PRIRODOSLOVNO-MATEMATICKI FAKULTET
Kemijski odsjek
Poslijediplomski sveucili$ni studij
Smjer: Analiticka kemija

Ivana Mikulandra

STRUKTURA, MEHANIZAM DJELOVANJA
I BIOLOSKA AKTIVNOST ODABRANIH
MAKROLIDA

Kemijski seminar |

prema radu: A. Janas, P. Przybylski Eur. J. Med. Chem. 182 (2019) 111662

Zagreb, 2020.



Kemijski seminar |

Sadrzaj
Lo UVOD e s 1
2. STRUKTURA I MEHANIZAM DJELOVANJA MAKROLIDA........cccooiiiiiinne. 2
2.1, SEruKtUra MaKrolida. ... ..ot 2
2.1. Mehanizam djelovanja makrolidnih antiDiotiKa..............ccocooiiiiiiiiii e 5
2.2.  Mehanizam rezistencije bakterija na makrolidne antibiotike ............c.cccccvviiiiiieic e 9
3. RAZVOJNOVIH MAKROLIDNIH ANTIBIOTIKA ... 11
3.1. Kemijska modifikacija saharidnih jedinica na ¢etrnaesteroflanim i petnaesteroclanim
MAKIOTTIMA ...ttt 11
3.1.1. Kemijska modifikacija KIAgiONZe............ccceevuiiiiiiiiii et st 12
3.1.2. Kemijska modifikacija aminoSaNarida............cceoeeiriiiiiiniie s 25
3.2. Kemijska modifikacija aglikonskog prstena etrnaesteroclanih i petnaesteroclanih
MAKIOTITA ...t bbbttt b s 29
4. ZAKLIUCAK .....oooiiiiiiiieeiieiee sttt 39

LITERATURNIIZVORI ..o 40



Kemijski seminar |

1. UVOD

Pojam ,,makrolid”, prvi put upotrijebljen 50-ih godina prosloga stoljeca, odnosi se na prirodne
I polusintetske antibiotike ¢iju strukturu karakterizira 12 do 16 atoma (N, C, O) u
makrociklickom laktonskom prstenu (aglikonu) koji na sebe ima vezane razlicite saharide i
aminosaharide. Prirodni laktonski antibiotici izolirani su iz soja bakterija Streptomyces.

Najznacajniju biolosku aktivnost pokazali su makrolidi koji sadrze cCetrnaesteroclani,
petnaesteroClani i SesnaesteroClani aglikonski prsten. Djelotvorni su u lijeCenju infekcija
uzrokovanih Gram-pozitivnim i nekim Gram-negativnim bakterijama. Osim Sirokog spektra
antibakterijske aktivnosti, posjeduju i antiupalnu, antimalarijsku i antikancerogenu aktivnost.
Primjena nekih makrolida moze izazvati nezeljene nuspojave kao $to su gastrointestinalne
tegobe, hepatotoksi¢nost 1 alergijske reakcije.

Vecina makrolida ima bakteriostatsko djelovanje. Vezu se za 50S podjedinicu bakterijskog
ribosoma u blizini centra peptidil-transferaze i na taj nacin steri¢ki sprjecavaju sintezu peptida
bitnog za rast i razvoj bakterija.!

Zbog sve veéeg razvoja bakterijske rezistencije na dosadasnje antibiotike, nuzno je
dizajnirati nove spojeve koji ¢e pokazati vecu biolosku aktivnost. U tu svrhu moze se pribjeci
kemijskoj modifikaciji postoje¢ih makrolida ili osmisljavanju inhibitora bakterijskih enzima
koji su odgovorni za razvoj rezistencije.

Buduc¢i da se Cetrnaestero¢lani i petnaestero¢lani makrolidi najvise primjenjuju u klinickim
ispitivanjima, u ovom kemijskom seminaru opisat ¢e se struktura, mehanizam djelovanja i
bioloska aktivnost novih kemijski modificiranih cetrnaesteroclanih i petnaesteroclanih

makrolida.
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2.  STRUKTURA I MEHANIZAM DJELOVANJA
MAKROLIDA

2.1. Struktura makrolida
Eritromicin A (a, slika 1.) je prvi makrolidni antibiotik, izoliran iz mikroorganizma
Saccharopolysporam erythraea. Sastoji se od Cetrnaestero¢lanog laktonskog prstena koji na
polozaju C3 ima vezanu kladinozu, a na polozaju C5 desozamin.

Predstavlja prvu generaciju makrolidnih antibiotika koju ne odlikuje dobra bioraspolozivost
i dugo vrijeme poluzivota zbog nedostatne kemijske stabilnosti u organizmu. U Zelu¢anim
kiselim uvjetima dolazi do intramolekulske ciklizacije reakcijom dviju hidroksilnih skupina (6-
OH i 12-OH) i karbonilne skupine (C9). Promjenom konformacije smanjuje se afinitet vezanja
eritromicina na ribosom §to dovodi do smanjenja ili izostanka bioloske aktivnosti.

Iz navedenih razloga alkiliranjem hidroksilne skupine na polozaju C6 pripravljen je
kemijski stabilniji klaritromicin (b, slika 1.), predstavnik prve generacije polusintetskih
makrolidnih antibiotika koja je pokazala $iri spektar antibakterijske aktivnosti.

Uvodenjem dusSika u aglikonski prsten pripravljeni su petnaesteroclani azalidi, druga
generacija makrolidnih antibiotika, ¢iji je poznati predstavnik azitromicin (c, slika 1.).

Kako razvoj bakterijske rezistencije zahtijeva konstantno i intenzivno istrazivanje
antibiotika s poboljSanom bioloSkom aktivnosti, tako je pripravljen novi polusintetski derivat
eritromicina, telitromicin (a, slika 2.), predstavnik ketolida - trece generacije makrolida. No,
ubrzo je povucen sa trzi$ta zbog izazivanja niza nuspojava (gastrointestinalnih tegoba, sinkopa,
hepatotoksicnost, slabljenje vida).l2

U tijeku je klinicko istrazivanje solitromicina (b, slika 2.), ketolida koji je strukturno vrlo
slican telitromicinu. lako se pokazao vrlo efikasnim u lijecenju bakterijske upale pluca, nije
odobren od strane FDA (U.S. Food and Drug Administration) zbog opreza od moguceg razvoja
nuspojava. FDA smatra kako solitromicin takoder moze izazvati hepatotoskicnost jer je 85 %

strukturno sli¢an telitromicinu.®
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Slika 2. Strukture ketolida: a) telitromicin, b) solitromicin

Istrazivanje konformacije makrolida u slobodnom i vezanom stanju bitno je za odredivanje
njihove bioloSke potentnosti. Konformacija je usko povezana s lipofilnosti koja pak utjece na
transport i sposobnost akumulacije makrolida u stanicama.* Makrolidi su kompleksne molekule
koje sadrze mnogo kiralnih centara, stoga promjena konfiguracije atoma moze utjecati na
promjenu biologkih i fizikalno-kemijskih svojstava.? Za razumijevanje veze izmedu strukture i
aktivnosti makrolida najvise su koriStene: spektroskopija NMR, rendgenska difrakcija i metode
molekulskog modeliranja.

