelju kombinacije podataka
dobivenih iz spektara NMR te je prikazana na slici 21. U spektru COSY (slika 24.) moze se
opaziti signal H8 pri kemijskom pomaku od 8,13 ppm i njegova slaba korelacija s protonima
atomatskog prstena. U spektru COSY mogu se opaziti korelacijski signali izmedu protona H8
I H8a te korecijski signali izmedu protona H9 i H10. Takoder, u spektru COSY postoje
korelacije protona unutar aromatskog i tetrahidrofuranskog dijela molekule, ¢ineéi odvojene
spinske sustave. U spektru HMBC (slika 26.) nalaze se korelacijski signali izmedu atoma C4 i
C6 s atomima H3, H7 i H8, dok atomi C3 i C7 koreliraju samo s atomima H4 i H6. Takoder,
oc¢ekivani korelacijski signali atoma C5 s aromatskim protonima i protonom H8 te atoma C2
samo s atomima H3 i H7 opazeni su i u spektru HMBC. Korelacijski signali HMBC unutar
aromatskog i tetrahidrofuranskog dijela molekule potvrduju zaklju¢ke dobivene iz spektra
COSsY.

5
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Slika 21. Struktura tiosemikarbazona D uz oznadéene lokante.
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Slika 22. Spektar *H NMR tiosemikarbazona D snimljen u DMSO-ds pri 298K.
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Slika 23. Spektar DEPT-Q tiosemikarbazona D snimljen u DMSO-dg pri 298K.
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Slika 24. Spektar COSY tiosemikarbazona D snimljen u DMSO-ds pri 298K s oznacenim
korelacijama protona H8 (8,13 ppm) i H8a (11,69 ppm), odnosno H9a (8,55 ppm) i H10

(3,58; 3,68).
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Slika 25. Spektar HSQC tiosemikarbazona D snimljen u DMSO-ds pri 298K.
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Slika 26. Spektar HMBC tiosemikarbazona D snimljen u DMSO-ds pri 298K s 0znacenim
korelacijskim signalima unutar tetrahidrofurnaskog prstena (od 1,66 ppm do 4,14 ppm) i

aromatskog prstena (od 7,91 ppm do 7,97 ppm).

Asignacija atoma napravljena je na temelju analize jedno- i dvo-dimnzijskih spektara NMR i

nalazi se u Tablici 9.

Tablica 9. Asignacija kemijskih pomaka *H i **C NMR tiosemikarbazona D.

Tiosemikarbazon D

Atom o (*H)/ppm o (3BC)/ppm Atom & (*H)/ppm 4 (**C)/ppm

1 - 167,35 9 - 177,84
la 13,13 - 9a 8,55 -

2 - 132,0 10 3,58; 3,68 47,9
3,7 7,97 130,19 11 4,14 77,13
4,6 7,91 127,61 12 1,82; 1,86 25,70

5 - 138,8 13 1,66; 1,92 28,87

8 8,13 141,53 14 3,65; 3,81 67,6

8a 11,69 -
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Karakterizacija novih makrozona (A-D) provedena je pomocu tekuéinske kromatografije
visoke djelotvornosti, spektrometrije masa i spektroskopije NMR. Udjeli makrozona u
reakcijskim smjesana dobiveni su metodom normalizacije pikova u kromatogramima. Nakon
procis¢avanja spojeva pomocu flash kromatografije, struktura svakog makrozona potvrdena je
spektroskopijom NMR. Spektri i asignacije makrozona D — tetrahidro-2-furfuril-makrozona —
prikazane su u nastavku, dok se spektri i asignacije preostala tri pripravljena makrozona nalaze
u dodatku (D27-D46).