Kombinacijom spektroskopije NMR i molekulskog modeliranja predlozena su dva
strukturna modela cetrnaesteroc¢lanih makrolida u otopini u slobodnom stanju: uvrnuta

konformacija (engl. folded-in) i izvrnuta konformacija (engl. folded-out).*®
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Za konformaciju tzv. folded-out karakteristi¢ni su parametri: homononuklearna konstanta
sprezanja 3Juams ~ 10 Hz, torzijski kut izmedu atoma H2-H3 ~ +£180°, kontakti NOE (eng|.
nuclear Overhauser effect): H4-H11 (2,7 A), H5-H18 (2,4-3,6 A), H15-H11 (3,2-4,2 A), H1'-
H5" ~ 2,4 A, dok su za konformaciju tzv. folded-in zabiljeZeni parametri: homononuklearna
konstanta sprezanja 3Juz,ns ~ 2-3 Hz, torzijski kut izmedu atoma H2—H3 ~ 100°, kontakt NOE
H1-H5" ~3,5 A28

Cetrnaesteroélani makrolidi u otopini veéinom zauzimaju energetski povoljniju
konformaciju folded-out.%’ Istrazivanjem G&etrnaestero¢lanog makrolida oleandomicina i
njegovih derivata opazeno je kako udio pojedine konformacije ovisi o polarnosti koriStenog
otapala i temperaturi tijekom snimanja spektara *H, NOESY (engl. nuclear Overhauser effect
spectroscopy) i ROESY (rotating frame Overhause effect spectroscopy) NMR.%1% Svi bitni

kontakti NOE prikazani su na slici 3.

1" q
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Slika 3. Kontakti NOE konformacije folded-in i folded-out oleandomicina?

Petnaesteroeroclani makrolidi u slobodnom i vezanom stanju poprimaju energetski
najpovoljniju konformaciju tzv. 3-endo folded-out.!*'?> U ovom sluéaju homonuklearna
konstanta sprezanja 3Juzns iznosi 4-5 Hz, a torzijski kut izmedu atoma H2-H3 ~ 122°.
Udaljenost protona H4-H11 te blizina saharidnih jedinica sli¢na je kao i kod konformacije tzv.
folded-out.

Proucavanje trodimenzijske strukture makrolida i interakcija u kompleksima kao $to su
makrolid - ribosom, makrolid - bakterijska membrana i makrolid - zu¢na kiselina od velike je
vaznosti za odredivanje cjelokupnog bioloskog profila makrolida i za dizajn novih derivata.?*3
Prilikom dizajna potencijalnog lijeka treba voditi ratuna o lipofilnosti i polarnosti, odnosno

topljivosti molekule u fizioloSkom mediju kako bi se lijek apsorbirao u organizam
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odgovaraju¢om brzinom. Osim topljivosti 1 propusnosti lijeka kroz stanicne membrane, bitna
je i bioraspolozivost. Budu¢i da bioraspolozivost ovisi 0 vezanju makrolida za plazma proteine,
ona se pak mozZe procijeniti istrazivanjem interakcija u kompleksu makrolid - albumin.4

Dvije najcesce koriStene komplementarne metode za proucavanje kompleksa makrolid -
bioloSka meta su spektroskopija NMR i rendgenska difrakcija.

Glavni nedostatak tehnike NMR je nemogucnost odredivanja strukture velikih bioloskih
molekula ( > 70 kDa) kao $to su proteini i nukleinske kiseline, dok se kristalografijom mogu
dobiti precizne vrijednosti njihovih strukturnih parametara. Ipak, stati¢na struktura u ¢vrstom
stanju ne mora odgovarati konformaciji u otopini pa se ne mozemo pouzdati u tocnost
odredivanja konformacije navedenom tehnikom.? Unato¢ tome, Kristalografija je uvelike
pripomogla analizi strukture i funkcije ribosoma. Pomocu kristalne strukture kompleksa

makrolid - ribosom otkrivene su interakcije i mehanizam djelovanja makrolida.'?

2.1. Mehanizam djelovanja makrolidnih antibiotika

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

Makrolidi se konformacijski sloze na na¢in da je jedna strana molekule hidrofobna, a druga
strana hidrofilna.'* Aminosaharidi igraju vaznu ulogu u interakciji sa staniénim membranama i
transportu makrolida do ciljanog mjesta. Izmedu makrolida i ribosoma uspostavljaju se
kovalentne i vodikove veze te hidrofobne interakcije.*

Jakost i naéin vezanja razlikuje se ovisno o funkcijskim skupinama makrolida i veli¢ini
saharida na polozajima C3 i C5, a neke studije su pokazale kako vezanje makrolida ovisi i 0
proucavanoj bakteriji.! Kristalografijom su dobiveni razli¢iti strukturni modeli za razligite
Gram-pozitivne i Gram-negativne bakterije.!21>1® Kokristalne strukture su uklju¢ivale jednu
molekulu makrolida i ribosomsku podjedinicu 50S. Medutim, istrazivanjem vezanja
azitromicina za ribosom bakterije D. Radiodurans opazeno je vezanje dviju molekula
azitromicina.®

Bez obzira na razli¢itost vezanja Cetrnaesteroclanih, petnaesteroclanih i Sesnaestero¢lanih
makrolida zajednicko im je stvaranje vodikove veze izmedu skupine 2'-OH aminosaharida i

nukleobaze ribosoma.'> O vaznosti postojanja saharidnih jedinica i utjecaju kemijske
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modifikacije polarnih skupina na antimikrobnu aktivnost makrolida bit ¢e vise govora u
poglavlju 3.

Osim o strukturi makrolida, inhibicija sinteze proteina ovisi i 0 sekvenci biosintetiziranog
peptida. Makrolidi mogu intereagirati i s enzimom citokrom P450 3A4 te ligandima uklju¢enim
u sintezu proteina kao $to su aminoacil-tRNA i peptidil-tRNA.*

Za razumijevanje mehanizma djelovanja makrolida bitno je odrediti njihovu konformaciju
u otopini i istraziti interakcije s bioloskim metama. Medu spektroskopskim tehnikama najveéu
primjenu u istrazivanju konformacije vezanog stanja i interakcija makrolida s ribosomom imaju
tehnike tr-NOESY (engl. transferred nuclear Overhauser effect spectroscopy) i STD (engl.
saturation transfer difference).?

Tehnikom tr-NOESY detektira se konformacija vezanog stanja liganda oc¢itanjem kontakata

NOE u spektru. Kako molekule srednje veli¢ine (~ 1000 Da, M (azitromicin) = 749 g mol!)

imaju kratko korelacijsko vrijeme (vrijeme potrebno da se molekula zarotira za kut od jednog
radijana) tako ¢e vrijednosti signala NOE biti vrlo male ili jednake nuli, odnosno do¢i ¢e do
izostanka izvandijagonalnih signala u spektru NOESY. Medutim, vezanjem za bioloski
receptor ligand poprima svojstva makromolekule, korelacijsko vrijeme postaje vece i u spektru
se dobiju intenzivni izvandijagonalni signali, odnosno negativne vrijednosti signala NOE.*"18

Spektar NOESY azitromicina prije i nakon dodatka ribosoma prikazan je na slici 4.
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Slika 4. a) spektar NOESY azitromicina i b) spektar tr-NOESY azitromicina vezanog u

aktivno mjesto ribosoma E.coli

Konformacije vezanog stanja eritromicina A, Klaritromicina, azitromicina i njihovih
dekladinozil derivata istrazene su asignacijom spektara tr-NOESY i uz pomo¢ molekulskog
modeliranja.t® Dobiveni rezultati ukazali su na zauzimanje konformacije folded-out. Unatod
strukturnoj sli¢nosti dvaju makrolida, konformacija klaritromicina u vezanom stanju se
pokazala rigidnijom od konformacije azitromicina. S obzirom na ¢injenicu kako je azitromicin
jedan od najdjelotvornijh  makrolidnih antibiotika, autori smatraju kako razlike u
konformacijskoj fleksibilnosti makrolida mogu biti povezane s njihovim povecanjem ili
smanjenjem bioloske aktivnosti.