Struktura makrozona D predlozena je na temelju podatka dobivenih iz spektra mase te
kombinacijom podataka dobivenih iz spektara NMR. PredloZena struktura spoja prikazana je
na slici 27. Analizom kromatograma prikazanog na slici 28., izracunat je udio makrozona u
smjesi koji iznosi 31,3%. Na slici 29. nalazi se spektar mase makrozona D. U spektru je opazen
signal molekulskog iona pri m/z 1095,81 koji odgovara masi spoja D. Fragmentacijom spoja D
nastaje produktni ion pri m/z 548,68. Na slikama 30. — 33. prikazani su spektri NMR za potvrdu
strukture pripravljenog makrozona. U spektru COSY (slika 31.) vide se dva spinska sustava
koji pripadaju makrolidnom i tiosemikarbazonskom dijelu molekule makrozona. Budu¢i da OH
skupina tiosemikarbazona sudjeluje u reakciji s 4"-aminopropilnim prekursorom, ne vidi se
signal OH skupine vezane na C15 (pri 13,13 ppm) §to upucuje da je doslo do kemijske reakcije
i povezivanja tih dvaju fragmenata. U molekuli makrozona protoni 4", 4"a, 4"b, 4"c odsjenjeniji
su u usporedbi s prekursorom zbog elektronskog utjecaja atoma kisika na atomu C15. Isto tako,
atom C16 je odsjenjeniji u molekuli markozona u usporedbi s molekulom tiosemikarbazona sto
se pripisuje utjecaju atoma dusika na polozaju 4"d. Kemijski pomaci *H i 3C navedeni su u
tablici 10. Spektar HMBC (slika 33.) prikazuje korelacije unutar pojedinih spinskih sustava. U
spektru je opazena i korelacija atoma C15 s aromatskim protonima te protonima 4"c §to je

dodatna potvrda da je doslo do vezanja prekursora i tiosemikarbazona na polozaju 4".
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Slika 28. Kromatogram reakcijske smjese makrozona D
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Slika 29. Spektar ESI-MS makrozona D snimljen u pozitivnom modu sa zaokruzenim

molekulskim ionom.
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Slika 30. Spektar *H makrozona D snimljen u acetonitrilu-ds pri 298K.
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Slika 31. Spektar COSY makrozona D snimljen u acetonitrilu-ds pri 298K.
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Slika 32. Spektar HSQC makrozona D snimljen u acetonitrilu-ds pri 298K.
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Slika 33. a) Cijeli spektar HMBC makrozona D snimljen u acetonitrilu-ds pri 298K s

oznacenim korelacijskim signalima C15 1 H4"c, H17, H21.



§ 4. Rezultati i rasprava 47

S . B R

F1 [ppm]

165

C15 - Ha"

-————r—F——T—T 77T
4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 F2 [ppm]

Slika 33. b) Uvecani dio spektra HMBC NMR makrozona D snimljen u acetonitrilu-ds pri

298K s oznacenim korelacijskim signalima ugljika C15 i protona H4"c.

Na temelju podataka dobivenih iz spektra mase i jedno- i dvo-dimenzijskih spekara NMR

napravljena je asignacija atoma 13C i 1H ¢iji su kemijski pomaci navedeni u tablici 10.

Tablica 10. Asignacija kemijskih pomaka *H i 3C makrozona D.

Atom o (*H)/ppm o (**C)/ppm  Atom o (*H)/ppm ¢ (C)/ppm

1 - 178,4 4 1,14; 1,67 29,36
2 2,79 45,32 o 3,69 67,80
2Me 1,19 14,50 5'Me 1,19 21,12
3 4,29 78,16 1" 4,95 95,28
4 2,01 41,95 2" 1,58; 2,36 34,93
4Me 1,07 8,68 3" - 73,79
5 3,59 83,31 3"OMe 3,28 49,07
6 - 73,54 3"Me 1,25 20,82
60H -2 - 4" 2,89 87,47
6Me 1,30 27,08 4"a 3,74, 3,86 73,11

7 1,43; 1,63 42,0 4"b 1,87 29,68
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8 2,03 26,27 4"c 3,41; 3,61 38,35
8Me 0,93 21,49 4"d 7,53 -
9 2,32; 2,54 68,43 Sh 4,32 64,58
9a 2,37 35,75 5"Me 1,31 18,40
10 2,87 62,39 15 - 165,8
10Me 1,11 7,28 16 - 135,96
11 3,61 74,36 17,21 7,97 127,58
110H -2 - 18, 20 7,90 127,24
12 - 74,35 19 - -2
120H -2 - 22 8,03 141,51
12Me 1,08 16,41 22a -2 -
13 4,81 76,86 23 - 178,18
14 1,47; 1,86 20,97 23a 8,09 -
14Me 0,88 10,54 24 3,62; 3,86 48,04
1 4,53 102,46 25 4,15 77,06
2' 3,14 70,82 26 1,65; 2,00 28,39
2'0OH -2 - 27 1,91 25,37
3' 2,55 65,41 28 3,75; 3,88 67,68
3'NMe 2,23 39,55

4.3. BioloSka aktivnost

Napravljena je antibakterijska aktivnost in vitro za novopripravljene makrozone 4"A, 4"B, 4"C
i 4"D odredivanjem minimalne inhibitorne koncentracije (MIK) prema standardnim
protokolima (CLSI, engl. Clinical Laboratory Standards Institute). Spojevi su testirani u
rasponu koncentracija od 0,125 pg mL*do 64 ng mL 2.

Istrazena je bioaktivnost makrozona na neke susceptibilne i rezistentne sojeve koji uzrokuju
infekcije disnih putova (S. aureus, S. pneumoniae, S. pyogenes, K. pneumoaniae) i druge razne
infekcije poput infekcije mokraénog i probavnog sustava (S. aureus, E. faecalis,® E. coli,?* K.
Pneumoaniae.®®) Jedna od najpoznatijih rezistentnih bakterija je zlatni stafilokok, meticilin-
rezistentni S. aureus (engl. Methicillin-resistant Staphylococcus aureus, MRSA) koji je razvio
otpornost na Sirok spektar antibiotika.

U tablici 11. prikazane su i usporedene vrijednosti MIK za makrozone i azitromicin. Za
rezistentne sojeve naznacen je mehanizam kojim pokazuju otpornost na antibiotike (CMLS —
konstitutivna rezistencija na makrolide, linkozamide i streptogramine; M — efluks rezistencija

na makrolide).



8§ 4. Rezultati i rasprava 49

Tablica 11. Minimalna inhibitorna koncentracija, MIK (pg/mL) makrozona i azitromicina na
neke sojeve bakterija.

Gram-negativne

Gram-pozitivne bakterije bakterije

S. aureus ATCC
29213
S. aureus B0330
(cMLS)
S. aureus B0331
(M)
S. pneumoniae
ATCC 49619
S. pneumoniae
B0326 (M)

S. pneumoniae
B0633 (cMLS)
S. pyogenes
B0542
E. faecalis
ATCC 29212
E. coli ATCC
25922
K. pneumoaniae
ATCC 700603
A. baumannii
ATCC 17978
P. aeruginosa
ATCC 27853

MIK (ug mL™?)

Azitromicin 2 >64 >64 <0.125 8 >64 <0.125 8 4 32 8 64

Makrozon

Prema tablici 11. moze se uoditi kako neki makrozoni pokazuju bolju, a neki slabiju
antibakterijsku aktivnost u odnosu na azitromicin.

Makrozon 4'-A ima izrazito bolju aktivnost od azitromicina na rezistentni soj S. aureus
B0331 (M). i soj E. faecalis ATCC 29212. Medutim, makrozon 4'*-A, kao i azitromicin, nije
pokazao znacajniju aktivnost na sojeve bakterija koje posjeduju konstitutivnu rezistenciju (S.
aureus B0330, S. pneumoniae B0633). Nadalje, vrlo dobra bioloska aktivnost (1-8 pg mL™?)
dobivena je za sojeve S. aureus ATCC 29213, S. pneumoniae ATCC 49619, S. pneumoniae
B0326 (M), S. pyogenes B0542 i E. faecalis ATCC 29212, ali nesto slabija za sojeve S. aureus
B0330 (cMLYS), S. pneumoniae B0633 (cMLS), E. coli ATCC 25922, K. pneumoaniae ATCC
700603, A. baumannii ATCC 17978, P. aeruginosa ATCC 27853, S. cerevisiae ATCC 7752
(> 64 pgmL™Y).