Tehnika STD NMR temelji se na selektivnom zasi¢enju protona bioloskog receptora uslijed

¢ega dolazi do prijenosa magnetizacije na ligand mehanizmom spinske difuzije. Prvo se snimi

7
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referentni, tzv. spektar off-resonance liganda (bez selektivne pobude receptora), a zatim tzv.
on-resonance spektar liganda (sa selektivnom pobudom receptora). Oduzimanjem ta dva
spektra dobije se spektar STD liganda. Stupanj zasi¢enja protona liganda, a time i pojacanje
signala u spektru ovisi o prostornoj udaljenosti protona liganda od receptora. Tako ¢e najveéi
intenzitet signala u spektru STD NMR imati protoni koji su najbliZze receptoru i obrnuto.

Osim §to se ovom tehnikom mogu detektirati dijelovi molekule koji sudjeluju u vezanju za
receptor (tzv. mapiranje epitopa), moze se provesti i bioloski probir liganada. U spektru STD

liganada koji ne pokazuju biolosku aktivnost izostat ¢e signali.>*’

T T T T T T T T 1
4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 Lich

1.0 ppm

Slika 5. Spektri 'H NMR oleandomicina i ribosoma E. coli: a) on-resonance (8 ppm), b)

off-resonance (50 ppm) i ¢) STD, snimljeni u TRIS puferu pri 25 °C2

Proucavanjem vezanja 6-O-metil homoeritormicina za ribosom pretpostavljeno je kako se
u vezanom stanju prvo uspostavljaju hidrofobne interakcije u kojima sudjeluju secer kladinoza
te metilne i metilenske skupine laktonskog prstena.l’ Prepoznavanjem aktivnog mjesta
optimalno se pozicionira Secer desozamin 1 dolazi do ¢vrS¢eg vezanja makrolida stvaranjem
vodikovih veza izmedu skupina 2'-OH i 3'-NMe; i ribosoma. Provedbom eksperimenata STD

NMR dokazano je kako iste skupine sudjeluju i u vezanju azitromicina na ribosom. Usporedba
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pojacanja signala u spektru STD NMR i udaljenosti atoma dobivenih kristalografijom prikazana

je naslici 6.
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Slika 6. Pojacanje signala STD i udaljenosti atoma azitromicina u kompleksu s

ribosomom?

Opazeno je najvece pojacanje signala STD (50—-100 %) za skupine azitromicina koje su najblize
ribosomu (3,0-3,3 A), dok je pojacanje signala za udaljenije skupine postupno opadalo.
Objedinjujuci rezultate dobivene kristalografijom, spektroskopijom NMR i molekulskim
modeliranjem zakljuceno je kako su konformacije Cetrnaesteroclanih i petnaestero¢lanih
makrolida u vezanom stanju sliéne konformacijama u slobodnom stanju.®112
Smatra se kako je vezanje makrolida proces koji obuhvaca dva koraka. Prvi korak ukljucuje
brzo vezivanje i razvezivanje makrolida, odnosno prepoznavanje ciljanog mjesta na ribosomu,

a drugi korak ukljucuje ¢vrsto vezanje makrolida za aktivno mjesto.!

2.2. Mehanizam rezistencije bakterija na makrolidne antibiotike
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Zbog prisutnosti antibiotika i njihovih metabolita u okoli$u te Siroke primjene u medicini,
nastaje sve vise rezistentnih sojeva bakterija.!

Postoji vise mehanizama rezistencije’:

o inaktivacija antibiotika kovalentnom modifikacijom (hidroliza laktona ili saharida,

regioselektivna glikolizacija, acetiliranje ili fosforilacija hidroksilnih skupina)

o kemijska modifikacija nukleobaza ribosoma

o efluks - izbacivanje antibiotika iz bakterijskih stanica

o modifikacija mete djelovanja antibiotika

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

Rezistencija na viSe antibiotika (engl. multidrug resistance, MDR) koji imaju sli¢an
mehanizam djelovanja kao i makrolidi predstavlja veliki problem u lije¢enju nekih bakterijskih
infekcija. U tu skupinu antibiotika spadaju linkozamidi i streptogramini.* Navedene tri skupine
antibiotika vezu se na 23S rRNA u 50S podjedinici ribosoma.?

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

Mehanizam rezistencije efluksom (M), kodiran mef genima, karakteristican je samo za
makrolide, ne i za linkozamide i streptogramine.*?

Antibakterijska aktivnost antibiotika in vitro izrazena je pomoc¢u minimalne inhibitorne
koncentracije (MIK), a definira se kao najniza koncentracija antibiotika koja inhibira rast
bakterija. Otopine antibiotika serijski se razrijede u rasponu koncentracija 0,125-64 pg mL te
se provjeri bakteriostatska aktivnost testiranjem na uzorcima standardiziranih koncentracija
bakterija.?°

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

sustava.

10
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3. RAZVOJ NOVIH MAKROLIDNIH
ANTIBIOTIKA

Posljednjih 10 godina znacajno je opao broj novih antibiotika na trziStu. Primjerice, godine
2015. samo 1 od 45 novoodobrenih lijekova od strane FDA je bio antibiotik. Razlozi su iznimno
brza prilagodljivost bakterija na antibiotike, ali i nezainteresiranost velikih farmaceutskih
kompanija za razvoj novih antibiotika zbog povecanih zahtjeva klinickih ispitivanja i
neisplativosti ulaganja.! Zanimljiva je Cinjenica kako je azitromicin kao najprodavaniji
antibiotik 2004. godine stekao zaradu od samo 2,1 milijarde USD ¢ime je zauzeo 27. mjesto na
listi najprodavanijih lijekova.?*

Svjetska zdravstvena organizacija (WHO) istiCe zabrinutost zbog sve vece pojave
rezistentnih patogena i promice vaznost istrazivanja novih antibiotika.

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

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

makrolidnih antibiotika dostupnih na trzistu.

3.1. Kemijska modifikacija saharidnih jedinica na ¢etrnaesteroclanim i
petnaestero¢lanim makrolidima

Proucavanjem kompleksa makrolid - ribosom ustanovljeno je kako je desozamin
(aminosaharid) iznimno bitan za vezanja makrolida, dok Secer kladinoza ne sudjeluje u
interakciji s 23S rRNA.2

U narednim potpotpoglavljima bit ¢e vise rijeci o vaznosti saharidnih jedinica za biolosku
aktivnost makrolida.

U nastavku su koriStene sljedece oznake za referentne makrolide: eritromicin A-a

klaritromicin-b, azitromicin-c, telitromicin-d.

11
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3.1.1. Kemijska modifikacija kladionze
Ma i suradnici?® pripravili su 4"-O-karbamoil derivate eritromicina A (slika 7.). Bioloska

aktivnost dobivenih spojeva sli¢na je aktivnosti makrolida a-c. Najveca aktivnost zabiljezena
je za rezistentni soj S. pneumoniae. MIK vrijednosti eritormicina A, Klaritromicina i

azitromicina za navedeni soj kreée se u rasponu 128-256 pg mL L,

S. pneumoniae A220722  MIK = 0,25 ug mL™*

Slika 7. Strukture spojeva 1 i 2 i odredena MIK vrijednost za bakterijski soj S. pneumoniae (a

- rezistentni soj kodiran mef genima)?!