Makrozon 4'*-B pokazuje daleko najbolju aktivnost od svih testiranih spojeva na rezistentni
soj S. aureus B0331 (M). Za taj zlatni stafilokok bioaktivnost je ¢ak osam puta veéa od
bioaktivnosti azitromicina. Ujedno je povecana antibakterijska aktivnost opaZena za rezistentne

sojeve S. pneumoniae B0326 (M) i S. pneumoniae B0633 (cMLS) te za susceptibilni soj E.

4" - A 8 64 16 1 8 64 4 2 >64 >64 >64 >64
4" -B 4 >64 8 <0.125 2 32 1 2 >64 >64 >64 >64
4" -C 8 16 16 1 64 >64 4 4 64 >64 >64 >64

4" -D 8 >64 32 <0.125 2 >64 0,5 2 >64 >64 >64 >64

Gljive

S. cerevisiae
ATCC 7752

>64

>64

>64

>64

>64
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faecalis ATCC 29212. Visoka antimikrobna aktivnost (<0,125-4 pg mL™) sli¢na aktivnosti
azitromicina dobivena je za S. pneumoniae ATCC 49619, S. pneumoniae B0326 (M), S.
pyogenes B0542 i E. faecalis ATCC 29212. Makrozon 4''-B nije se pokazao djelotvornim u
borbi protiv Gram-negativnih bakterija i Gram-pozitivne rezistentne bakterije S. aureus B0330
(cMLS) (> 64 ug mL™).

Makrozon 4"-C ima nize vrijednosti MIK od azitromicina na tri bakterije, od toga su dva
rezistentna soja (S. aureus B0330 (cMLS), S. aureus B0331 (M)) i jedan susceptibilni (E.
faecalis ATCC 29212). Vrlo dobra bioaktivnost (1-8 ug mL ™) zabiljezena je za S. aureus
ATCC 29213, S. pyogenes B0542, E. faecalis ATCC 29212, S. pneumoniae ATCC 496109.
Navedeni makrozon ne pokazuje bioaktivnost na rezistentne sojeve S. pneumoniae i Gram-
negativne bakterije.

Makrozon 4"-D se pokazao najaktivnijim na rezistentni soj S. pneumoniae B0326 (M).
Njegova aktivnost je Cetiri puta veca od aktivnosti azitromicina za navedeni soj. Usporediva ili
veéa bioaktivnost (<0,125-4 ug mL?) od aktivnosti azitromicina dobivena je za rezistentni soj
S. aureus B0331 (M) i osjetljive sojeve S. pneumoniae ATCC 49619, S. aureus ATCC 29213,
S. pyogenes B0542 i E. faecalis ATCC 29212. Na Gram-negativne bakterije i konstitutivno

rezistentne Gram-pozitivne bakterije nije dobivena znac¢ajna aktivnost.
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§5. ZAKLJUCAK

U sklopu ovog rada uspjesno su pripravljena Cetiri nova makrozona, odnosno konjugata
azitromicina i tiosemikarbazona. S obzirom na dobru biolosku aktivnost tiosemikarbazona i
izvrstan farmakokineticki profil azitromicina pripravom makrozona pokusao se prosiriti spektar
antimikrobne aktivnosti s posebnim naglaskom na rezistentne baterijske sojeve.

Svi pripravljeni spojevi proc¢iséeni su tekuc¢inskom kromatografijom, a njihove strukture
potvrdene su pomocu jednodimenzijskih 1 dvodimenzijskih tehnika NMR te spektrometrijom
masa.

Nakon proci$éavanja spojeva odredena je bioloska aktivnost na panelu Gram-pozitivnih i
Gram-negativnih bakterija. Najvec¢i doprinos ovih istrazivanja lezi u ¢injenici da su neki od
pripravljenih spojeva pokazali odli¢nu aktivnost na sojeve bakterija koji su razvili rezistenciju
na azitromicin. Spojevi 1-naftil-, benzil-, 4-(fluorometoksi)fenil- i tetrahidro-2-furfuril —
makrozon (makrozoni A-D) imaju izvrsnu ukupnu biolosku aktivnost na Gram-pozitivne
bakterije. Posebno treba istaknuti aktivnost makrozona B i D na rezistentni soj S. pneumoniae
B0326 (M) koja je Cetiri puta veca od azitromicina, zatim aktivnost makrozona B na rezistentni
s0j S. aureus B0331 (M) koja je osam puta veca od azitromicina. Isti¢e se i aktivnost makrozona
A, B i D na susceptibilni soj E. faecalis ATCC 29212 (Cetiri puta veta od azitromicina).
Nadalje, makrozon C (4-(fluorometoksi)fenil-makrozon) je pokazao Cetiri puta vecu aktivnost
na rezistentni soj S. aureus B0330 (cMLYS).

Dobiveni rezultati sluze kao dobar temelj za daljnja istrazivanja i dizajn novih antibiotika S

poboljsanom bioloskom aktivnosti.
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https://www.kb-merkur.hr/userfiles/pdfs/Djelatnost/Jedinica%20za%20kvalitetu/informativni%20letci/KPC%20Klebsiella%20pneumoniae%20letak.pdf
https://www.kb-merkur.hr/userfiles/pdfs/Djelatnost/Jedinica%20za%20kvalitetu/informativni%20letci/KPC%20Klebsiella%20pneumoniae%20letak.pdf
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D1. Spektar *H NMR tiosemikarbazida A snimljen u DMSO-ds pri 298K.

D2. Asignacija kemijskih pomaka *H tiosemikarbazida A.

Tiosemikarbazid A

Atom o (*H) / ppm
1 9,23
10,18
9,34
7,96
7,90
7,81
7,8,9 10 7,54

o 01 B W DN

T
[ppm]
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D3. Spektar *H NMR tiosemikarbazida B snimljen u DMSO-ds pri 298K.

D4. Asignacija kemijskih pomaka *H tiosemikarbazida B.

Tiosemikarbazid C

o (*H) / ppm

Atom
1
2
3
4
59

6, 8
7
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7,31
7,30
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D5. Spektar 'H NMR tiosemikarbazida C snimljen u DMSO-ds pri 298K.

D6. Asignacija kemijskih pomaka *H tiosemikarbazida C.

Tiosemikarbazid C

Atom o (*H) / ppm
1 _a
2 _a
3 9,26
4,7 7,78

5,6 7,30

—
[ppm]

T
[ref]

T
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D7. Spektar *H NMR tiosemikarbazida D snimljen u DMSO-ds pri 298K.

D8. Asignacija kemijskih pomaka *H tiosemikarbazida D.

Tiosemikarbazid D

Atom o (*H) / ppm

1 4,50
8,70
7,77

3,43; 3,63
3,97

1,57; 1,83
1,83

3,61; 3,76

0 N O OB~ WD
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D9. Spektar *H NMR tiosemikarbazona A snimljen u DMSO-ds pri 298K.
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D10. Spektar DEPT-Q tiosemikarbazona A snimljen u DMSO-ds pri 298K.
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D11. Spektar COSY tiosemikarbazona A snimljen u DMSO-de pri 298K.
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D12. Spektar HSQC tiosemikarbazona A snimljen u DMSO-dg pri 298K.
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D13. Spektar HMBC tiosemikarbazona A snimljen u DMSO-dg pri 298K.