Takoder su pripravili i 4"-O-karbamoil derivate klaritromicina.?® Spoj 3 (slika 8.) ima 10 puta
vecu aktivnost na rezistentni soj S. pyogenes R2 od eritromicina, no ne odlikuje ga Siroki spektar

antibakterijske aktivnosti. Kako bi se prosirila aktivnost i na druge rezistentne sojeve uspjesno

je pripravljen spoj 4.24
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S. pyogenes R2? MIK = 0,12 pg mL*

| =
a0~
S. pneumoniae ATCC49619 MIK = 0,03 ug mL™*
S. pneumoniae B1° MIK = 0,03 ug mL*
S. pneumoniae A22072° MIK = 0,03 ug mL™*
S. pneumoniae AB11¢ MIK = 0,5 ug mL™*
S. aureus ATCC25923 MIK = 0,12 ug mL™*
S. aureus ATCC29123 MIK = 0,5 ug mL™
NO,
H
AN NO,
o]

Slika 8. Strukture spojeva 3 i 4 i odredene MIK vrijednosti za neke bakterijske sojeve (a-
klini¢ki izoliran rezistentni soj, b- rezistentni soj kodiran erm genima, c- rezistentni soj

kodiran mef genima, d- rezistentni soj kodiran mef i erm genima)*
Povecéanjem alkilnog lanca na polozaju C4" i uvodenjem 4-metoksibenzil i fluorobenzil skupina

pripravljeni su spojevi 51 6 (slika 9.). Najznacajnija je bioloska aktivnost tih spojeva na soj S.

pneumoniae koji pokazuje rezistenciju na makrolide ekspresijom erm gena ili erm i mef gena.?®

S. pneumoniae ATCC49619 MIK = 0,03 pg mL™?

S. pneumoniae B1° MIK = 0,06 pg mL™*
S. pneumoniae A22072°¢ MIK = 0,25 pg mL™*
S. pneumoniae AB11¢ MIK =1 pg mL™?

S. aureus ATCC25923 MIK = 0,12 pg mL*?

13
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S. pneumoniae ATCC49619 MIK = 0,03 pg mL?

S. pneumoniae B1P MIK =2 pg mL™*
S. pneumoniae A22072¢ MIK =0,5 ug mL™?
S. pneumoniae AB11¢ MIK =4 pg mL™*

Slika 9. Strukture spojeva 5 i 6 i odredene MIK vrijednosti za neke bakterijske sojeve (b-
rezistentni soj kodiran erm genima, c- rezistentni soj kodiran mef genima, d- rezistentni soj

kodiran mef i erm genima)!

4"-O-benzimidazolil derivati klaritromicina pokazali su 4 puta vecu aktivnost na soj S.

pneumoniae A22072 od a-c.?®

,,,,,

0 S. pneumoniae A22072° MIK = 0,03 pg mL*

/
'.'D Ol:l\ \ O
S N
0" "N’ H
H o

Slika 10. Struktura spoja 7 i odredena MIK vrijednost za bakterijski soj S. pneumoniae (c-

rezistentni soj kodiran mef genima)*

Od 4"-O-karbamoil derivata petnaesteroc¢lanih makrolida znacajni su 8 i 9 (slika 11.).
Njihova bioloska aktivnost na soj S. pneumoniae AB11 je 4 do 16 puta veca od aktvnosti b i c.
Spoj 9 pokazao je izvrsnu aktivnost na S. pneumoniae B1 za razliku od b (64 pg mL™?) i c (128

pug mL )2

14
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(] H\Nf\“""\‘ . L
N ] OH S. pneumoniae ATCC49619 MIK = <0,03 pg mL~
On(i1 ™ j Q S. pneumoniae A22072° MIK = 0,06 pg mL*
anle B gio b \ N7 S. pneumoniae AB11¢ MIK = 4 pg mL™*

. pneumoniae ATCC49619 MIK =<0,03 pg mL™
. pneumoniae B1° MIK = 0,25 pg mL*

. pneumoniae A22072¢ MIK = 0,06 ug mL™*

. pneumoniae AB11¢ MIK =16 pg mL*

9
Siika 11. Strukture spojeva 8 i 9 i odredene MIK vrijednosti za neke bakterijske sojeve (b-

rezistentni soj kodiran erm genima, c- rezistentni soj kodiran mef genima, d- rezistentni soj

kodiran mef i erm genima)!

Dodatnim uvodenjem zastite hidroksilnih skupina na polozajima C11 i C12 povecana je
aktivnost 4"-O-karbamoil derivata samo na soj S. Pneumoniae AB11 (MIK (a-c) = 128-256 ug

mL™), a smanjena na ostale bakterijske sojeve u usporedbi s aktivnosti referentnih makrolida.?®

0 ‘\Nr}h\"d. =
N, OH
Onfg1 j 0 S. pneumoniae AB11?  MIK = 0,5 ug mL*
o ":lu*’
S NP
- .
i O°°N =

Slika 12. Struktura spoja 10 i odredena MIK vrijednost za bakterijski soj S. pneumoniae

(d- rezistentni soj kodiran mef i erm genima)*
Povecanjem rigidnosti lanca na polozaju 4" i uvodenjem © — m konjugacije povecana je

antimikrobna aktivnost na soj S. Pneumoniae 22072, no aktivnost se znaCajno smanjila za

vecinu Gram-pozitivnih bakterija.?®
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S. Pneumoniae A22072¢ MIK = 0,12 pg mL™*

o]
- o
NJL Q )
HOZz |
_Lc" o o
E: il

11

Slika 13. Struktura spoja 11 i odredena MIK vrijednost za bakterijski soj S. pneumoniae (c-

rezistentni soj kodiran mef genima)*

Izvrsnu biolosku aktivnost na Gram-pozitivne i Gram-negativne bakterijske sojeve pokazao
je spoj 12. Posebno se isti¢e aktivnost na sojeve S. pneumoniae koja je 133 do 2133 puta veca

od aktivnosti azitromicina.°

S. pneumoniae MIK = 0,125 pg mL™*
ATCC49619
S. pneumoniae B1° MIK = 0,125 pg mL™*
NH -~y . S. pneumoniae A22072° MIK = 0,06 ug mL™*
D;?‘O-._ OH S. pneumoniae AB11¢ MIK = 0,125 pg mL?
Ho_fg © Y Q S. aureus ATCC25923 MIK = 0,008 pg mL
o _sTo o "hll’ S. pyogenes S22 MIK = 0,002 pg mL*
o OH E. coli ATCC25922 MIK = 16 pg mL

s) W gee

: OJLHAT’G\wW
E -

Q,

Slika 14. Struktura spoja 12 i odredena MIK vrijednost za bakterijski soj S. pneumoniae
(a- klinicki izoliran rezistentni soj, b- rezistentni soj kodiran erm genima, c- rezistentni soj

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

Zhang i suradnici®! su osim veé videnih supstitucija na polozajima C11, C12 te C4" dodatno
modificirali aglikonski prsten pripravom 6,9-iminoetera. Bioloska aktivnost pripravljenih
rigidnih bicikli¢kih azalida nije bila zadovoljavaju¢a. Time se pokazala vaznost fleksibilnosti
aglikonskog prstena za zauzimanje konformacije makrolida koja uspjesno stericki sprjecava
elongaciju bakterijskog peptida.

Sugimoto i suradnici®? modificirali su klaritromcin na polozaju C4" u kladinozi te poloZzaje
C11i C12 u aglikonu. Dobiveni spojevi pokazali su dobru aktivnost na susceptibilne sojeve S.

Pneumoniae i S. Pyogenes (slika 15.).

16
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S. pneumoniae ATCC49619  MIK = 0,06 ug mL?
S. pneumoniae MSC07465 MIK = 0,03 pg mL™*
S. pneumoniae MSC08607 MIK = 0,06 pg mL™*
S. pneumoniae ATCC700904 MIK =0,12 ug mL™*
S. pneumoniae MSC 07365 MIK = 4 pg mL™?

S. pyogenes ATCC12344 MIK = 0,06 pg mL™*
S. pyogenes MSC07812 MIK = 0,12 pg mL™*
S. pyogenes MSC07811 MIK =2 pg mL™*

Slika 15. Struktura spoja 13 i odredene MIK vrijednosti za neke bakterijske sojeve!

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

telitromicina.