D14. Asignacija kemijskih pomaka H i *3C NMR tiosemikarbazona A.

Tiosemikarbazon A

Atom o (*H)/ppm o (**C)/ppm Atom o (*H)/ppm o (*3C)/ppm

1 - 167,45 10 - 136,1
la 13,04 - 11 7,91 127,51
2 - 132,1 12 7,84 123,92
3,7 8,08 128,07 13 7,92 127,52
4,6 7,92 129,97 14 - 131,07
5 - 138,8 15 7,92 127,01
8 8,27 141,87 16, 17 7,95 126,56
8a 12,07 - 18 7,99 125,93
9 - 178,66 19 - 136,17

9a 10,53 -
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D15. Spektar *H NMR tiosemikarbazona B snimljen u DMSO-ds pri 298K.
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D16. Spektar DEPT-Q tiosemikarbazona B snimljen u DMSO-dg pri 298K.
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D17. Spektar COSY tiosemikarbazona B snimljen u DMSO-ds pri 298K.
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D18. Spektar HSQC tiosemikarbazona B snimljen u DMSO-ds pri 298K.
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D19. Spektar HMBC tiosemikarbazona B snimljen u DMSO-ds pri 298K.

D20. Asignacija kemijskih pomaka H i *3C NMR tiosemikarbazona B

Tiosemikarbazon B

Atom o (*H)/ppm o (*3C)/ppm Atom o (*H)/ppm 6 (*°C)/ ppm
1 - 167,44 9 - 178,27
la 13,05 - %9a 9,21 -

2 - 131,79 10 4,87 47,11
3,7 7,94 129,96 11 - 139,85
4,6 7,94 127,72 12,16 7,36 127,73

5 - 138,76 13,15 7,34 128,65

8 8,14 141,43 14 7,25 127,23

8a 11,75 -
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§ 8. Dodatak XXV

B | 1 1y A L|
D21. Spektar *H NMR tiosemikarbazona C snimljen u DMSO-dg pri 298K.
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D22. Spektar DEPT-Q tiosemikarbazona C snimljen u DMSO-dg pri 298K.
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D23. Spektar COSY tiosemikarbazona C snimljen u DMSO-ds pri 298K.
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D24. Spektar HSQC tiosemikarbazona C snimljen u DMSO-ds pri 298K.
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D25. Spektar HMBC tiosemikarbazona C snimljen u DMSO-ds pri 298K.

D26. Asignacija kemijskih pomaka *H i 3C NMR tiosemikarbazona C.

Tiosemikarbazon C

Atom ¢ (*H) / ppm

1 -
la 13,10
2 -

3,7 7,98

4,6 8,04
5 -

8 8,23

8a 12,09

167,30
132,13
130,15
128,23
138,56
142,65

0 (BC)/ppm  Atom

9
9a
10

11, 15
12,14
13
16

o (*H) / ppm

10,30
7,70
7,39

o (*C) / ppm
177,02

138,74
128,23
121,24
146,10
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D27. Spektar ESI-MS makrozona A snimljen u pozitivnom modu.
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D28. Kromatogram reakcijske smjese makrozona A.
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D29. Spektar *H makrozona A snimljen u acetonitrilu-ds pri 298K.
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D30. Spektar COSY makrozona A snimljen u acetonitrilu-dsz pri 298K.
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D31. Spektar HSQC makrozona A snimljen u acetonitrilu-ds pri 298K.
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D32. Spektar HMBC makrozona A snimljen u acetonitrilu-ds pri 298K.

D33. Asignacija kemijskih pomaka H i 3C makrozona A.

Atom o (*H)/ppm é (**C)/ ppm Atom o (*H)/ppm 6 (3°C)/ppm
1 - 178,4 3'NMe; 2,24 39,82
2 2,68 45,36 4' 1,14; 1,67 29,14

2Me 1,15 12,00 5' 3,68 67,78
3 4,26 78,23 5'Me 1,17 21,07
4 1,87 41,89 1" 4,93 95,27

4Me 1,01 9,00 2" 2,38; 1,56 34,74
5 3,55 83,26 3" - 73,79
6 - 73,73 3"OMe 3,28 49,08

60H -2 - 3"Me 1,24 21,02

6Me 1,28 26,82 4" 2,89 87,19
7 1,29 42,04 4"a 3,86; 3,74 73,21
8 2,00 26,38 4"b 1,87 29,8

8Me 0,93 21,47 4"c 3,65; 3,43 38,32

9 2,55; 2,33 68,45 4"d 7,58 -



§ 8. Dodatak

%9a
10
10Me
11
110H

12
120H
12Me

1,10
4,80
1,51, 1,87
0,90
4,49
3,11

a

2,52

35,73
62,6
7,4
73,94

16,28
76,73
21,49
10,57
102,57
70,73

65,50

5
5"Me
15
16
17, 21
18,20
19
22
22a
23
23a
24
25, 26, 27
28
29, 30, 31, 32



§ 8. Dodatak

XXXl

2000 A

1500 7]

1000 A

odziv detektora / mAU

500 -

L
_5.251

17216

1.831
15.834

vrijeme /min

D34. Kromatogram reakcijske smjese makrozona B.
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D35. Spektar *H makrozona B snimljen u acetonitrilu-ds pri 298K
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D36. Spektar COSY makrozona B snimljen u acetonitrilu-ds pri 298K.
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D37. Spektar HSQC makrozona A snimljen u acetonitrilu-ds pri 298K.
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Slika 38. HMBC spektar makrozona B snimljen u acetonitrilu-ds pri 298K.

D39. Asignacija kemijskih pomaka H i *3C makrozona B.

Atom o (*H) / ppm o (B3C)/ ppm Atom o (*H) / ppm 0 (BC)/ ppm

1 - 178,9 4 1,61;1,12 29,55
2 2,63 45,76 b 3,57 68,03
2Me 1,09 14,83 5'Me 1,13 21,28
3 4,18 78,64 1 4,99 95,15
4 1,82 42,21 2" 1,44; 2,28 35,15
4Me 0,95 9,31 & - -2
5 3,49 83,41 3"OMe 3,10 39,06
6 - -2 3"Me 1,23 18,22
60H -2 - 4" 2,75 87,29
6Me 1,29 217,26 4"a 3,65; 3,79 73,64
7 1,71;1,18 42,20 4"b 1,81 29,47
8 1,96 26,51 4"c 3,33; 3,68 38,99
8Me 0,87 21,99 4"d -2 -
9 2,14; 2,56 69,34 S 4,23 64,55
9a 2,34 36,66 5"Me 1,29 17,72

10 2,78 62,87 15 - -2
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D40. Spektar ESI-MS makrozona C snimljen u pozitivnom modu.
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D41. Kromatogram reakcijske smjese makrozona C.
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D42. Spektar *H makrozona C snimljen u acetonitrilu-ds pri 298K
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D43. Spektar COSY makrozona C snimljen u acetonitrilu-ds pri 298K.
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D44 Spektar HSQC makrozona C snimljen u acetonitrilu-ds pri 298K.



§ 8. Dodatak

XXXVili

O

LA
. E SUERY
: RO MY %
o = T, regd
» “l- N .-ﬂ _}gé?t‘: n.i;-“
+ ol :
o L R
:n..':.'ﬂn"l-} -‘ 3 :}.i'::i.'
L '
Vo

F1 [ppm]

T
2

F2 [ppm]

D45. Spektar HMBC makrozona C snimljen u acetonitrilu-ds pri 298K.