S. aureus PK1 (M) MIK = 0,5 pg mL*?

S. pneumoniae Ci137 (M) MIK =<0,125 ug mL*
S.p yogenes 2 Finland (M) MIK = <0,125 pg mL?
S. aureus 90256 (iMLS) MIK =4 pg mL™*

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

S. pyogenes Finland 11 (iMLS) MIK = <0,125 pg mL?
S. pyogenes 166 GR-Micro (cMLS) MIK =<0,125 pg mL™*
H. influenzae ATCC 49247 MIK =2 pg mL™?
S. aureus PK1 (M) MIK = 0,5 pg mL™
14 S. pneumoniae Ci137 (M) MIK = <0,125 pg mL?
S.p yogenes 2 Finland (M) MIK = <0,125 pg mL?
S. aureus 90265/97 (iMLS) MIK =2 pg mL™?

S. pneumoniae 134 GR M (iMcLS) MIK =0,5 ug mL™

S. pneumoniae 58 Spain (CMLS) MIK =<0,125 ug mL™*
S. pyogenes Finland 11 (iMLS) MIK = <0,125 pg mL™?
S. pyogenes 166 GR-Micro (cMLS) MIK =<0,125 pg mL™*
H. influenzae ATCC 49247 MIK =1 pg mL™?
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Slika 16. Strukture spojeva 14 i 15 i odredene MIK vrijednosti za neke bakterijske sojeve (M -
efluks rezistencija na makrolide; iMLS - inducibilna rezistencija na makrolide, linkozamide i
streptogramine; cMLS - konstitutivna rezistencija na makrolide, linkozamide i
streptogramine; iMcLS — inducibilna rezistencija na makrolide i konstitutivna rezistencija na

linkozamide i streptogramine)®

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

djelovanje.®

S. aureus PK1 (M) MIK =32 ug mL™*

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

S. pneumoniae 134 GR M (iMcLS) MIK =1 ug mL™

S. pneumoniae 58 Spain (CMLS) MIK =<0,125 pg mL™*
S. pyogenes Finland 11 (iMLS) MIK = <0,125 pg mL*?
S. pyogenes 166 GR-Micro (cMLS) MIK =8 ug mL™*

H. influenzae ATCC 49247 MIK =4 pg mL™*
M. catarrhalis ATCC 23246 MIK =1 pg mL™*
\l
N
| O
e e
- 0 o
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Slika 17. Struktura spoja 17 i odredene MIK vrijednosti za neke bakterijske sojeve (M -

efluks rezistencija na makrolide; iMLS - inducibilna rezistencija na makrolide, linkozamide i

streptogramine; cMLS - konstitutivna rezistencija na makrolide, linkozamide i

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

linkozamide i streptogramine)®

Konjugacijom azitromicina i kinolona® dobiven je spektar spojeva od kojih su najznacajniji

18, 191 20 (slika 18.). Najbolju antimikrobnu aktivnost, posebice za soj S.aureus i S. pyogenes

ima spoj 20. Spojevi 18 i 19 pokazali su dobru bioraspoloZivost i izvrsnu aktivnost na H.

Influenzae.

18

S. aureus PK1 (M)

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

S. aureus 90265/97 (iMLS)

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

S. pyogenes Finland 11 (iMLS)

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

M. catarrhalis ATCC 23246

S. aureus PK1 (M)

S. aureus PK2 (cMLS)

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

S. aureus 90265/97 (iMLS)

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

MIK = 0,25 pg mL?
MIK = <0,125 pg mL
MIK = <0,125 pg mL
MIK = 0,25 pg mL
MIK = <0,125 pg mL
MIK = <0,125 pg mL?
MIK = <0,125 pg mL
MIK = <0,125 pgmL?
MIK = 0,5 ung mL™*
MIK =1 ug mL?

MIK = <0,125 pgmL
MIK =16 pgmL?

MIK = <0,125 pg mL!
MIK = <0,125 pg mL!
MIK = 0,5 pg mL!

MIK = <0,125 pg mL !
MIK = <0,125 pg mL !
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S. aureus PK1 (M) MIK = 0,13 pg mL!

S. pneumoniae Ci137 (M) MIK =<0,02 pg mL*
S.pyogenes 2 Finland (M) MIK =<0,02 pg mL*
S. aureus 90265/97 (iMLS) MIK = 0,06 pg mL

S. pneumoniae 134 GR M (iMcLS) MIK =<0,125 pg mL™*?
S. pneumoniae 58 Spain (cMLS) MIK = <0,125 ug mL*!
S. pyogenes Finland 11 (iMLS) MIK =<0,02 pg mL*
S. pyogenes 166 GR-Micro (cMLS) MIK = 1 uyg mL*

H. influenzae ATCC 49247 MIK =2 ug mL?

Slika 18. Strukture spojeva 18, 19 i 20 i odredene MIK vrijednosti za neke bakterijske
sojeve (M -efluks rezistencija na makrolide; iMLS - inducibilna rezistencija na makrolide,
linkozamide i streptogramine; cMLS - konstitutivna rezistencija na makrolide, linkozamide i
streptogramine; iMcLS — inducibilna rezistencija na makrolide i konstitutivna rezistencija na
linkozamide i streptogramine)®

Makroloni 21 i 22 imaju visoku antimikrobnu aktivnost na eritromicin rezistentne patogene.
Usporedbom MIK vrijednosti uo¢ena je znatno bolja aktivnost spoja 21 u odnosu na spoj 22.
Autori smatraju da je bolja aktivnost 21 posljedica optimalne duljine i vece fleksibilnosti 4"-O

lanca.33%7
S. aureus PK1 (M) MIK = 0,5 pg mL™
S. pneumoniae Cil37 (M) MIK = <0,125 pg mL*?
S.pyogenes 2 Finland (M) MIK =<0,125 pg mL™*
S. aureus 90256 (iMLS) MIK =1 pg mL*

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

S. pyogenes Finland 11 (iMLS) MIK = <0,02 pg mL*?
S. pyogenes 166 GR-Micro (cMLS) MIK =<0,125 pg mL™*
H. influenzae ATCC 49247 MIK =2 ug mL?
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Slika 19. Strukture spojeva 21 i 22 i odredene MIK vrijednosti za neke bakterijske sojeve

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

linkozamide i streptogramine)®

Zhao i suradnici® su istrazivali biolosku aktivnost derivata telitromicina. Uvodenjem jo§
jedne saharidne jedinice na polozaj C4" i zaStitom hidroksilnih skupina iste doSlo je do

smanjenja bioloske aktivnosti. Nesto bolju aktivnost pokazao je spoj na slici 20.

S. pneumoniae 11J011 ERSP MIK =2 pg mL™*?
S.pyogenes 11N369 ERSPy MIK =2 pg mL™?
S.aureus 11B117 MRSA MIK =64 pg mL™?
S. epidermidis 11¢c176 MRSE MIK =32 pg mL™*
H. influenzae 11Q373? MIK =16 pg mL™*

Slik éé Struktura spoja 23 i odredene MIK vrijednosti za neke bakterijske sojeve (ERSP,
ERSFy-eritromicin rezistentni soj; MRSA,MRSE-meticilin rezistentni soj; a-azitromicin

rezistentni soj)*
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Tevyashova i suradnici® su objavili istrazivanje o antibakterijskim svojstvima konjugata
makrolida i peptida (slika 21.). Usporedili su antimikrobna svojstva novopripravljenih spojeva
sa svojstvima azitromicina i vankomicina. Uvodenjem makrociklickog centra smanjila se
bioloSka aktivnost na ve¢inu Gram-negativnih bakterija, no zabiljezena je povecana aktivnost
na sojeve: E. Faecium 568 MIK = 0,5 ug mL™, E. Faecium 569 MIK =4 pug mL™?, E. Faecium
560 MIK = 8 ug mLti S. pneumoniae ATCC49619 MIK =1 ug mL1.