D46 Asignacija kemijskih pomaka *H i **C makrozona C.

o (*C) / ppm

Atom

o (*H)/ppm 6 (*°C)/ ppm

- 178,7
2,74 45,36
1,18 14,79
4,28 78,55
1,97 41,74
1,04 9,04
3,61 83,41
- 73,48

) -
1,30 27,29
1,38; 1,67 42,33
1,99 26,27
0,94 21,45

Atom
4'

3"OMe
3"Me
4
4"a
4"b
4"c
4"d

o (*H) / ppm

1,11; 1,63
3,67
1,19
4,93

1,57, 2,37
3,22
1,24
2,89

3,74, 3,86
1,87

3,37, 3,68
7,57

28,84
67,97
21,20
95,51
34,86
73,73
49,13
20,94
87,32
73,41

29,7
38,41
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SAZETAK

PRIPRAVA, KARAKTERIZACIJA I BIOLOSKA AKTIVNOST NOVIH DERIVATA
AZITROMICINA — MAKROZONA

Jana Gasperov

Makrolidni antibiotici su vrlo uéinkoviti u lijeCenju infekcija uzrokovanih Gram-pozitivnim i
Gram-negativnim bakterijama, a naj¢esée se primijenjuju u lijeenju infekcija disnih puteva
Medutim, Siroka 1 nepravilna upotreba antibiotika dovela je do pojave bakterijske rezistencije
koja je postala svjetski zdravstveni problem. Zbog toga je danas istrazivanje i razvoj novih
lijekova sa Sirim spektrom antimikrobne aktivnosti izazov 21. stoljeca. Problematika ovog rada
temelji se na otkricu novih bioaktivnih derivata makrolida s poboljsanom bioloskom aktivnosti
s posebnim naglaskom na aktivnost prema rezistentnim bakterijskim sojevima. U radu je
opisana priprava, karakterizacija i bioloska aktivnost novih derivata azitromicina, makrozona.
Konjugacijom 4"-aminopropil derivata azitromicina i tiosemikarbazona pripremljena su Cetiri
nova makrozona. Pripravljeni spojevi su okarakterizirani pomoc¢u spektroskopije NMR,
spektrometrije masa i teku¢inske kromatografije visoke djelotvornosti. Provedena su i bioloska
testiranja makrozona na odabrane rezistentne i susceptibilne Gram-pozitivne i Gram-negativne
bakterije. Makrozoni su pokazali vrlo dobru bioloSku aktivnost, posebice na neke rezistentne
bakterije. Dobiveni rezultati posluzit ¢e kao dobar temelj za daljnja istrazivanja i dizajn novih

antibiotika.

Kljuéne rije¢i: azitromicin, bioloska aktivnost, rezistencija, ,makrozoni, spektroskopija NMR



§ Abstract xli

ABSTRACT

SYNTHESIS, CHARACTERIZATION AND BIOLOGICAL ACTIVITY OF NEW
AZITHROMYCIN DERIVATES - MACROZONES

Jana Gasperov

Macrolide antibiotics are very efficient agents to treat infections caused by Gram-positive and
Gram-negative bacteria and are mostly used in treating respiratory tract infections. However,
wide use as well misusage of antibiotics leads to bacterial resistance which consequently
became a major world health issue. Therefore, discovery and development of new antimicrobial
drugs poses a medical challenge of 21st century. The work presented here deals with discovery
of new bioactive macrolide derivates with enhanced biological activity against resistant
bacterial strains. Hence, novel azithromycin conjugates, the macrozones have been prepared
and characterized and their biological activity evaluated. By conjugation of 4"-aminopropyl
azithromycin derivate and thiosemicarbazone, four new macrozones were prepared. Newly
synthesized compounds were characterized by NMR spectroscopy, mass spectrometry and high
resolution liquid chromatography (HPLC). Biological evaluation of macrozones against
resistant and susceptible Gram-positive and Gram-negative bacteria was made. Macrozones
showed very good biological activity especially against some resistant bacterial strains.

Obtained results can serve as a good platform for design and discovery of new antibiotics.

Keywords: azithromycin, biological activity, resistance, macrozones, spectroscopy NMR
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