Slika 21. Struktura spoja 241

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

Magee i suradnici*® su pomocéu kristalografije istrazili vezanje spoja 25 na ribosom bakterije
D. radiodurans. Bioloska aktivnost navedenog spoja sli¢na je aktivnosti klaritromicina, izuzev

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

22
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S. pneumoniae 1243-00 MLSg MIK = 0,015 pg mL™
S.pyogenes 304-00 MLSg MIK = 0,03 pg mL™*
S. aureus 1279-07 MRSA MIK = 0,5 pg mL?
S. aureus 2111-10 MRSA MIK = 0,25 pg mL*
S. aureus 1281-07 MRSA MIK = 0,25 pg mL*
S. aureus 1279-07 MRSA MIK = 0,25 pg mL*

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

o5 N/

Slika 22. Struktura spoja 25 i odredene MIK vrijednosti za neke bakterijske sojeve
(MRSA,MRSE-meticilin rezistentni soj; MLSg-s0j rezistentan na makrolide, linkozamide i

streptogramine B)?

Zhang i suradnici** te Wu i suradnici*? pripravili su dekladinozil-derivate klaritormicina i
provjerili njihovu biolosku aktivnost . Osim $to je aktivnost ovih derivata prevladala aktivnost
klaritormicina, pokazali su izvrsnu aktivnost na S. pneumoniae (26) i S. Aureus (27). Pokazalo
se kako se uvodenjem razliCitih supstituenata na polozaj C3 Cetrnaestero¢lanih makrolida
postize selektivna bioaktivnost. Takav slucaj nije zabiljeZzen uvodenjem identi¢nih skupina na

polozaj C3 petnaestero¢lanih makrolida.

S. pneumoniae B1? MIK =2 pg mL™*
S. pneumoniae A22072°  MIK = 0,25 pg mL™*
S. pneumoniae AB11° MIK =4 pg mL™*
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S. aureus A265¢ MIK = 0,125 pg mL*
S. aureus A2333¢ MIK = 0,25 pg mL™
S. pneumoniae 3469f MIK = 0,5 ug mL™*
H. influenzae 33009 MIK = 0,5 pg mL™*

Slika 23. Strukture spojeva 26 i 27 i odredene MIK vrijednosti za neke bakterijske sojeve

(a- rezistentni soj kodiran erm genima, b- rezistentni soj kodiran mef genima, c- rezistentni soj
kodiran mef i erm genima, d- eritromicin rezistentni i ampicilin susceptibilni soj, e-

eritromicin rezistentni i meticilin susceptibilni soj, f- eritromicin rezistentni soj, g- ampicilin

rezistentni soj)*

Daljnjom modifikacijom dekladinozil-klaritromicina uvodenjem eterske skupine i

pirimidina na poloZaj C3 te oksimske zasStitne skupine na polozaj C9 povecana je bioaktivnost

na sojeve S. aureus (29) i S. Pneumoniae ATCC49619 (29, 30) (MIK = 0,032-0,064 pug mL~
1y 43
).

S. aureus ATCC29213 MIK = 0,5 ug mL™*
S. aureus PU-32 MIK = 0,5 ug mL™*
S. pneumoniae ATCC49619 MIK =0,032 pg mL™*
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S. aureus ATCC29213 MIK = 0,064 pg mL*?
S. aureus PU-32 MIK = 0,064 pg mL™*?
S. pneumoniae ATCC49619 MIK = 0,064 pg mL™?

Slika 24. Strukture spojeva 28 i 29 i odredene MIK vrijednosti za neke bakterijske sojeve?

Liang i suradnici radili su ujedno i na sintezi derivata dekladinozil-klaritromicina
uvodenjem amidne skupine i heterociklickih supstituenata na polozaj C3. Najbolja
antibakterijska svojstva pokazao je spoj 30, i to posebice na rezistentne patogene (slika 25.)
Doking analizom utvrdeno je kako aromatski supstituenti pogoduju vezanju makrolida za

ribosom uspostavljanjem dodatnih « - & interakcija, a time i poveéavaju njegovu aktivnost.**

S. pneumoniae ATCC49619  MIK = 0,06 pg mL™*
S. pneumoniae PU09? MIK = 0,5 pg mL™*
S. pyogenes 01-968° MIK = 0,25 pg mL™

Slika 25. Struktura spoja 30 i odredene MIK vrijednosti za neke bakterijske sojeve (a-

rezistentni soj kodiran mef genima, b- rezistentni soj kodiran erm genima)*

3.1.2. Kemijska modifikacija aminosaharida

Proucavanjem mehanizma djelovanja makrolida ustanovljeno je kako je desozamin od
klju¢ne vaznosti za vezanje Cetrnaestero¢lanih i petnaestero¢lanih makrolida na ribosomsku
podjedinicu. Izmedu desozamina i ribosoma uspostavljaju se hidrofobne interakcije i vodikove

veze neovisno o veli¢ini i orijentaciji aglikonskog prstena u aktivnom mjestu.*
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Oyelere i suradnici®® radili su na modifikaciji polozaja C3'. Provijerom bioloske potentnosti
i doking analizama otkriveno je inhibicijsko djelovanje makrolida na histon deacetilazu 1
(HDAC1) i histon deacetilazu 2 (HDAC?2). Osim antikancerogenog djelovanja, spojevi su
pokazali antimalarijsku i antiliSmenijansku aktivnost (slika 26). Navedena aktivnost izraZena je

pomocu vrijednosti ICsg, to jest koncentracije koja smanjuje vijabilnost stanica za 50 %.

Antilismenijanska aktivnost ~ 1Cso = 19,7 £ 2,4 ug mL™*
ICo0 = 35,8 + 4,4 ug mL?!

Antimalarijska aktivnost

P. falciparum (D6) ICs0=1,317 £ 0,231 pg mL™*!

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

TIO_{"WM OH

HDAC 1/2 1C50=4,1nM

H

ﬂNMN'DH

0

HDAC 1/2 1C5=19nM
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Slika 26. Strukture spojeva 31, 32 i 33 i odredene ICso Vvrijednostit

Takoder, modifikacijom polozaja C3' pripravljeni su konjugati azalida i kinolona (slika

27.)% Spojevi su pokazali smanjenu antibakterijsku aktivnost, ali izvrsnu antimalarijsku

aktivnost. Istu aktivnost imaju i azalidi s modificiranim polozajem C2' (slika 28.).%
Antimalarijska aktivnost
P. falciparum 3D7A? ICs0 =10 nM
P. falciparum W2° ICs0 =13 nM



Kemijski seminar |

Slika 27. Struktura spoja 34 i odredene ICso vrijednosti. (a - osjetljivi soj, b - soj

rezistentan na klorokin i pirimetamin)?

35 Antimalarijska aktivnost
P. falciparum 3D7A?
P. falciparum wW2b

1Cs50 = 14 NM
1IC50 =9 nM

Slika 28. Struktura spoja 35 i odredene ICsg vrijednosti. (a - osjetljivi soj, b - soj

rezistentan na klorokin i pirimetamin)?

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

protuupalno djelovanje (slika 29.).4¢
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Slika 29. Struktura spoja 36.!

Nadalje, Yan i suradnici*® su sintetizirali 3-O-dekladinozil-2'-O-karbamoil derivate
azitromicina medu kojima se istaknuo spoj 37 (slika 30.) koji pokazuje 2 puta vecu aktivnost
na soj S. pneumoniae A22072 od azitromicina. Autori smatraju kako antibakterijskoj aktivnosti

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

S. pneumoniae A22072 MIK =2 pg mL™?

Slika 30. Struktura spoja 37 i odredena MIK vrijednost za bakterijski soj S. pneumoniae*

Neki spojevi dobiveni zastitom hidroksilne skupine i modifikacijom dusika na desozaminu
pokazali su znatno smanjenu antibakterijsku aktivnost ili pak izostanak bilo kakve bioloske
aktivnosti.® Isti rezultati dobiveni su i uklanjanjem desozamina, dok se zamjenom
modificiranog desozamina sa mikaminozom povratila bioloska aktivnost makrolida. Stoga je
zaklju€eno da su OH skupine vaZne za interakciju makrolida s nukleotidima ribosoma te da ¢e
bilo kakva modifikacija tih skupina dovesti do izostanka antimikrobne aktivnosti.>!

Sunazuka i suradnici® istrazivali su derivate argifina i etrnaestero¢lanih makrolida. Argifin
je ciklicki peptid izoliran iz gljive Gliocladium sp. FTD-0668. Pokazano je da argifin kao
inhibitor enzima kitinaze ima potencijala za lijeCenje astme. No, novopripravljeni derivati
makrolida i argifina (slika 31.) pokazali su ¢ak 200 puta jacu inhibitornu aktivnost na enzim

kitinazu.
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40
Slika 31. Strukture spojeva 38, 39 i 40*

3.2. Kemijska modifikacija aglikonskog prstena ¢etrnaesteroclanih i
petnaesteroclanih makrolida

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

Pretpostavlja se kako ketolidi posjeduju zadovoljavajuéu biolosku aktivnost zbog
suspstitucije hidroksilnih skupina na polozajima C6, C9, C11 i C12. Smatra se kako karbamatni,
eterski 1 oksimski mostovi omogucuju efektivnu penetraciju makrolida kroz stanicne membrane
bakterija, dobru bioraspoloZivost i &vrsto vezanje U aktivnom mjestu ribosoma.t

Sugimoto i suradnici®® radili su na sintezi fluoroketolida s modificiranim polozajem C6.
Dobili su spojeve s pojatanom bioloskom aktivnosti na sojeve S. pneumoniae, S. pyogenes i H.
influenzae (slika 32.).
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S. pneumoniae ATCC49619 MIK = 0,008 pg mL™*

S. pneumoniae 210? MIK =0,03ug mL™*
S. pneumoniae 205° MIK = 0,008 pg mL*
S. pyogenes 1104° MIK = 0,06 pg mL*

H. influenzae ATCC43095 MIK =2 pgmL?

41

Slika 32. Struktura spoja 40 i odredene MIK vrijednosti za neke bakterijske sojeve (a-

rezistentni soj kodiran mef genima, b- rezistentni soj kodiran erm genima)*

Grupa autora> pripravila je konjugate petnaestero¢lanih makrolida i kinolona. Najaktivniji
spoj 42 posjeduje biolosku aktivnost sli¢nu telitromicinu. Istrazivanja in vivo pokazala su sporu

apsorpciju spoja 42 i dobru bioraspolozivost.

S. aureus 2 MIK = <0,125 pg mL*
S. aureus ® MIK = 0,25ug mL !

S. pneumoniae @ MIK = <0,06 pg mL™
S. pneumoniae © MIK = <0,125 pg mL*
S. pneumoniae ¢ MIK =<0,125 pg mL*
S. pyogenes @ MIK =<0,06 ug mL*
S. pyogenes © MIK =4 pg mL™*

S. pyogenes ¢ MIK = 0,25ug mL™*

H. influenzae ATCC43095 MIK =1 pgmL?

Slika 33. Struktura spoja 42 i odredene MIK vrijednosti za neke bakterijske sojeve (a -
eritromicin susceptibilni soj, b - inducibilno rezistentni soj (iMLS), ¢ — konstitutivno

rezistentni soj (cMLS), d — efluks rezistentni soj (M))}
Ista grupa autora®® istrazivala je ketolidne derivate homoeritromicina A sa supstituiranim

polozajem C6. Na vecinu rezistentnih Gram-pozitivnih bakterija aktivni su spojevi 43 i 44 te su

se pokazali aktivnijma od telitromicina i cetromicina na H. Influenzae i M. Catarrhalis.
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. aureus B0329?

. aureus B0538°

. aureus B0330°

. aureus B0331¢

. pneumoniae B05412
. pneumoniae B0627 ¢
. pneumoniae B0326 ¢
. pyogenes B05422

. pyogenes B0543°

. pyogenes B0544°¢

S. pyogenes B0545¢
M.catarrhalis B0324
H. influenzae B0529

DL OLLOLBLOm;mom,m

. aureus B03292

. aureus B0538°

. aureus B0330°

. aureus B0331¢

. pneumoniae B0541?
. pneumoniae B0627 ©
. pneumoniae B0326 ¢
. pyogenes B05422

. pyogenes B0543°

. pyogenes B0544°¢

. pyogenes B0545¢
M.catarrhalis B0324
H. influenzae B0529

O u;m;m ;Lo onmomouon

[%2]

MIK = <0,125 pg mL*
MIK = 0,25ug mL !
MIK =2 pg mL™*

MIK = 0,25ug mL
MIK = <0,125 pg mL™?
MIK = <0,125 pg mL?
MIK = <0,125 pg mL™*
MIK = <0,125 pg mL*
MIK = <0,125 pg mL*
MIK =2 pg mL™?

MIK = 0,5pg mL™?
MIK = <0,125 pg mL*
MIK = <0,125 pg mL*

MIK = <0,125 pg mL*?
MIK = 0,25 mL-
MIK =>64 ug mL™*
MIK = 0,25 mL-
MIK = <0,125 pg mL?
MIK = <0,125 pg mL*?
MIK = <0,125 pg mL*?
MIK = <0,125 pg mL?
MIK = <0,125 pg mL?
MIK =1 pg mL™*?

MIK = 0,5pg mL™?
MIK = <0,125 pg mL?
MIK =0.25 pg mL*?

Slika 34. Struktura spojeva 43 i 44 i odredene MIK vrijednosti za neke bakterijske sojeve

(a- soj osjetljiv na eritromicin, b - inducibilno rezistentni soj (iMLS), ¢ — konstitutivno

rezistentni soj (cMLS), d — efluks rezistentni soj (M))*

Iz eritromicina pripravljeni su spojevi 45 i 46 koji su se unato¢ reduciranoj antibakterijskoj

aktivnosti pokazali djelotvornima na parazit T. Gondii koji je uzro¢nik toksoplazmoze.>®

31



Kemijski seminar |

T.gondii  ICso=5+1 pM

T.gondii  1Cso=7 £1 uM

Slika 35. Strukture spojeva 45 i 46 i odredene ICso vrijednostit

Istrazena je bioloSka aktivnost analoga makrolida sa tioureido i ureido supstituentima na
polozaju N(9a).® Na slici 36. prikazani su spojevi sa najve¢om antimalarijskom aktivnosti.
Spoj 47 je ujedno pokazao visoku citotoksi¢nost na stanice hepatocelularnoga karcinoma (Hep-

G2) i stani¢nu liniju izoliranu iz pacijenta s akutnom monocitnom leukemijom (THP-1).
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Antimalarijska aktivnost
P. falciparum TM91C235 ICs0 =24 nM

P. falciparum D6? ICs0 =71 nM
P. falciparum W2° ICs0 =30 nM
Citotoksi¢nost THP-1 ICs0=5uM
Citotoksi¢nost Hep-G2 IC50=9 uM

Antimalarijska aktivnost

P. falciparum TM91C235 ICs0 = 116 nM
P. falciparum D62 ICs0 = 118 nM
P. falciparum wW2b ICs0 =178 nM

Slika 36. Strukture spojeva 47 i 48 i odredene ICso vrijednosti (a - osjetljivi soj, b - soj

rezistentan na klorokin).!

Konjugat makrolida i klorokina 49 pokazao je takoder antikancerogenu i visoku

antimalarijsku aktivnost te dobru bioraspolozivost.>’

| Antimalarijska aktivnost
NH P. falciparum TM91C235 ICs0 =22 1M

Citotoksi¢nost Hep-G2 I1Cs0 =30 uM

HO, 1™ | oH
HO\. o --.,,.0
‘_:- o e, .ro‘,- -,N/
_ OH
OJ"
O~—~oH

49

Slika 37. Struktura spoja 49 i odredena ICso vrijednost!
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Uvodenjem triazolskog i indolskog prstena na polozaj N(9a) povecava se afinitet vezanja
makrolida za ribosom uspostavljanjem dodatnih 7 — 7 interakcija. Spoj 50 pokazao je trostruko
vecu aktivnost od azitromicina na ,,cell-free bakterijski soj E. coli. ZabiljeZena je i veca

aktivnost spoja 51 na bakterijski soj S. aureus ATCC 29213.%

E. coli cell free
S. aureus ATCC 292132
S. aureus ATCC 29213

E. coli cell free

S. aureus ATCC 292132
S. aureus ATCC 29213
E. coli ATCC 27856

ICsp=0,12 + 0,011 uM
MIK = 3,13 pg mL?
MIK = 1,56 pg mL

I1Cs0 = 0,540 £ 0,056 uM
MIK = 0,78 ug mL™*
MIK = 0,078 ug mL™*
MIK = 16 pg mL™?

Slika 38. Strukture spojeva 50 i 51 te odredene MIK i ICsp vrijednosti (a — bez serumskog

indikatora, b — sa serumskim indikatorom)?*

Za razliku od iscrpnog istrazivanja derivata makrolida s modificiranim polozajem C6 i C9,
svega nekoliko grupa autora radilo je na modifikaciji polozaja C10.

Najvise se istaknuo spoj 52 prikazan na slici 39. Aktivnost na rezistentne Gram-pozitivne
patogene S. pneumoniae i S. aureus pokazala se znatno vecom od bioaktivnosti koju pokazuje

klaritromicin.>®
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S. pneumoniae ATCC49619  MIK =<0,007 ug mL™*
S. pneumoniae BAA1402? MIK = <0,007 pg mL™*

S. pneumoniae 3914° MIK =2 pg mL?

S. aureus ATCC29213 MIK = 0,25 pg mL?
S. aureus BAA9762 MIK =0,5 ug mL™
S. aureus BAA977° MIK =1 pg mL™*

Slika 39. Struktura spoja 52 i odredene MIK vrijednosti za neke bakterijske sojeve (a —
efluks rezistentni soj (M)), b - soj rezistentan na makrolide, linkozamide i streptogramine
(MLS))!

Ma i suradnici® radili su na supstituciji polozaja C11 u petnaestero¢lanim makrolidima.
Dobri rezultati dobiveni su za spoj 53 (slika 40.). MIK vrijednosti za navedene sojeve su do 70

puta nize od MIK vrijednosti azitromicina i klaritromicina.

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

Slika 40. Struktura spoja 53 i odredene MIK vrijednosti za neke bakterijske sojeve (a —

rezistentni soj kodiran erm genima, b — rezistentni soj kodiran mef genima)?*

Uvodenjem prstena na polozaj C12 povecala se aktivnost na soj S. aureus i H. influenza u

odnosunaaib.%®
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S. aureus 26001 MIK = 0,03 pg mL!
H. influenza 5096 MIK = 0,06 ug mL*?

Slika 41. Struktura spoja 54 i odredene MIK vrijednosti za neke bakterijske sojeve!

Po uzoru na strukturu solitromicina i telitromicina pripravljen je niz derivata makrolida s
transformiranim hidroksilnim skupinama na polozajima C11 i C12. Jedan od njih je derivat
telitromicina 55 sa izmijenjenim polozajem C3 i C3' (slika 42.). Spoj 55 pokazao je 2 — 8 puta
vecu aktivnost na neke sojeve bakterija od telitromicina.

Za spojeve 56 i 57 zabiljeZzena je bioaktivnost sli¢na klaritromicinu izuzev aktivnosti na soj
S. pneumoniae ATCC 15531 koja je prili¢no visoka (MIK = 0,001 — 0,002 pg mL ). Takoder
se isti¢e aktivnost 55 i 56 na rezistentne sojeve M. pneumoniae (MIK = 0,5 — 1 pg mL™1).%’
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S. pneumoniae 6303 MIK =0,0015 pg ml
S. pneumoniae 49619 erm MIK = 0,008 pg mL
S. pneumoniae 994 mef MIK = 0,125 pug mL-
S. pyogenes 19615 MIK = 0,008 pg mL-
H. influenzae 38 MIK = 0,125 pug mL-
Moraxela 8176 MIK = 0,125 pug mL-

56

Slika 42. Strukture spojeva 56 i 57 i odredene MIK vrijednosti za neke bakterijske sojeve?

Ketolid 58 pokazao je 2 puta vecu djelotvornost od telitromicina protiv sojeva navedenih na
slici 43, dok je aktivnost na vankomicin rezistentni soj E. faecalis usporediva sa aktivnosti
telitromicina.®®

D"\-\.

-~ i
“I N S. pneumoniae ATCC49619 MIK =0,062 ug mL
HN-— S. pyogenes 07U084 MIK = 0,031 pg mL-
S. pyogenes 072014 MIK = 0,25 pg mL™*
B\\h N S. epidermidis 07R066 MIK = 0,25 pg mL™*

58 N

Slika 43. Struktura spoja 58 i odredena MIK vrijednost za neke bakterijske sojeve.*
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Nadalje, medu pripravljenim derivatima istice se aktivnost spojeva 59 i 60 na sojeve

naznacene na slici 44.%°

S. aureus ATCC25923 MIK = <0,0625 ug mL™
E. coli ATCC25922 MIK =4 pg mL™*
S. aureus ATCC6538 MIK = 0,063 pg mL™*

S. epidermidis ATCC12228 MIK =<0,0625 pg mL~
1

Slika 44. Strukture spojeva 59 i 60 i odredene MIK vrijednosti za neke bakterijske sojeve?

Pavlovié i suradnici®® pripravili su ketolide s atipiénom modifikacijom polozaja C11 i C12.

Najbolji rezultati (2 — 4 puta veca aktivnost od ¢ i d) zabiljezeni su za spoj 61 (slika 45.).

NQ S. aureus MIK = <0,125ug mL?
= S. aureus iMLS MIK =0,125ug mL™*
S. pyogenes iMLSg MIK = 0,25ug mL*
S. pyogenes M MIK = 0,25ug mL™*

Slika 45. Struktura spoja 61 i odredena MIK vrijednost za neke bakterijske sojeve!
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4. ZAKLJUCAK

U ovom kemijskom seminaru napravljen je pregled strukture i bioloske aktivnosti
Cetrnaesteroclanih i petnaesteroclanih makrolidnih antibiotika. Takoder, istaknuta je vaznost
istrazivanja novih lijekova zbog sve vece ucestalosti bakterijskih infekcija i pojave rezistencije
na dosadasnje antibiotike.

Na temelju proucavanja interakcija kompleksa ligand-bioloska meta i rezultata dobivenih
molekulskim modeliranjem odredena je veza izmedu strukture i aktivnosti te su predlozeni i
pripravljeni novi derivati makrolida od kojih neki pokazuju ve¢i afinitet vezanja na bioloske
mete, a time i bolju antimikrobnu aktivnost in vitro.

Iako su neki derivati pokazali vecu aktivnost na susceptibilne i rezistentne sojeve u odnosu
na referentne makrolide (eritromicin A, klaritromicin, azitromicin, telitromicin), veéina njih
nema Siroki spektar antibakterijske aktivnosti.

Za pojedine derivate makrolida provedena su testiranja in vivo te su u tijeku faze klinickih
ispitivanja.
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